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Wykaz stosowanych skrotow i pojeé

ABTS - s6l diamonowa 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)

A.U. — jednostki niemianowane

C — (+)-katechina

CAA — test mierzacy komorkowa aktywno$¢ przeciwutleniajgca

CBA — metoda odbarwienia krocyny

CUPRAC — metoda oznaczania zdolno$ci do redukowania jonéw miedzi (II)
DMPD — dichlorowodorek dimetylo-p-fenylenodiaminy

DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

EC — (-)-epikatechina

ECG - galusan (-)-epikatechiny

EGC - (-)-epigalokatechina

EGCG - galusan (-)-epigalokatechiny

FCR — odczynnik Folin-Ciocalteu

FIC — metoda oznaczania zdolnos$ci do chelatowania jonow zelaza (1)

FRAP — metoda oznaczania zdolnos$ci redukowania jonow zelaza (I11)

GABA — kwas gamma-aminomastowy

GC - (+)-galokatechina

GCG - galusan (-)-galokatechiny

Gong fu — chinska sztuka parzenia herbaty, pozwalajaca uzyskac z jednej porcji herbaty wiele
naparéw (w przypadku Pu-erh — nawet kilkanascie)

ICs0 — stezenie proby wymagane do zneutralizowania 50% wolnych rodnikow
kDa - kilodalton, jednostka masy atomowej

KOF — kofeina

KW - kwas galusowy

LPIC — metoda oznaczania inhibicji utlenienia frakcji LDL

Maocha — suszone na stoncu liscie Camellia sinensis var. assamica

Men-dui — etap fermentacji nieenzymatycznej, charakterystycznej dla herbat zottych
ORAC — metoda oznaczania zdolno$ci absorpcji rodnikow tlenowych

SARSA — metoda oznaczania zdolnosci wychwytywania anionow nadtlenkowych
SD - odchylenie standardowe

TB — teobromina



TEAC — ekwiwalent potencjatu przeciwutleniajgcego troloksu w reakcji z odpowiednim

rodnikiem
TF — teofilina
TG —teogalina

TOSC — metoda oznaczania catkowitej zdolnosci wychwytywania rodnikow tlenowych
TR - tearubigina

TRAP — metoda oznaczania catkowitej zdolno$ci zmiatania wolnych rodnikow



Wstep

Herbata jest po wodzie najczesciej spozywanym napojem na $wiecie. Uwzgledniajac
obrébke technologiczng surowca, mozna jg podzieli¢ na sze$¢ zasadniczych rodzajow: zielone,
biate, zolte, szmaragdowe, czarne, ciemne. Ostatniag w tym podziale grup¢ stanowig herbaty
produkowane w wigkszosci jedynie na rynek azjatycki i wyrdznia je etap fermentacji
mikrobiologicznej. Najbardziej znanym przedstawicielem herbat ciemnych jest herbata Pu-erh,
produkowana wylacznie w niektorych regionach chinskiej prowincji Yunnan. Ze wzgledu na
swoje walory sensoryczne, prozdrowotne i czynniki spoteczno-kulturowe Pu-erh zyskata duza
popularno$¢ nie tylko w Chinach, ale takze w Europie.

Herbate Pu-erh mozna podzieli¢ na dwa rodzaje: surowg (Raw, Sheng) i sztucznie
postarzang (Ripe, Shu). Surowa Pu-erh jest przetwarzana jak typowa zielona herbata, a podczas
przechowywania poddawana jest naturalnemu procesowi lezakowania. Ripe Pu-erh rozni si¢
od surowej Pu-erh dodatkowym etapem tzw. sztucznego postarzania, ktory zostat
wprowadzony w celu skrocenia procesu produkcyjnego. Takie roéznice w obrobce
technologicznej surowca prowadzg do otrzymania produktow o réznych profilach chemicznych
I sensorycznych. Tradycyjna herbata Pu-erh, to wersja Raw poddana procesowi wieloletniego
dojrzewania — nazywana jej wowczas Vintage Raw Pu-erh. W przypadku tego produktu wraz
z wydhuzaniem okresu dojrzewania jego cena rosnie. Najlepsze egzemplarze tej herbaty nie sa
dostepne w sklepach a na specjalnych aukcjach, na ktorych osiagaja bardzo wysokie ceny
(liczone w tysigcach dolaréw). W zwigzku z tym pojawia si¢ duza sposobnos$¢ do pomnazania
srodkow finansowych w nielegalny sposob, czyli poprzez sprzedawanie produktow
zafatszowanych.

Falszowanie herbaty moze polega¢ na: mieszaniu tanszego surowca z droZszym
1 informowaniu jedynie o surowcu lepszej jakosci, podawaniu nieprawdziwych informacji
o pochodzeniu produktu, zawyzaniu wieku herbaty oraz podawaniu nieprawdziwych informacji
0 rodzaju herbaty.

Rozroznienie Raw 1 Ripe Pu-erh nie jest trudne, jesli wersja Raw jest stosunkowo mloda.
Jednak w przypadku Vintage Raw oraz wysokiej jakosci Ripe Pu-erh roznice nie sg juz tak
oczywiste. Potwierdzenie pochodzenia danej herbaty, jej rocznika i typu nalezy do mistrzow
herbaty. Mozliwe jest, ze gdy na rynku pojawi si¢ wyjatkowy egzemplarz herbaty Pu-erh, to
wiedza a przede wszystkim do$wiadczenie nowych specjalistow okaze si¢ niewystarczajace do
potwierdzenia autentycznos$ci prezentowanego produktu. Mimo iz osoby zwigzane z aukcjami

herbaty nie widzg takiej potrzeby, to naukowcy nadal poszukuja niezawodnej metody stuzacej



do identyfikacji roznych rodzajow herbat, okreslania pochodzenia surowca czy szacowania
wieku herbaty.

W zwigzku z powyzszym celem pracy byla proba okreslenia parametréw, pozwalajacych
na identyfikacje rodzajow herbaty Pu-erh.

Dokonujac przegladu dostepne;j literatury, zauwazono, iz autorami wigkszosci artykutow
dotyczacych herbat Pu-erh byli naukowcy, pochodzacy z azjatyckich osrodkéw naukowych.
Duza cze$¢ tych prac zostala wydana jedynie w ojczystym jezyku autorow. Ze wzgledu na
specyfike jezyka ich dostepnos¢ dla autorki niniejszej dysertacji byta utrudniona. Nieliczne
pozycje krajowe zawieraly w gloéwne] mierze zestawienia wynikéw badan dla réznych
rodzajow herbat i herbatek i nie zawieraly nawet ogdlnych informacji o rodzajach Pu-erh,
metodach ich produkcji czy tym bardziej surowcu pozyskiwanym do ich otrzymania. Poza tym
w opracowaniach krajowych nadal przedstawiany jest niepelny podzial rodzajow herbat,
uwzgledniajacy technologie obrobki surowca.

Zauwazono rowniez, ze w pracach badawczych, w ktorych materiat badany stanowita
herbata Pu-erh, ponad 60% prac nie posiadato informacji o rodzaju wykorzystanego Pu-erh czy
jego roczniku — co ma bardzo istotny wptyw na sktad biochemiczny produktu, a takze jego
wiasciwosci. W takim przypadku czg¢$¢ posiadanych publikacji nie mogla zosta¢ wykorzystana
do przygotowania niniejszej pracy, poniewaz nie mozna byto jednoznacznie stwierdzié, jaki
produkt zostal poddany analizie.

Na podstawie wlasnych obserwacji stwierdzono, ze w ciagu ostatnich kilkunastu lat oferta
herbat Pu-erh na trojmiejskim rynku nie ulegla istotnej zmianie. Produkty dostepne
w dyskontach oraz sklepach wielkopowierzchniowych zawieraja na swoich opakowaniach
niepelne informacje o produkcie lub s3 one tak sformutowane, ze moga wprowadzi¢
konsumenta w btad. Bardzo czgsto jest to pierwsze i jedyne zrodio takich informacji, co nie
tylko skutkuje brakiem wiedzy konsumentow, ale rowniez nie dostarcza konsumentowi petnej
wiedzy o produkcie, a zwlaszcza o roznych rodzajach herbaty Pu-erh.

Kolejnym powodem dla podj¢cia niniejszej tematyki jest to, ze herbaciarnie sg sklepami
specjalistycznymi i powinny (teoretycznie) dawaé¢ mozliwo$¢ zapoznania si¢ konsumentowi
z r6znymi rodzajami herbaty z r6znych regionéw $§wiata. Niestety w herbaciarniach spora czes$¢
sprzedawcow nie potrafi powiedzie¢ jaki typ Pu-erh sprzedaje twierdzac, ze jest to produkt
najwyzszej jakosSci. Jesli takie sklepy nie posiadaja w swojej ofercie wersji tradycyjnej tego
produktu, to mozna przypuszczac, ze zdecydowana wiekszo$¢ konsumentow herbaty nie zna
1 nie miata mozliwosci nawet sprobowaé wersji Raw Pu-erh. Osoby interesujace si¢ tym

produktem mogty go zakupi¢ w specjalistycznych sklepach internetowych.



Majac to na uwadze kolejnym celem pracy byta ocena jakosci herbaty Pu-erh dostepnej na
polskim rynku w aspekcie jej autentycznosci.

Niniejsza rozprawa ma charakter interdyscyplinarny i jest pierwszym, kompleksowym
krajowym opracowaniem, ktore systematyzuje wiedze na temat jakoS$ci i autentycznos$ci herbat
Pu-erh oraz zbiera najwazniejsze infromacje o wplywie regularnego spozywania jej naparow
na zdrowie konsumenta. Opracowanie to wypelnia luk¢ empiryczng zwigzang z brakiem
podstawowych badan w zakresie poréwnawczej oceny jakosci naparow Raw i Ripe Pu-erh.
Stanowi rowniez probe realizacji kierunku badan, na ktorym srodowisko naukowe powinno si¢
skupié, czyli na opracowaniu metod, stuzgcych do identyfikacji i potwierdzania autentycznosci
herbat Pu-erh. Mimo iz opracowano juz wiele metod r6znicujacych herbat¢ Raw i Ripe Pu-erh,
to wykazuja one rézng skuteczno$¢ i uznawane sg za skomplikowane oraz kosztowne.
Z informacji ptynacych z rynku aukcyjnego wynika, ze oczekuje si¢ prostych, szybkich i tanich
metod identyfikujacych poszczegolne rodzaje herbaty Pu-erh dla potwierdzenia ich

autentycznosci.



1. Definicja i rodzaje herbaty

Pod pojeciem ,herbata” nalezy rozumie¢ zarowno liscie, paczki liSciowe i delikatne
todyzki odmian gatunku botanicznego Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, wyprodukowane
z zastosowaniem uznanych metod produkcji i stuzace do przygotowania herbaty jako napoju.
Dodatkowo jako herbat¢ uznaje si¢ napoje przygotowane poprzez zalanie gorgcg wodg suszu
herbacianego (International Food Information Service 2009; PN-ISO 6078:1996). Tak wiec
prawdziwa herbata jest otrzymywana tylko i wylacznie z rosliny Camellia sinensis. W innym
przypadku nie jest to herbata, a herbatka, ktora stanowi napar z lisci, korzeni, kory, nasion lub
kwiatow innych roslin (np.: ziotowe, owocowe, rooibos, yerba mate).

Podstawe klasyfikacji herbat moze stanowi¢ kraj jej pochodzenia, termin zbioru surowca,
klasa jakosci, forma, jednak najwazniejszy jest podzial, uwzgledniajacy ich proces
produkcyjny. Biorgc pod uwage stopien fermentacji, w wigkszosci panstw obowigzuje
klasyfikacja uproszczona, obejmujaca herbaty: niefermentowane (zielona), czeSciowo
fermentowane (oolong) oraz catkowicie sfermentowane (czarne) (Fung i in. 2009; Lee i in.
2011). W ten sposob herbaty zoétte, oolong i Pu-erh tworza jedng, duzg i bardzo zréznicowang
grupe. O ile herbaty oolong charakteryzuje szeroki zakres stopnia utlenienia lisci, tak herbaty
Pu-erh przechodzg proces dlugiej fermentacji mikrobiologicznej, ktory nie wystepuje w zadne;j
innej herbacie!. Podziat ten jest bardzo ogdlny i nie pokazuje pelnego zréznicowania herbat.
Jego zastosowanie byto stuszne w czasach, gdy najwicksza popularnoscig cieszyly si¢ herbaty
czarne i zielone, a pozostale nie byly jeszcze znane konsumentom europejskim. Obecnie
swiadomo$¢ konsumentoéw stale rosnie, dzigki czemu rowniez inne rodzaje herbaty zostaty
zauwazone. Stad zaprezentowany podzial mozna uzna¢ jedynie za podstawe do bardziej
szczegOtowej klasyfikacji, ktora lepiej oddaje roznorodnosé herbat.

W 1979 roku Chen Chuan, przyjmujac jako kryterium obrobke liscia krzewu herbacianego,
po raz pierwszy zaprezentowatl podziat herbat na szes¢, nastepujacych rodzajow:

o zielone — w ktorych proces utleniania polifenoli katechinowych jest na minimalnym

poziomie, poniewaz zostaje zahamowany we wstgpnym etapie obrobki;

o biate — w ktorych dochodzi do lekkiego utlenienia na poziomie 10-15%;

o z6blte — charakteryzujgce si¢ czeSciowym i dwuetapowym utlenianiem katechin;

! Tak naprawde zadna z chinskich herbat nie jest poddawana procesowi fermentacji, a utleniania. Jednak przy
herbacie Pu-erh uzywa si¢ okre$lenia ,,fermentowana” ze wzglgdu na przyjete w technologii uproszczenie, ze
proces rozpadu substancji organicznych spowodowany dziataniem enzymdéw wytwarzanych przez
mikroorganizmy, zachodzacy w warunkach tlenowych, rowniez moze by¢ nazywany fermentacja.



o szmaragdowe — w ktorych poziom utlenienia polifenoli katechinowych moze wynosi¢

od 15 do 80% - nazywane herbatami oolong;

o czerwone — w ktorych poziom utlenienia katechin osiaga poziom powyzej 90%;

o czarne — (hei-cha) zwane réwniez pdzno fermentowanymi lub dojrzewajacymi, ktore

przechodzg fermentacje nieenzymatyczng (Chuan 1981).
Podziat ten odnosi si¢ do stopnia oksydacji sktadnikow obecnych w surowcu, prowadzacego
do uzyskania wyjatkowych walorow sensorycznych koncowego produktu.

Herbaty zielone uznawane sa za najmniej przetworzone, poniewaz naturalny proces
oksydacji enzymatycznej jest konczony tak szybko, jak to mozliwe. Kolejne trzy rodzaje (biate,
z6Mte, oolong) zaliczane sg do grupy herbat czgsciowo utlenionych, wsrod ktorych
najprostszym, a zarazem najkrotszym procesem produkcyjnym charakteryzuja si¢ herbaty
biate, gdzie surowiec jest poddawany jedynie suszeniu na stoncu. Ten rodzaj herbat wyroznia
dodatkowo wykorzystany do produkcji surowiec, ktory stanowig paki liSciowe oraz miode
listki, dzigki czemu przygotowane z nich napary sa bardzo delikatne. W trakcie wytwarzania
herbat zottych naturalny proces oksydacji jest konczony zaraz po zbiorze surowca, a liscie
poddawane sg procesowi fermentacji nieenzymatycznej (men-dui), podczas ktorego zachodzi
kontrolowana oksydacja. Etap ten polega na kilkukrotnym powtarzaniu procesow
podgrzewania lisci, studzenia ich oraz suszenia. Ostatnim rodzajem herbat czgsciowo
utlenionych sg herbaty oolong. Ta grupa jest najbardziej réznorodna, poniewaz wystepuja
w niej herbaty z oksydacja na poziomie 15% (jasne), a takze takie, w ktorych proces utlenienia
wynosi niemal 80% (ciemne). Specyficznym etapem w procesie produkcyjnym jest
podrzucanie lisci w celu kruszenia ich krawedzi i uzyskania wigkszej powierzchni do
utleniania. W przypadku ciemnych herbat oolong koncowym etapem jest prazenie lisci.
Poprzez modyfikacje czasu trwania tego etapu oraz wielokrotne jego powtarzanie, uzyskuje sig
pozadang koncowa glebie smaku (Mao 2013; Tomczyk 2009). Kolejng grupe herbat,
charakteryzujaca si¢ najwigkszym stopniem utlenienia sktadnikow, stanowig herbaty okreslane
w nomenklaturze europejskiej jako czarne, natomiast w Azji nazywane herbatami czerwonymi.
Na rysunku 1.1 przedstawiono podziat herbat z uwzglgdnieniem najwazniejszych etapow ich
procesu produkcyjnego. Ostatnig grupe stanowig herbaty nazywane ,post-fermented” lub
,»dark”, wyr6zniajace si¢ na tle pozostatych rodzajow procesem fermentacji mikrobiologicznej.
Ich roczna produkcja jest stosunkowo niewielka, poniewaz stanowig produkty tradycyjne
i regionalne, ktoére do niedawna byly przeznaczone wylgcznie na rynek azjatycki. Jedynym
znanym w Europie ich przedstawicielem jest Pu-erh. Gwattowny wzrost zapotrzebowania na

ten produkt skutkowal skroceniem wieloletniego procesu produkcyjnego. W  tych
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okoliczno$ciach zostala opracowana metoda wo-dui, dzigki ktorej zaspokajane jest stale

rosngce zapotrzebowanie rynku $wiatowego na ten rodzaj herbaty. Jednak ze wzgledu na

zmiang¢ parametrow produkcji, jakos¢ tej herbaty jest odmienna od wzorca — czyli tradycyjnej

jej wersji. Rodzaje Pu-erh oraz ich procesy produkcyjne opisano w rozdziale 2.4.

- NIEUTLENIONE

CZESCIOWO UTLENIONE

CAEKOWICIE — peRMENTOWANE >

UTLENIONE
Obrébka para Wiedniecie Prazenie Suszenie na stoficu Wiednigcie Prazenie
\ { | |
. . wis = Suszenie . .
Rolowanie Suszenie Kiszenie i podrzucanie Rolowanie Rolowanie
| | |
Suszenie Rolowanie Prazenie Utlenianie Suszenie
\ I l |
Suszenie Rolowanie Suszenie Palowanie
| |
Suszenie Fermentacja

Rys. 1.1 Klasyfikacja herbat ze wzgledu na proces produkcyjny

| HERBATA
| CZARNA

HERBATA

CIEMNA

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie http://www.riyang-teayard.com/about-tea/
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2. Charakterystyka towaroznawcza herbaty Pu-erh

2.1. Pochodzenie

Historia herbaty Pu-erh nicodlacznie zwigzana jest z historig prowincji Yunnan,
politycznymi i militarnymi relacjami Chin z Tybetem i ekspansja tego rejonu przez Chiny.
Plaskowyz Yunnan-Guizhou jest przedtuzeniem Plaskowyzu Tybetanskiego, wigc wymiana
kulturowa migdzy osrodkami handlowymi Tybetu, Yunnanu i Sichuanu byta naturalna, co
niewatpliwie przyczynito si¢ do poznania herbaty przez Tybetanczykdéw. Historycy uwazaja, iz
mialo to miejsce w VII wieku, kiedy Krolestwo Tybetanskie Tubo podbito obecne prefektury
Dali, Lijiang i inne cze$ci Yunnanu. Rozwdj nowego Imperium Tybetanskiego wymusit na
Chinach dialog i kontakt ze stolicag. Po wielu naciskach ze strony tybetanskiego wladcy
postanowiono zawrze¢ sojusz polityczny, polegajacy na malzenstwie chinskiej ksi¢zniczki
Wencheng z krolem Tybetu — Songtsan Gampo. Istniejg doniesienia, ze ksi¢zniczka przywiozta
do Lhasy (stolicy Tybetu) herbate jako czes¢ swojego posagu (Freeman i Ahmed 2015).

Tybetanczycy szybko odkryli prozdrowotne wiasciwosci herbaty 1 zaczgta ona
konkurowa¢ z naparami Z roslin wystepujacymi endemicznie w Tybecie. Herbata w tej czgsci
$wiata nie wystgpowata natywnie, a poniewaz zapotrzebowanie na nig rosto, szukano sposobu
zapewnienia cigglosci dostaw. W tym czasie Chiny borykaly si¢ z cigglymi najazdami
1 potrzebowaty koni, dzigki ktorym moglyby skuteczniej chroni¢ pdtnocne granice swojego
panstwa. To stanowito impuls do intensywnej wymiany barterowej, ktorg kontynuowano az do
XX wieku, kiedy konie nie miaty juz tak duzego znaczenia militarnego. Od transakcji tego typu
wywodzi si¢ nazwa The Ancient Tea Horse Road (Freeman i Ahmed 2015).

Wedhug relacji historycznych, w czasach dynastii Tang (618-907 r.), herbate przeznaczong
na sprzedaz prasowano do formy cegietek, gdyz taki ksztatt utatwiat jej zatadunek i transport.
Ze wzgledu na duze odleglosci (tysigce kilometrow), trudny teren (w wigkszosci gorzysty) oraz
trudne warunki pogodowe ($nieg w gorach, pelne stonce na ptaskowyzach), herbata trafiata do
celu po kilku lub nawet kilkunastu miesigcach podrézy — w zalezno$ci od tego, czy miata
dotrze¢ do stolicy na dwor cesarski, do Tybetu czy na potudnie. W trakcie tak dlugich podrozy
i zmiennych warunkow klimatycznych herbata przechodzita procesy starzenia i fermentacji,
w ktorych mikroorganizmy powodowaly zmiany biologiczne 1 enzymatyczne. Powstala w ten
sposob herbata stata si¢ bardzo pozadana — najpierw przez cztonkéw rodziny krolewskiej
1 wysokich urzgdnikow, a pozniej przez koneserdw herbaty. Zyskata uznanie nie tylko ze
wzgledu na swoj wyjatkowy smak, ale takze ze wzgledu na swoje wlasciwosci lecznicze

(https://banateacompany.com).
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Mimo iz produkcja i uznanie dla herbaty Pu-erh siegajg czasoOw dynastii Tang, zgodnie ze
starozytnym dokumentem zatytutowanym ,,Ksigga o barbarzyncach”, nie byta ona wtedy tak
nazywana. Chociaz jej nazwa pochodzi od miasta Pu’er, jednego z miast prowincji Yunnan, to
nie jest ono miejscem jej pochodzenia. Wedtug historii miasta, w dynastii Song (960-1279),
miasto Pu’er byto juz znanym osrodkiem handlu herbatg. Znajdowat si¢ w nim targ, na ktory
zjezdzali handlarze z catej poludniowej czgsci prowincji. Stad herbata ruszata w dalsza droge
na grzbietach koni lub plecach tragarzy drogami The Ancient Tea Horse Road. Z biegiem czasu
miasto Pu’er stato si¢ znanym centrum handlu herbatg. Z tego powodu ludzie zaczg¢li nazywac
herbate kupowang i sprzedawang w miescie Pu’er ,,herbatg Pu-erh”. Obecnie herbata Pu-erh
i The Ancient Tea Horse Road staly si¢ istotnym elementem w promowaniu turystyki
w prowincji Yunnan, Sichuan oraz w Tybecie (Freeman i Ahmed 2015; Pong 2006).

2.2. Ksztaltowanie jako$ci herbaty na etapie uprawy i zbioru

Jako$¢ herbaty zalezy przede wszystkim od jakosci surowca, ktory determinuja: odmiana
ro$liny, warunki klimatyczne i glebowe, wysoko$¢ wystepowania upraw, a takze stosowane
praktyki agronomiczne.

Krzew herbaciany jest rosling heterogenna, wykazujaca wspolne cechy morfologiczne,
biochemiczne i fizjologiczne. We wspoélczesnej, miedzynarodowej nomenklaturze botaniczne;j
((L) O. Kuntze) roslina ta nalezy do rodziny botanicznej Theaceae i rodzaju Camellia, ktory
sktada si¢ z 82 gatunkow, w tym ozdobnych kameliowatych (Kumar i in. 2013). W obrgbie
gatunku wyrdznia si¢ 4 odmiany Camelli sinensis: Camellia sinensis var. sinensis, Camellia
sinensis var. assamica, Camellia sinensis var. dehungensis oraz Camellia sinensis var.
pubilimba. Surowiec wykorzystywany do produkcji herbaty pochodzi z dwoch pierwszych
odmian. Na podstawie cech lisci, tj. rozmiaru, pozy oraz kierunku wzrostu, wyrdznia si¢ trzy
odmiany uprawne: Camellia sinensis var. sinensis (zwana chinskg), Camellia sinensis var.
assamica (zwana assamska) oraz Camellia sinensis var. lasiocalyx (zwana kambodzanska),
bedaca hybryda dwoch pierwszych — do niedawna uznawana za podgatunek odmiany
assamskiej (Ahmed i Stepp 2013a; Das i Ghosh 2016; Wachira i in. 2013a). Surowiec
wykorzystywany do produkcji herbaty pochodzi przede wszystkim z dwéch odmian:
drobnolistnej chinskiej oraz szerokolistnej assamskiej. Pierwsza z nich to niewielki,
wolnorosnacy krzew z drobnymi, zgbkowanymi i ciemnozielonymi lis¢mi. Optymalne warunki
do jego wzrostu to ciepte i wilgotne rejony gorskie. Ten surowiec uwazany jest za bardziej

szlachetny od wersji assamskiej, poniewaz nadaje herbacie lekkiego i stodkiego posmaku.
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Z tego wzgledu jest on wykorzystywany do produkcji herbaty biatej 1 zielonej, a takze
delikatnej indyjskiej herbaty czarnej. Druga odmiana to szybko rosnaca roslina, wystepujaca w
postaci roztozystego krzewu lub drzewa z duzymi, szerokimi i jasnozielonymi li$¢mi, ktore
zazwyczaj nie posiadajg zgbkowanej krawedzi. Uprawiana jest w Kklimacie tropikalnym
i subtropikalnym. Ten surowiec nadaje produktowi koncowemu wyrazisty i ciezki posmak.
Surowiec ten wykorzystywany jest do produkcji herbat zielonych, czarnych oraz Pu-erh.
Niektore gatunki dzikorosnacych krzewow z gatunku Camellia sinensis sa wykorzystywane
przez miejscowq ludnos¢ do jedzenia, przygotowywania napojow oraz do celow medycznych.
Nie sg one wykorzystywane na skale przemystowa (Ahmed i1 Stepp 2013a; Ahmed i Stepp
2013Db).

Naturalng granica wystepowania dwoch gltéwnych odmian herbaty jest, wystepujacy
w potudniowo — zachodniej czes$ci Chin, ptaskowyz Yunnan — Guizhou. Na poéinoc od 25°
szeroko$ci geograficznej pdinocnej ro$nie odmiana drobnolistna, a na potudnie od tego
réwnoleznika odmiana szerokolistna (assamska). Natomiast w srodkowej czesci tego obszaru
rosng najczesciej hybrydy wspomnianych odmian. Pas potudniowo — zachodnich Chin
(prowincje Yunnan, Sichuan, Guizhou i Guangxi), poétnocnego Laosu, Wietnamu, Birmy
poocnej, Kambodzy 1 poélocnych Indii to tereny naturalnie wystepujacych roslin
herbacianych. Niektore odmiany wystepuja réwniez we wschodnich Chinach, Japonii,
potudniowo — zachodniej Korei, Tajlandii i na Tajwanie. Jednak centrum r6znorodnosci odmian
Camelli sinensis zlokalizowane jest w prowincji Yunnan, na obszarze poétnocnego Mekongu.
Obecnie roslina ta jest uprawiana réwniez na obszarach tropikalnych i subtropikalnych,
tj. w Rosji, Turcji, Argentynie, centralnej Afryce, Indonezji oraz na Sri Lance. Dodatkowo
mozna ja spotka¢ na terenach miedzy rownoleznikami 42°N oraz 30°S na obszarach,
spetniajacych agrotechniczne wymagania dla odpowiednich odmian tej rosliny (Ahmed i Stepp
2013b; Wachira i in. 2013a).

Uprawa herbaty wymaga Scisle okreslonych warunkow klimatyczno-glebowych, réznych
dla poszczegdlnych odmian tej rosliny. Camellia sinensis var. sinensis ro$nie w chtodniejszych
regionach wysokogorskich, natomiast Camellia sinensis var. assamica najlepiej rozwija si¢
w klimacie tropikalnym. Uwaza si¢, ze optymalne warunki uprawy, to zapewnienie ro$linie
wysokiej wilgotnosci (opady roczne na poziomie 2500 — 3000 mm), temperatury w zakresie
18 — 20°C oraz usytuowania upraw na wysokosciach do 2200 m.n.p.m. Gleba musi by¢ sucha,
przepuszczalna, przewiewna, z niskim odczynem pH (4,5-5) oraz z zyzng warstwa prochnicza.
Obecnie uprawa herbaty coraz czesciej prowadzona jest w warunkach kontrolowanych, ktore

gwarantujg uzyskanie surowca wiasciwej jakosci. Niekorzystne warunki, takie jak podtopienia,
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przymrozki czy upaly, ograniczajg wzrost rosliny, prowadzg do zmian w strukturze
biochemicznej surowca, a w konsekwencji do obnizenia jego jakosci, a takze obnizenia
ekonomicznej optacalnosci produkcji (Ahmed i Stepp 2013a; Ahmed i Stepp 2013b; Kumar
iin. 2013).

Metody uprawy i zbioru herbaty zmienialy si¢ na przestrzeni wiekéw. Powstanie
pierwszych systemdéw uprawnych datuje si¢ na okres sprzed ponad 1700 lat. Dzigki zebranym
dowodom naukowym opracowano standardowe wytyczne dla prowadzenia upraw roslin
herbacianych, ktore s powszechnie stosowane na calym $wiecie — upraw plantacyjnych.
O innych rodzajach upraw jest bardzo niewiele informacji, stad w dalszej cze$ci pracy
przedstawiono podzial, uwzgledniajacy sposoby zakladania oraz prowadzenia upraw,
stosowane obecnie w Chinach (Karwowska 2017).

A) Uprawy plantacyjne

Powstaly w celu pozyskiwania duzych ilosci surowca z jednego miejsca. Wymaga to
opracowania dla kazdej monokultury indywidualnego sposobu nasadzenia ro$lin i ich
pielegnacji, dostosowanych do uksztattowania terenu, aby w kazdym okresie zbioréw uzyskaé
maksymalng wydajno$¢ z plantacji. W przypadku krzewow herbacianych najlepsze efekty
uzyskano dla dlugich rzedow z minimalnymi $ciezkami miedzy nimi (w celach
komunikacyjnych), $cisle okre§lonym sposobem przycinania roslin, regularnie prowadzonymi
zbiorami oraz stosowaniem wtasciwej ochrony roslin.

Do produkcji mtodych krzewdéw moga by¢ wykorzystywane nasiona, ktore uzyskuje si¢
z ro$liny juz po 3 latach uprawy. Staranna pielgegnacja mtodych krzewow prowadzona jest w
tak zwanych ,,ztobkach” przez okres maksymalnie jednego roku. Czgsciej jednak wykorzystuje
si¢ sadzonki (klony diaspor), charakteryzujace si¢ wysokg odpornoscia na stres oraz Wysokim
potencjatem wydajnosci. Pierwszg parti¢ materialu pozyskuje si¢ z roslin dwu- trzyletnich.,
Automatyczny zbior surowca jest procesem szybszym, jednak bardzo niedoktadnym, poniewaz
liscie czgsto bywajg uszkodzone i zanieczyszczone nadmierng iloscig todyg. Z tego wzgledu
herbaty liSciaste dobrej jakoSci wymagaja zawsze zbioru r¢cznego.

Rolnictwo plantacyjne charakteryzuje si¢ stosowaniem duzej ilosci nawozoéw oraz srodkow
ochrony ro$lin. Ze wzgledu na to, ze krzew herbaciany jest rosling wieloletnig, a ilo$¢
produkowanego przez nig surowca odpowiedniej jakosci spada, niezbedne jest regularne
uzupetnianie skladnikow odzywczych w glebie. Poniewaz zapotrzebowanie roslin na te
sktadniki jest zroznicowane, nalezy uwzgledni¢ to w procesie nawozenia. Usunigcie rodzimej
ros$linnodci oraz zatozenie monokultur stwarza korzystne warunki do namnazania si¢

agrofagoéw. RoSliny herbaciane maja wielu naturalnie wystgpujacych szkodnikéw, w tym
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chrzaszcza Xyleborus fornicatus, czerwonego pajgka Oligonychus coffeae, réznego rodzaju
larwy czy roztocza Typhlodromus i Phytoseius. W nielicznych przypadkach, porazenie roslin
przez okreslong grupe szkodnikoéw jest wrecz pozadane, ale w zdecydowanej wiekszosci tak
nie jest. W celu uniknigcia strat finansowych, powstatych na skutek zniszczenia krzewow,
rolnicy musza korzysta¢ ze $rodkéw ochrony roslin (Ahmed i Stepp 2013a; Ahmed i Stepp
2013b; Tea. An INFOCOMM Commodity Profile 2016). Czestos¢ wystepowania
i rozprzestrzenianie si¢ szkodnikow, chordb i chwastéw zostanie dodatkowo wzmocniona przez
wzrost temperatury. Rolnicy sa zmuszeni stosowa¢ coraz wigksze iloSci pestycydow, co
w konsekwencji wptywa na bezpieczenstwo zywnosci (FAO 2016). Juz od kilku lat dostgpne
sa raporty wskazujace obecno$¢ pozostatosci pestycydéw w produkcie koncowym
(https://ec.europa.eu/food/safety/rasff_en). W zdecydowanej wigkszosci przypadkéw wykryte
ilosci nie przekraczaja zalecanych norm i nie stwarzaja bezposredniego zagrozenia. Jednak
w przypadku regularnego spozywania produktow zawierajacych nawet niewielkie ich ilo$ci,
moga si¢ one gromadzi¢ w organizmie cztowieka (substancje lipofilowe) i w konsekwencji
prowadzi¢ do rozwoju roéznych rodzajéw nowotwordw (m.in. jelita grubego, trzustki czy
biataczki), uszkodzen systemu nerwowego (m.in. choroby Parkinsona, demencji i Alzheimera,
stwardnienia zanikowego bocznego), systemu immunologicznego czy hormonalnego
(Sabarwal, Kumar i Singh, 2018).

Zaktadanie nowych plantacji rozpoczyna si¢ zazwyczaj na terenach lesnych. Ogromne
polacie laséw sa wycinane, co powoduje utrate roznorodnosci biologicznej. Mimo iz plantacje
herbaty kojarzg si¢ z tradycyjnym obrazem Chin, to stanowig one ,,sztuczny twor”, stworzony
w celu pokrycia zapotrzebowania rynku §wiatowego na herbate. Powstanie takich miejsc
ozywito lokalng gospodarke, jednak ze wzgledu na intensywng produkcje, juz od kilku lat nie
tylko wladze kraju (zwlaszcza na szczeblu lokalnym), ale réwniez mieszkancy dostrzegaja
potrzeb¢ zmian. Zmian w Kierunku nowoczesnosci, kojarzonej z rozwigzaniami
proekologicznymi.

B) Uprawy lesne

Krzewy herbaciane uzyskiwane z nasion oraz sadzonek, pochodzacych z innych upraw
tego typu lub okolicznych lasow, sa wkomponowane w krajobraz lesny. Zostaja specjalnie
umieszczone w otoczeniu drzew owocujacych lub zawierajacych silne olejki eteryczne, by
nadac liSciom delikatnie owocowe lub lekko zywicze smaki. Najczesciej spotykane sg naturalne
aromaty: kamfory (Cinnamomum camphora Ness et Eberm.), glozyny pospolitej/jujuby
pospolitej (Ziziphus jujuba Mill.) i jezyczka strzelistego (Ligularia stenocephala Matsum.

& Koidz). Uprawy lesne zaktadane sa na dwa sposoby: poprzez usunigcie z upraw
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plantacyjnych 2/3 krzewow 1 umieszczenie w ich miejsce réznych rodzajow drzew i krzewow
lub poprzez przerzedzenie obszardéw lesnych i uzupetnienie ich krzewami Camelli. Taki sposob
prowadzenia upraw uznaje si¢ za przyjazny dla srodowiska, poniewaz dziatalno$¢ cztowieka
ogranicza si¢ jedynie do zbiorow surowca, niewielkiego przycinania rosliny cO pomaga
utworzy¢ kolejne rozgaltezienia oraz nawozenia kompostem. Roslinom herbacianym pozwala
si¢ na osiggniecie formy drzewiastej (o wysokosci 2-8 metrow), co urozmaica strukture lasu.
Dzigki temu system ten charakteryzuje si¢ kilkupietrowa strukturg: wysokie korony drzew,
drzewa $redniej wysoko$ci oraz najnizsza zielona warstwa roslinnosci. Wykazano, ze forma
drzewiasta rosliny herbacianej wplywa na rozwqj roslinnosci epifitycznej. Teren wyglada
naturalnie, stanowi siedlisko lokalnych zwierzat oraz ro§linnosci. Nie dochodzi na nim do erozji
gleby. Rosliny maja dostep do bogatej, odpowiednio odzywionej i napowietrzonej gleby.
Dzigki otoczeniu innych roslin, zréznicowanych pod wzgledem wysoko$ci, rosliny herbaciane
sa chronione przed intensywnymi zmianami klimatu, gdyz otaczajaca je roslinno$¢ stanowi
strefe buforowa. To rozwigzanie bylo juz pilotazowo stosowane w roku 2011 w okolicy
Mangjing w prowincji Yunnan i stanowi nowy kierunek zmian propagowany przez lokalne
wiadze. Dzigki wprowadzeniu tego typu dzialan dostrzezono szans¢ na odtworzenie lokalnego
ekosystemu (Ahmed i in. 2013; Ahmed i Stepp 2013b; Hung 2013; Wang i in. 2017b).

C) Mieszane pola uprawne

To ekologiczny i rodzimy system upraw herbaty dla prowincji Yunnan. Nie sg tak
popularne jak uprawy lesne, w ktorych rosliny herbaciane sa mieszane z rodzimg roslinnoscia
lub innymi ros$linami uprawnymi. W jednym gospodarstwie wyrdznia si¢ kilka mniejszych
potaci upraw danych roslin, ktore ze sobg sgsiadujg. W tej wersji uprawy herbaty nie ma tak
duzego zrdznicowania wysokoSci roslinnosci, poniewaz krzewy sa stale przycinane
i utrzymywane w formie krzewiastej (Ahmed i in. 2013; Ahmed i Stepp 2013b).

D) Stare drzewa:

Nazywane rowniez ,,dzikimi” drzewami. Rosng pojedynczo w glebi dzungli w prowincji
Yunnan, na wysokosci ponad 2000 m.n.p.m. Niektorzy badacze uwazaja, ze byty one w tych
miejscach uprawiane przed setkami lat, a inni sadza, ze zawsze rosly w stanie dzikim.
Ingerencja cztowieka sprowadza si¢ jedynie do zbioru lisci. Drzewa liczg sobie kilka stuleci, sa
smukte i bardzo wysokie, poniewaz w tak gestych lasach gor kazda roslina ,,walczy” o dostep
do $wiatta 1 musi pig¢ si¢ ku gorze. Liscie pozyskane z tych roslin sg bardzo zréznicowane
zarowno pod wzgledem ksztaltu, jak 1 aromatu. Niektorzy eksperci twierdza, iz takie liscie nie
nadaja si¢ do produkcji herbaty (https://banateacompany.com;

https://hojotea.com/indexe.html).
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Ahmed i in. (2013) przeprowadzili badania dotyczace wptywu sposobu uprawy herbaty na
wybrane parametry jako$ciowe. Wykorzystujac metod¢ wywiadu bezposredniego dokonali
réwniez oszacowania ekonomicznej optacalno$ci poszczegdlnych form uprawy. Badania
autorow dowiodly, ze najwiekszg wydajno$¢ uzyskano z upraw tarasowych (64000 kg/ha),
nastepnie z mieszanych pdl uprawnych (18000 kg/ha) i upraw rolno — lesnych (13500 kg/ha).
Najmniej wydajne byly uprawy lesne (6000 kg/ha). Chinski rzad wprowadzit limity wielkosci
zbioru lisci z ,,dzikich” drzew, dlatego nie jest znana realna mozliwo$¢ pozyskania tego rodzaju
materiatu. Uprawy plantacyjne pozwalajg osiggnag¢ maksymalng wydajno$¢ upraw, co nie
przektada si¢ na odpowiednio wysokie zyski. Taki rodzaj surowca uznawany jest za gorszy
jakosciowo (pod wzgledem sktadu chemicznego), dlatego w roku 2010 za 1 kg takich lisci
ptacono zaledwie 3-8 $. Dla poréwnania w tym samym roku za surowiec z ,,dzikich” drzew
ptacono 12,10 $, z mieszanych p6l uprawnych 157,26 $, a najwigcej, bo az 219,65 $ za 1 kg
surowca z upraw lesnych. Najwieksze zroznicowanie genetyczne zauwazono wsrod roslin
z mieszanych pdl uprawnych, a najmniejsze — z upraw plantacyjnych. Sposéb prowadzonych
upraw oraz bioréznorodno$¢ genetyczna miaty wpltyw na sktad biochemiczny. Autorzy
stwierdzili bowiem, ze surowiec pochodzacy z ogrodow herbacianych oraz ekologicznych
upraw rolno — le$nych zawierat kilkukrotnie wigksze ilosci katechin ogotem (EGCG, EGC, C,
EC, ECG, GCG, GC) oraz kilkukrotnie wicksze ilo§ci metyloksantyn ogétem (kofeina,
teobromina, teofilina) w poréwnaniu z pozostatymi typami. Wachira i in. (2013b) potwierdzili,
1z r6zne sposoby prowadzenia upraw pozwalaja uzyska¢ surowiec o zréznicowanej zawartosci
substancji bioaktywnych, co mozna w przysztosci wykorzysta¢ do opracowania produktow

herbacianych o wigkszym potencjale antyoksydacyjnym.

2.3. Surowiec wykorzystywany do produkcji herbaty Pu-erh

Dokonujac zakupu herbaty Pu-erh, nalezy bra¢ pod uwagg nastgpujace elementy:
- surowiec (pochodzenie, typ upraw),
- zastosowang obrobke technologiczng (tradycyjne wieloletnie dojrzewanie czy sztuczne
postarzanie),
- czas 1 warunki dojrzewania (,,mokry”, ,,suchy” magazyn czy warunki mieszane).

Kazdy z tych elementow w sposob znaczacy wpltywa na jako$¢ koncowa produktu,
szczegoOlnie w kontekscie pozadanych przez konsumentéw cech sensorycznych i zdrowotnych.
Osoby, ktore nie maja duzego doswiadczenia z herbatg Pu-erh bedg w pierwszej kolejnosci

kierowa¢ si¢ zastosowang obrobka technologiczng, a nastgpnie czasem i warunkami
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dojrzewania, ktore moga ztagodzi¢ smak produktu. Jednak koneserzy tej herbaty w pierwszej
kolejnosci zwracaja uwage na pochodzenie surowca, tradycje fabryki, w ktorej produkt zostat
wytworzony, ewentualnego mistrza herbaty nadzorujacego proces produkcyjny oraz warunki
i czas dojrzewania produktu (https://hojotea.com/indexe.html). Wykorzystanie odpowiedniego
rodzaju surowca bardzo czesto decyduje o walorach produktu finalnego (Raw czy Ripe).

Tradycyjna wersja herbaty Pu-erh nie jest produkowana z surowca uzyskanego z upraw
plantacyjnych, ktory jest uznawany za najgorszy jakosciowo. Proces produkcji tradycyjnej,
zielonej herbaty Pu-erh trwa kilkanascie, a nawet kilkadziesigt lat, a zmiany w surowcu
zachodzg powoli, w sposob naturalny. Wyjatek stanowi ,,nowa” odmiana Pu-erh, gdzie czas
produkcji trwa zaledwie kilka miesiecy a sam etap fermentacji to okres zaledwie kilku tygodni,
w ktorym zachodza bardzo gwattowne zmiany w skladzie oraz strukturze surowca. Dlatego
z materiatu z upraw plantacyjnych uzyskiwana jest tania i fatwo dostepna w sklepach na catym
Swiecie wersja tej herbaty.

Oryginalna wersja Pu-erh uzyskiwana jest z surowca, pochodzacego z 4 Zrodet:

1. Dzikich krzewow — to krzewy herbaciane, ktore sa mniej zagospodarowane i zwykle znajduja
si¢ na wyzszych wysokos$ciach niz krzewy na plantacjach;

2. Malych drzew — s3 to drzewa uzyskane z nasion lub byly to stare drzewa, ktore zostaty
przyciete. Drzewa te moga mie¢ od kilku do pieédziesigciu lat i sg zwykle uprawiane
w systemie upraw lesnych;

3. Duzych drzew — sa to drzewa w wieku od 100 do 300 lat. Czgéciej nazywane s3 starymi
ogrodami herbacianymi. Wystepuja na duzych wysoko$ciach. Stanowig pozostato$ci dawnych
upraw, ktore zostaly na jaki$ czas pozostawione bez opieki i1 sg aktualnie uprawiane bez
nawozenia i bez stosowania pestycydow;

4. Starych drzew nazywanych ,,dzikimi” — drzewa te maja na ogét ponad 500 lat. Niektore
z nich zostaly porzucone i1 odkryte w ostatnich latach. NajczeSciej znajdujg si¢ w glebi dzungli
(https://banateacompany.com).

Surowiec uzyskany z dzikich krzewoéw oraz mtodych drzew jest uznawany za lepszy
jako$ciowo 1 drozszy anizeli z upraw tarasowych, a same ich uprawy sa przyjazne dla
srodowiska i wpisujg si¢ w nowa, proekologiczng polityke wtadz prowincji. Materiat ze starych
ogrodow herbaty uznawany jest obecnie za najbardziej pozadany, ale jego ilo$¢ jest
ograniczona. Dlatego tez jest on do$¢ kosztowny i wykorzystywany tylko do produkcji
najlepszych herbat. Najmniej surowca pozyskuje si¢ ze starych drzew, ktore zostaly dodatkowo

objete rzagdowym limitem wielko$ci zbioru. Niektorzy producenci uwazaja, iz nie jest to
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najlepszy surowiec. Jednak nadal jest on wykorzystywany do produkcji niektorych rodzajow
herbaty Pu-erh w fabrykach o dlugiej tradycji.

Glowne tereny produkcyjne herbaty Pu-erh znajduja si¢ w chinskich prefekturach
Xishuangbanna (Banzhang, Yiwu, Menghei, Yibang, Hekai, Mengsung, Pasha), Simao
(Jingmai, Kunlu, Jinggu, géora Wulang) oraz Lingcang (Fengqing, Bingdao, Zhuang Jiang).
Jednak nadal bardzo pozadane i cenione sg egzemplarze uzyskane z surowca z drzew
herbacianych, znajdujacych si¢ na obszarze tak zwanych Six Famous Tea Mountains,
obejmujgcych gory: Youle, Gedeng, Yibang, Mangzhi, Manzhuan i Mansa, zlokalizowanych
w Xishuangbanna. Za czaséw dynastii Qing (1644-1912) herbata z tych goér uchodzita za
produkt najwyzszej jakosci. Byta skladana cesarzowi w hotdzie lennym — stad okreslenie
,herbaty hotdowniczej”. Znane i cenione obecnie gory herbaciane takie jak Bulangshan
i Jingmaishan sg wzglgdnie nowe (debiutujg) w chinskim przemysle herbacianym o diugiej
tradycji. Stynna koncepcja goér herbacianych zostata zrewitalizowana po ustanowieniu
Chinskiej Republiki Ludowej w 1949 r., kiedy wyznaczono nowy podzial administracyjny
kraju, uruchomiono fabryki herbaty i powotlano instytuty badawcze. Mimo to stare”
herbaciarnie w Hong Kongu za oryginalng herbate Pu-erh nadal uznaja t¢ wytwarzang z lisci
pozyskanych z Six Famous Tea Mountains, ktore po wielu latach starzenia oferuja dobry smak
(Freeman i Ahmed 2015; Pong 2006).

2.4. Obrobka technologiczna surowca i jej wptyw na jako$¢ produktu koncowego

Herbata, stanowigca podstawe do powstania herbaty znanej jako Pu-erh, nazywana jest
obecnie maocha (chinski termin ,,surowiec”). Jest to herbata zielona, poniewaz swieze liScie po
zbiorze sg zmigkczane, poddawane procesowi ,,killing the green”, a nastepnie zwijane 1 suszone
na stoncu. Biorgc pod uwagg proces produkcyjny, herbate Pu-erh dzieli si¢ na dwa zasadnicze
rodzaje:

» Raw (Sheng cha, niefermentowana): to sprasowana maocha, ktora dost¢pna jest jako
mtody surowy Pu-erh — czyli $§wiezo wyprodukowany lub majgcy zaledwie kilka lat (Young
Raw Pu-erh) — oraz jako wersja tradycyjna, przechodzaca powolny i dtugotrwaty proces
dojrzewania (Aged/Vintage Raw Pu-erh);

* Ripe (Shou cha, fermentowana): nowa wersja, otrzymywana za pomocg procesu Wo-dui
(sztucznego postarzania), ktory pozwolit skroci¢ proces produkcyjny tradycyjnej wersji, a tym
samym umozliwil produkcje tej herbaty na duzg skale (https://banateacompany.com; Zhang
2014).
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Na rycininie ponizej (Rys. 2.1) przedstawiono rdznice oraz podobienstwa w procesach

produkcyjnych Raw, Aged Raw oraz Ripe Pu-erh.

rolowanie

suszenie na stoncu

luzna surowa herbata Raw Pu-erh

fermentacja
starzenie przez
skladowanie

luzna Ripe Pu-erh

kompresowanie Aged Raw Pu-erh

Ripe Pu-erh

Rys. 2.1 Skrécony proces produkcyjny herbaty Pu-erh z uwzglednieniem
r6znych jej rodzajow
Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie

https://teavivre.com/info/difference-between-raw-and-ripe-puerh-tea.html

Wymienione rodzaje herbaty Pu-erh r6znig si¢ przebiegiem procesu produkcyjnego oraz
czasem jego trwania, a to przektada si¢ na roznice w sktadzie chemicznym, walorach
organoleptycznych, wielkosci popytu, a takze cenie produktow koncowych. W tabeli 2.1
przedstawiono roznice w wygladzie suszu oraz naparéw poszczegdlnych rodzajow herbaty

Pu-erh.
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Tab. 2.1 Wyglad suszu i naparéw réznych rodzajow herbaty Pu-erh
Raw 2017 Vintage Raw 1999 Ripe 2018

+
P
“
7
2
Qo

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie https://banateacompany.com

A) Otrzymywanie i charakterystyka herbaty Raw Pu-erh

Pierwszy zbidr liSci ma miejsce w lutym lub marcu. Liscie herbaty wyrastajg nieprzerwanie
przez calg wiosne, lato i jesien, jednak za najlepsza uznaje si¢ te ze zbiorow wiosennych.
Herbata letnia jest uwazana za gorsza, poniewaz obfito§¢ deszczowych dni moze skutkowaé
brakiem wyraznego aromatu oraz wigkszg cierpkos$cig produktu koncowego. W Chinach zbiera
si¢ zwykle jeden paczek oraz dwa liscie z kazdego kietka. W przypadku herbaty przeznaczonej
do produkcji Pu-erh czesto zbiera si¢ kolejne dwa lub nawet trzy liscie. Zbior prowadzony jest
o $wicie, a surowiec dostarczany jest od razu do fabryki, gdzie jest wstepnie sortowany.
Nastepnym krokiem jest wiednigcie (dehydratacja), ktore ma na celu przygotowac liscie do
nastepnego etapu. W zaleznos$ci od wyposazenia fabryki oraz jej tradycji (np. tylko r¢czna
produkcja) zmigkczanie materialu moze odbywac si¢ na dwa sposoby — zmechanizowany
1 rgczny. Opcja niezmechanizowana obejmuje umieszczenie materialu na duzych
bambusowych tacach i pozostawienie ich w pomieszczeniu na 3-6 godzin (ostateczny czas
zalezy od grubo$ci roztozonej warstwy materiatu oraz temperatury otoczenia). W wersji
zmechanizowanej liScie umieszczane sg na dlugich wentylowanych stotach. Poprawnie
przeprowadzony proces zmigkczania pozwala unikng¢ w kolejnym etapie przypalenia lisci na
woku.

Nastepny etap nazywany ,,killing the green” ma na celu czesciowa inaktywacje enzymow
odpowiedzialnych za utlenianie surowca oraz pozbycie si¢ znacznych ilosci wody. W fabrykach
niezmechanizowanych liscie umieszcza si¢ w duzych, suchych wokach ogrzewanych drewnem
lub weglem drzewnym i recznie miesza przez okoto 12 do 20 minut do momentu zmiany ich
koloru oraz konsystencji. Btednie przeprowadzony proces moze prowadzi¢ do przypalenia lisci.
W wersji zmechanizowanej liscie trafiajg do cieptego obrotowego cylindra na okoto 3 min.

Temperatura procesu oraz czas prazenia majg duzy wplyw na smak produktu koncowego.
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Wysoka temperatura i krotszy czas prazenia sg czescie] wykorzystywane do produkeji
zielonych Pu-erh, poniewaz takie warunki prowadzg do uzyskania herbaty wyrazistej
z podkreslonymi ro$linnymi nutami. Z kolei nizsza temperatura i dluzszy czas prazenia
prowadzg do uzyskania herbaty delikatniejszej, 0 pelniejszym smaku z podkreslonymi nutami
owocowymi. Nieodpowiednio dobrana temperatura, moze doprowadzi¢ do powstania
powaznych wad herbaty.

Po przestygnigciu liscie sg zwijane (rolowane). W produkcji przemystowej wykorzystuje
si¢ specjalne maszyny, ktorych spiralne obroty powoduja zwijanie si¢ lisci. Etap ten trwa od
5 do 10 minut i ma kilka celéw. Po pierwsze w jego trakcie dochodzi do rozerwania komodrek
na powierzchni liscia, co ulatwia w trakcie suszenia pozbycie si¢ pozostatej wody.
W potaczeniu z wodg taniny przemieszczaja si¢ blizej powierzchni liscia z glebszych warstw
komorek i w momencie przygotowywania naparu, bardzo szybko do niego migruja. Dodatkowo
material zyskuje nowy ksztatt, ktoéry utatwia jego przechowywanie. Zmigkczanie pozwala
réwniez zachowaé odpowiednig kruchos$¢ 1 unikng¢ pekania czy rozrywania lisci. Jesli etap ten
bedzie trwaé zbyt dlugo, to herbate bedzie mozna zaparzy¢ kilka razy, a kazdy napar bedzie
bardzo intensywny?.

Po tym etapie liscie sa wilgotne na skutek wydzielania sokow, dlatego rozkladane sg na
bambusowych tacach i pozostawiane na noc w budynku do przeschnigcia. W procesie ,.killing
the green” dziatanie enzymoéw nie zostaje do konca wygaszone, dlatego w dalszym ciagu
zachodzi powolny i delikatny proces oksydacji. Nastgpnie materiat jest rozktadany na duzych
bambusowych matach, gdzie przechodzi proces ostatecznego suszenia. Przy dobrej pogodzie
herbata jest suszona na stoncu przez jeden dzien. W przeciwnym wypadku suszenie
prowadzone jest w pomieszczeniu 1 moze trwac kilka dni. Grubo$¢ utozonej warstwy surowca
musi by¢ odpowiednio dobrana do panujacej w otoczeniu temperatury. Koncowa wilgotno$¢
suszu herbacianego moze wahac si¢ od 2 do nawet 10% — zalezy to od miejsca produkcji,
np. w Hong Kongu uzyskuje si¢ herbaty z wigkszg wilgotnoscia. Zazwyczaj surowiec bardziej
wilgotny przeznaczany jest do produkcji Ripe Pu-erh, a mniej wilgotny — do Raw Pu-erh
(https://farmer-leaf.com; https://hojotea.com/indexe.html; https://teavivre.com; Zhang 2014).
Z 14 kilogramo6w $wiezych liSci, po suszeniu pozostaje okoto 3,5 kilograma suszu — ostateczna
ilo$¢ zalezy od koncowej zawartosci wody. Waga surowca w trakcie procesu produkcyjnego

herbaty Pu-erh zmienia si¢ w nastepujacy sposob: swiezy surowiec: 14 kg> zmigkczanie:

2 Chinska sztuka parzenia herbaty Gong fu cha pozwalajaca uzyskaé z jednej porcji herbaty Pu-erh kilkanascie
naparow.
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10,8 kg> ,killing the green”: 7,6 kg> zwijanie: 7,5 kg (po nocy: 6,5 kg)>suszenie: 3,5 kg
(https://farmer-leaf.com).

Wysuszony material to maocha — intensywna w smaku zielona herbata, stanowigca
surowiec do dalszej produkcji Pu-erh. Aby uzyska¢ Raw Pu-erh, nalezy sprasowa¢ maoche —
najczesciej do postaci dysku, cegietki lub gniazda (Rys. 2.2). W tym celu liscie dzielone sg na
odpowiednie wagowo porcje (w zaleznosci od wielkosci ciastka) i umieszczane w metalowych
cylindrach z sitkiem na dnie. Na ich powierzchni uktada si¢ bilet z kodem handlowym,
umozliwiajacy identyfikacje produktu. Materiat traktowany jest przez kilkanascie sekund parg
wodng, ktéora ma zmickczy¢ liscie 1 uniemozliwi¢ ich kruszenie w trakcie prasowania.
Zawarto$¢ naczynia przektadana jest do Inianych workéw, gdzie prowadzi si¢ wstgpne
formowanie ciastek. Ostateczne ich prasowanie moze odbywac si¢ na dwa sposoby: recznie —
za pomocg blokow kamiennych, umieszczanych na workach i docigzanych przez pracownikow;
lub w wersji zmechanizowanej — za pomocg prasy. Po zakonczeniu procesu ksztalttowania
ciastka muszg przeschnaé, po czym sg zawijane w papier z nadrukiem fabryki i umieszczane
w magazynie (o okreslonej temperaturze oraz wilgotnosci), gdzie dojrzewaja (lezakuja). Czas
sktadowania herbaty zalezy od jej przeznaczenia. Jesli ma by¢ sprzedawana jako mtoda (Young
Raw), to spedzi w magazynie od kilku miesigcy do kilku lat. Jesli ma to by¢ tradycyjna wersja
(Aged Raw), poddana dlugotrwatemu i powolnemu procesowi oksydacji, to bedzie ona
lezakowac przez kilkanascie, a nawet kilkadziesiat lat. Zmiany zachodzace w li§ciach postepuja
bardzo powoli, dlatego materiat potrzebuje duzo czasu na uzyskanie pozadanych cech

(https://hojotea.com/indexe.html; Pong 2006).

1. Dysk lub ciastko 2. Cegietka 3. Gniazdo 4. Grzybek 5. Ztoty melon
Rys. 2.2 Najczesciej spotykane formy po prasowaniu

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie (Pong 2006)

Proces dojrzewania herbat Pu-erh jest kolejnym etapem, ktory nadaje jej unikatowe walory,

zarbwno sensoryczne, jak 1 ekonomiczne. Potrzeba szerokiej wiedzy oraz duzego
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doswiadczenia, aby poprawnie dobra¢ warunki do przeprowadzenia tego procesu, gdyz
niewlasciwe postgpowanie moze prowadzi¢ do obnizenia jakosci produktu. Gdy herbata jest
juz sprasowana i zapakowana, umieszcza si¢ ja w specjalnym magazynie — ,,suchym” lub
,»mokrym”. Przechowywanie na sucho odnosi si¢ do srodowiska przechowywania, w ktérym
nie podwyzsza si¢ sztucznie wilgotnosci pomieszczen magazynowych. W takich warunkach
herbata starzeje si¢ powoli, zachowujac witalno$¢ i aromat specyficzny dla jej pochodzenia.
Najwicksza wada tej metody jest czas, poniewaz tradycyjnie etap przechowywania Raw Pu-erh
trwa od kilkunastu do nawet kilkudziesieciu lat. Z tego wzgledu coraz czesciej producenci
decyduja sie na skrocenie czasu trwania tego etapu poprzez taczenie dwoch rozwigzan. W takim
uktadzie herbata najpierw trafia do ,,mokrego” magazynu na krotki czas, a nastgpnie jest
umieszczana w ,suchym”. Przechowywanie na mokro odnosi si¢ do $rodowiska
przechowywania, w ktorym wilgotno$¢ panujaca w pomieszczeniu zostata podwyzszona do
warto$ci okoto 60—65%. Wilgotnos¢ przyspiesza fermentacje, dzigki czemu produkt szybciej
si¢ starzeje. Mimo iz jest to powszechnie stosowana metoda sterowania stopniem dojrzatosci
herbaty, to zdarza si¢, ze negatywnie wplywa na jako$¢ produktu koncowego. Plesn moze
bardzo tatwo rozwina¢ si¢ na duzej powierzchni produktu, a zbyt intensywny przyrost plesni
moze powodowac nieodwracalne uszkodzenie struktury li§cia. Herbata, ktora po zakonczonym
procesie suszenia, zawiera wigksza niz powinna ilos¢ wody, po przechowywaniu w ,,mokrym”
magazynie bgdzie miata bardzo ostry zapach — nie zawsze akceptowalny przez konsumentow
(https://banateacompany.com).

W poczatkowych etapach produkcji herbata Raw Pu-erh przypomina herbat¢ zielong
zarowno pod wzgledem barwy licia, jak i naparu. Wraz z postepujacym procesem dojrzewania
jej liscie ciemniejg i stajg si¢ brgzowe. Z kolei napary dojrzewajacej Raw Pu-erh po kilku latach
lezakowania maja barw¢ pomaranczows, a po kilkunastu — brazowa (Rys. 2.3). Wrazenia
smakowe dojrzewajacej Raw Pu-erh sa bogate i intensywne z wyrdzniajacymi si¢ zazwyczaj
kwiatowymi nutami oraz pozbawione tradycyjnej goryczki. Ten rodzaj Pu-erh jest dostgpny
tylko w specjalistycznych sklepach internetowych. Cena takiej herbaty zalezy od rodzaju
surowca, regionu zbioru lisci oraz czasu dojrzewania i waha si¢ w zakresie od kilku do nawet

kilkuset dolaréw za 100 gramow (https://banateacompany.com; https://chawangshop.com).
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(1-2%) (3%) (3-5%) 0 (5~8%) (8~15%) (15~30%)  (30%LLL)

Rys. 2.3 Zmiany wygladu naparu w zaleznos$ci od okresu przechowywania
(od 1 roku do 30 lat)
Zrédto: https://banateacompany.com/pages/tea-mastery-pu-erh-teas.html

Mianem Aged czy tez czesciej Vintage Raw Pu-erh okreslano niegdy$ herbatg, ktorej
proces produkcyjny trwat ponad 20 lat. Obecnie takich herbat jest coraz mniej, poniewaz
niewielu producentéw lub inwestoréw decyduje si¢ na tak dtugi okres przechowywania. Mimo
to wiele sklepoéw internetowych oferuje Pu-erh pod wspomniang nazwg, mimo iz sg mtodsze.
Coraz czes$ciej sprzedawcy kieruja si¢ nowa, nieoficjalng zasada, pozwalajaca wykorzystywac
okreslenie ,,Aged” lub ,,Vintage” dla stosunkowo mtodych herbat. Specjalisci uznali, iz
okreslenia te mozna wykorzystywac¢ juz w momencie, gdy w produkcie zajda pierwsze zmiany
charakterystyczne dla wiekowych Pu-erh. Czyli gdy ostry smak $wiezej zielonej herbaty
zniknie na tyle, aby mogly pojawi¢ si¢ nuty owocowe lub kwiatowe — specyficzne dla
pochodzenia surowca — a sam susz zacznie zmienia¢ swojg barw¢. Nowe wersje Vintage
osiggaja ceny hawet do kilku tysigcy dolarow za 100 gramoéw. Natomiast tradycyjne, faktycznie
wiekowe Vintage Raw Pu-erh z wyjatkowym pochodzeniem lub historig dostgpne sg jedynie

na specjalnych aukcjach, gdzie moga osiggac jeszcze wyzsze ceny.

B) Otrzymywanie i charakterystyka herbaty Ripe Pu-erh

Wersja Ripe Pu-erh powstata w drugiej potowie XX wieku w fabryce w Kunming, gdzie
opracowano metode Wo-dui. Jej celem bylo uzyskanie herbaty identycznej pod wzgledem
walorow sensorycznych jak tradycyjna Pu-erh, ale w zdecydowanie krotszym czasie (Tomczyk
2009). W tej metodzie maocha poddawana jest sztucznie wywolanej oraz intensywnej
fermentacji grzybowo-bakteryjnej, dlatego do jej wytworzenia wykorzystuje si¢ bardzo czgsto
surowiec gorszej jakosci. W specjalnie do tego przeznaczonej hali materiat usypywany jest w
duze stosy sptaszczane od gory. Nastepnie do kazdego stosu dodawana jest okre§lona ilo$é
wody, a calos¢ przykrywa si¢ kocami, aby stworzy¢ idealne warunki dla rozwoju
drobnoustrojéw. Moga one pochodzi¢ z dwoch zrodetl: z otoczenia (kocow lub mat, ktérymi

nakrywany jest surowiec oraz z pomieszczen fermentacyjnych) oraz ze specjalnie
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przygotowanych mieszanek, ktorymi zaszczepia si¢ surowiec. W naturalnej fermentacji udziat
bierze wiele grzybow, w tym szczegdlnie te z rodzaju Aspergillus, Penicillium czy Eurotium.
Kilka gatunkéw z rodzaju Aspergillus uznawanych jest za gatunek dominujacy. To one
odgrywaja kluczowa role w tworzeniu koncowej jakosci herbaty. Ich dodatek w poczatkowej
fazie procesu fermentacji pozwala w krotkim czasie nada¢ produktowi podstawowe
1 specyficzne wlasciwosci sensoryczne. Rdzne mikroorganizmy wywierajg rozny wpltyw na
sktad chemiczny herbaty. Tak wigc kompozycja stosowanych ,,szczepionek™ jest waznym
zagadnieniem, pozwalajacym na kreowanie koncowej jakosci produktu — zaréwno
sensorycznej, jak i zdrowotnej (Ahmed i in. 2010; Haas i in. 2013;
https://hojotea.com/indexe.ntml; Lv i in. 2013). Temperatura panujgca wewnatrz stosu
gwaltownie ro$nie w poczatkowej fazie procesu fermentacji i utrzymuje si¢ na poziomie
ok. 50°C do 35 dnia. W nastepnych dniach powoli spada, osiggajac okoto 50 dnia fermentacji
temperature¢ pokojowa. Zawarto$¢ wody utrzymywana jest poczatkowo na poziomie ok. 30%
w celu pobudzenia aktywno$ci mikroorganizméw. Nastepnie powoli maleje i okoto 50 dnia
osigga warto$¢ 16%. Odczyn pH ulega zmianom w trakcie fermentacji i oscyluje w granicach
4,6-5,9 (Mogensen i in. 2009). Na powierzchni nasypu rozwijajg si¢ ,,ciemne” grzyby, blizej
srodka pojawia si¢ warstwa z biatym nalotem — grupa ple$ni, natomiast najblizej srodka — tam,
gdzie panuje najwyzsza temperatura — wigkszo$¢ drobnoustrojow stanowig bakterie. Materiat
musi by¢ regularnie mieszany (co kilka dni), aby w centralnej cze$ci nasypu nie doszto do
zagrzania materiatu i aby w calej objetosci utrzymywac podobne warunki. Caty proces trwa od
kilku tygodni do okoto 2 miesigcy — w zalezno$ci od oczekiwanego stopnia dojrzatosci. Aby
zakonczy¢ ten etap 1 zmniejszy¢ aktywno$¢ drobnoustrojow, nalezy obnizy¢ temperature oraz
wilgotnos¢ materiatu. Stos jest odkrywany, mieszany oraz stopniowo rozktadany na coraz
wigkszej powierzchni — zazwyczaj w innym pomieszczeniu, gdzie przez kilka dni powoli
schnie. Nastgpnie liScie sa przebierane i dzielone na okreslone klasy jakosci. W tym momencie
najczesciej prasuje si¢ herbate, cho¢ dostepna jest ona rowniez w formie luznej. Procedura
prasowania przebiega tak jak w przypadku herbaty Raw. Taka herbata nadaje si¢ juz do
spozycia, ale bedzie ona bardzo mocna, z wyrazistym ziemistym lub nawet plesniowym
aromatem. Z tego wzgledu coraz czes$ciej rowniez Ripe Pu-erh poddaje si¢ procesowi
lezakowania w suchym magazynie. W ciggu 3-5 lat produkt staje si¢ delikatniejszy, bardziej
ghadki i przyjemny (https://farmer-leaf.com; https://www.teavivre.com; Pong 2006).

Procesem sztucznego postarzania mozna sterowa¢ za pomocg trzech parametrow:

wilgotnosci, ktorg utrzymuje si¢ dodajac wode do usypanego stosu herbaty, temperatury, ktora
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nie moze przekroczy¢ 65°C oraz czestotliwosci mieszania usypanego stosu herbaty
(https://farmer-leaf.com).

Ripe Pu-erh wygladem przypomina herbat¢ czarng (wg europejskiej nomenklatury).
Dobrej jako$ci herbata czarna ma ciemng bragzowg barwe z pojedynczymi pomaranczowymi
i lekko zielonkawymi lis¢mi. W herbacie Pu-erh barwa suszu jest bardziej jednorodna,
poniewaz dominuje ciemny braz oraz pomarancz. Napary sa ciemniejsze niz w przypadku
herbat czarnych — biorac pod uwagg taki sam sposob i czas parzenia. Dominujg w nich barwa
bragzowa lub ciemnobrgzowa, ktorym czgsto towarzyszg rubinowe refleksy. Zapach 1 smak
naparu nie przypominajg innych herbat i sa specyficzne dla tego rodzaju, poniewaz dobrej
jakosci Ripe Pu-erh powinna mie¢ aromat suszonych daktyli. Ziemisty, plesniowy lub rybny
zapach i smak uznawane sg za wade produktu, powstata przez nieodpowiednio przeprowadzony
proces fermentacji (https://hojotea.com/indexe.html; Smiechowska, Dmowski i Karwowska
2015). Shou cha dostepna jest w zroznicowanych cenach — od zaledwie kilku do kilkudziesigciu
dolarow za 100 graméw produktu. Wraz z wydtuzaniem okresu lezakowania, cena produktu
bedzie rosngé. Jednak wzrost ceny nie bgdzie tak duzy jak w przypadku Raw Pu-erh.
Najbardziej cenione Ripe Pu-erh kosztuja zazwyczaj okoto 1008 za 100 graméw produktu.

Innowacja procesowa, polegajaca na przyspieszonej fermentacji, pozwolita na otrzymanie
herbaty Ripe Pu-erh w duzo krotszym czasie oraz nizszej cenie, ale jej cechy sensoryczne nie
dorownuja herbacie produkowanej tradycyjnie. Szybkie i diametralne zmiany w produkcji
Pu-erh, pozwolity na pokrycie zapotrzebowania §wiatowego rynku na ten produkt. Wielkos¢
produkcji herbaty Pu-erh nagle wzrosta i pozwolita wzmocni¢ regionalng gospodarke Chin.
Jednak skutkiem wprowadzenia takich zmian jest duze zréznicowanie jakosci produktu. Z tego
powodu przecigtny konsument nie ma mozliwo$ci pozna¢ walorow smakowych pierwowzoru

herbatu Pu-erh.
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3. Jako$¢ produktu i jego wplyw na zdrowie konsumenta

Herbaty Pu-erh niewatpliwie wyrdznia proces produkcyjny. Uczestniczg w nim
drobnoustroje, ktore sa odpowiedzialne za ostateczny sktad produktu. W zaleznosci od metody
produkcji (tradycyjne dojrzewanie, sztuczne postarzanie bez zaszczepienia czy sztuczne
postarzanie z zaszczepieniem) sktad mikroflory obecnej w trakcie fermentacji moze si¢ r6znic.
Ze wzgledu na rézne opcje dojrzewania, rozne warunki jej przeprowadzenia oraz obecnos¢
drobnoustrojow, sktad Pu-erh oraz innych herbat z grupy ,,dark” lub ,,post-femented” zostat
jedynie czesciowo okreslony. Wiadomo natomiast, ze obecno$¢ drobnoustrojow prowadzi do
powstania zwigzkow, ktore w innych herbatach nie wystepuja.

W ciagu ostatnich kilkunastu lat naukowcy doktadniej poznali mechanizmy zachodzace
w skladzie surowca podczas fermentacji mikrobiologicznej oraz zidentyfikowali kolejne
zwigzki obecne w herbatach tego typu. W tym rozdziale skoncentrowano si¢ na aktualnie
dostegpnych w piSmiennictwie istotnych réznicach w sktadzie Pu-erh tradycyjnego oraz
sztucznie postarzanego oraz zmianach, jakie zachodzg w trakcie naturalnego procesu

dojrzewania i fermentacji.

3.1. Zwiazki bioaktywne i ich przemiany w trakcie produkcji herbaty Pu-erh

Tradycyjna Pu-erh wytwarzana jest z lisci Camelli sinensis var. assamica suszonych na
stoncu, a nastgpnie kompresowanych. Sktad §wiezej Raw Pu-erh jest bardzo podobny do sktadu
$wiezych lisci herbaty, co potwierdzono licznymi metodami analitycznymi (wysokosprawna
chromatografia cieczcowa (HPLC), spektroskopia w bliskiej podczerwieni (NIRS),
spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR)). Mimo iz ze $wiezych lisci
Camelli sinensis var. assamica oraz surowej Pu-erh wyizolowano i zidentyfikowano wiele
zwigzkow, t0 za gldwne uznano flawonoidy 1 hydrolizowane garbniki, charakteryzujace si¢

silnymi wtasciwo$ciami przeciwutleniajagcymi (Lv 1 in. 2013).

e Raw Pu-erh

Z grupy flawan-3-oli i ich pochodnych, gtéwnymi sktadnikami chemicznymi surowego
Pu-erh — podobnie jak w przypadku zwyklej zielonej herbaty — sa katechiny i ich pochodne,
proantocyjanidyny i zwigzki z grupy theasinensin. Gtéwnymi katechinami zidentyfikowanymi
w maochy sg galusan epikatechiny (ECG), galusan epigalokatechiny (EGCG) i katechina (C),
z ktorych najliczniej wystgpuje ECG. Dla poréwnania EGCG jest kateching dominujaca

w lisciach Camelli sinensis var. sinensis.
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Do grupy flawonow 1 ich pochodnych, wystepujacych w herbacie Pu-erh, nalezg giéwnie
kemferol, kwercetyna, mirycetyna i ich O-glikozylowane flawony oraz acylowane
i glikozylowane flawony. Jednak w Raw Pu-erh nie wykryto apigeniny. Tak jak w innych
rodzajach herbaty, tak i w surowej Pu-erh dominujg zwigzki z grupy flawonow
w glikozylowanej postaci.

Sposrod pozostatych zwigzkow fenolowych zawarto$¢ hydrolizowalnych tanin w surowe;j
herbacie Pu-erh jest znacznie wyzsza niz w zwyklej zielonej herbacie czy sztucznie postarzane;j
Pu-erh. Ponadto maocha bogata jest w teogalling tak jak czarna herbata produkowana w Indiach
i czarna herbata cejlonska. Najprawdopodobniej teogallina jest charakterystycznym
sktadnikiem samego surowca, czyli lisci Camelli sinensis var. assamica. W Raw Pu-erh
zidentyfikowano rowniez koniferyne (Lv i in. 2013; Zhao i in. 2011b).

Skfad dojrzewajacej Raw Pu-erh jest bardziej zréznicowany w poroéwnaniu z klasyczna
zielong herbatg. Zawiera wiele zwigzkdw chemicznych, ktore moga ulega¢ przemianom w
trakcie naturalnego procesu starzenia oraz fermentacji, prowadzac do uzyskania produktow
koncowych o odmiennym sktadzie chemicznym — cze$¢ tych zwigzkoéw zaprezentowano
W cze$ci poswieconej Ripe Pu-erh. Dzigki temu opracowano juz metody, pozwalajace

klasyfikowac¢ i rozroznia¢ zwyklte herbaty zielone oraz surowe Pu-erh (Zhao i in. 2011b).

e Vintage Raw Pu-erh

W trakcie naturalnego procesu starzenia sktad chemiczny herbat Pu-erh ulega powolnym
zmianom. Ripe Pu-erh, dojrzewajaca przez rok, oraz Raw Pu-erh, dojrzewajaca 6 lat, wykazuja
w analizie spektrofotometrycznej w podczerwieni bardzo podobne przebiegi oraz maksima
absorpcji w postaci pikéw. Swiadczy to o zblizonej zawartoéci zwiazkow chemicznych
wchodzacych w sktad obu produktow (Lv i in. 2013). Na wlasciwos$ci antyoksydacyjne herbat
Pu-erh znaczacy wplyw ma okres ich przechowywania. Herbaty dluzej lezakujace
charakteryzuja si¢ mniejsza zdolnoscig redukcji wolnych rodnikéw. W przypadku surowej
herbaty Pu-erh zaobserwowano znaczace korelacje pomigdzy EGCG, rytyning i kwasem
galusowym a dtugo$cig okresu pozniejszej fermentacji. Ilosci tych zwigzkow zmienialy sie
w sposob zalezny od wieku herbaty. Xie i in. (2009) udowodnili, ze roczna i 3-letnia proba
Pu-erh réznity si¢ od siebie stezeniami niektorych sktadnikéw chemicznych (TF, TR, TB)
I obie znaczaco roznity si¢ od probek 5-, 8- i 10-letnich. Wykazali rowniez, ze powyzej piatego
roku roznice pomiedzy zawartoscig badanych zwigzkow nie roznity si¢ istotnie statystycznie,
co wskazuje na to, ze po pewnym czasie dojrzewania, tempo zachodzacych zmian si¢

stabilizuje. Naturalne lezakowanie i starzenie si¢ herbaty to etapy niezb¢dne do uzyskania
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odpowiedniej jakosci herbaty Pu-erh. Im dtuzszy jest czas przechowywania, tym lepiej. W jego
trakcie zmianie ulegaja zawartosci teaflawin, tearubigin i theabrownin. Przemiany tych
zwigzkow przedstwiono na rysunku 3.1. Przez okres pot roku ich ilo$ci wzrastaja odpowiednio
0 54,7%, 12,6% 1 25,5%, tworzac pomaranczowg i jasng barwe¢ naparu. Wraz z wydtuzeniem
czasu przechowywania teaflawiny i tearubiginy ulegaja degradacji przez samoutlenianie lub
stopniowej konwersji do theabrownin przez interakcj¢ z biatkiem i aminokwasami. Po roku
lezakowania ilosci teaflawin i tearubigin znacznie si¢ zmniejszaja, podczas gdy theabrownin
znacznie wzrastajg, zmieniajagc barwe naparu na ciemnag. Jest to rowniez gldwny powod, dla

ktorego smak herbaty staje si¢ lekki, a zapach postarzany (Zhiguo i in. 2019).
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Rys. 3.1 Przemiany z udziatem teaflawin, tearubigin i theabrownin

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie (Lv i in. 2013; Wang i in. 2017a)

e Ripe Pu-erh

W metodzie wo-dui, zmiany zachodzace podczas fermentacji nast¢puja szybciej
1 gwattowniej niz w wyniku naturalnego dojrzewania. Jednak efekt koncowy — w poréwnaniu
z Vintage Raw Pu-erh — jest bardzo podobny. W wyniku zastosowanego procesu zmniejszeniu
ulega zawartos$¢ polifenoli, katechin, teaflawin, tearubigin, aminokwasow i rozpuszczalnych
cukrow (Tab. 3.1). Wzrasta natomiast zawarto$¢ teobrominy i nierozpuszczalnych polifenoli.
Roéwnoczesnie catkowita zawarto$¢ substancji  ekstrahowanych woda zmienia si¢
W nieznacznym stopniu. Oznacza to, ze w trakcie reakcji utleniania, degradacji i kondensacji,
zachodzacych na etapie fermentacji, powstaja nowe zwigzki tworzace szczegodlny kolor, smak
oraz aromat herbat Pu-erh — znaczacy udzial maja zwiazki typu theabrownin. Dodatkowo

wzrasta poziom polisacharydéow oraz a-tokoferolu. Z kolei poziom zawartosci kwasu
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askorbinowego nie ulega zmianie. Lu i Chen (2008) wykazali, ze zielona herbata potraktowana

tanaza® (w roznych ilo$ciach) ma wyzszg zdolnoéé przeciwutleniajaca niz bez modyfikacji.

Tab. 3.1 Poré6wnanie zawartosci wybranych zwigzkéw w Raw i Ripe Pu-erh

Zwiazek/grupa zwiazkow Swieza Ripe-Pu-erh
Raw Pu-erh
Nierozpuszczalne polifenole 3,52% 6,38%
Polifenole ogétem 29,73% 9,40%
Katechiny ogdtem 18,31% 3,62%
C (katechina) 0,49% 0,33%
EC (epikatechina) 1,19% 0,36%
ECG (galusan epikatechiny) 11,31% -
EGC (epigalokatechina) 2,15% -
EGCG (galusan epigalokatechiny) 4,04% -
GC (galokatechina) 0,47%
GCG (galusan galokatechiny) 1,19% -
Kwas galusowy 0,10% 1,77%
Kwas askorbinowy 0,30 mg/100 g 0,32 mg/100 g
Teogalina 3,26% -
Teofilina 0,14% 0,03%
Teorubigina 4,35% 0,20%
Teobromina 2,90% 7,85%
Aminokwasy 1,80% 0,66%
Teanina 0,40% 0,08%
GABA 13,00 mg/100g | 3,00 mg/100 g
a-tokoferol 9,12mg/100g | 15,98 mg/100 g
Cukry rozpuszczalne 5,13% 3,86%
Polisacharydy 0,35% 2,40%
Substancje ekstrahowane 45,00% 41,00%
Kofeina 4,19% 5,17%
Flawonoidy 0,89% 0,96%
Kempferol 1,26 mg/g 0,48 mg/g
Kwercytyna 4,37 mglg 1,31 mg/g
Mirycetyna 0,63 mg/g 0,33 mg/g
Glikozydy flawonolowe 15,71 mg/g 5,32 mg/g
Lowastyna - 139,26 ng/g
Aktywnos¢ antyoksydacyjna (DPPH) 87,90% 80,94%
Aktywnos¢ antyoksydacyjna (O2™) 135,10% 45,90%
Sktadniki aromatu
Alkohole 33,48% 21,38%
Aldehydy 3,39% 6,53%
Ketony 6,96% 11,10%
Estry i laktony 5,58% 9,49%
Weglowodory 31,15% 13,38%

3 Tanaza jest enzymem wytwarzanym przez niektore grzyby strzepkowe. Ich obecno$é w procesie fermentacji

zwigksza bioaktywno$¢ herbaty Pu-erh.
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Kwasy 1,14% 0,62%
Zwiazki metoksyfenolowe 8,42% 27,10%
Zrédto: opracowanie whasne na podstawie (Hou i in. 2009; Lv i in. 2013)

Podczas procesu fermentacji zwicksza si¢ takze zawarto$¢ kwasu galusowego, CO
prawdopodobnie jest zwigzane z aktywnoscig drobnoustrojéw powodujgcych hydrolize tanin.
Dodatkowo przy podwyzszonej temperaturze oraz wilgotnosci, moze on pochodzi¢ z degradacji
galusanow katechiny. Proces fermentacji wptywa roéwniez na zwigkszenie zawartosci kofeiny.
Z kolei ilosci mirycetyny, kwercetyny i kemferolu w produkcie fermentowanym sg mniejsze
w poréwnaniu z surowg odmiang. Spada rowniez zawarto$¢ glikozydow flawonowych, podczas
gdy poziom flawonoidéow wrasta (Lv i in. 2013). Jeng i in. (2007) wykazali, ze wraz
z wydluzaniem czasu trwania fermentacji (analiza obejmowata czas do 180 dni) za pomoca
Streptomyces bacillaris lub Streptomyces cinereus zwigksza si¢ w stopniu znaczacym
zawartos¢ polifenoli ogdétem, GABA (kwas y-aminomastowy) i statyn, ktore w Raw Pu-erh sa
na granicy wykrywalno$ci.

Opisane wyzej zmiany gtéwnych sktadnikow chemicznych przyczyniajg si¢ do zmiany
jakosci produktu koncowego ze Swiezego 1 wyrazistego smaku przypominajacego herbate
zielong na specjalny nieswiezy, ale tagodny smak herbaty Pu-erh. Znaczace sg tez zmiany
parametrow barwy naparu, ktory traci swoja barwe zottozielong na rzecz czerwonobrgzowe;j
(Lviin. 2013).

Ostatecznie gotowa Ripe Pu-erh, w poréwnaniu z herbatg zielong, oolong, biatg czy nawet
czarng, zawiera niewielkg ilo§¢ monomerow katechin. Sposrod pozostatych najliczniej
wystepuja galokatechina (GC) i epikatechina (EC) (w zielonej dominuja EGCG i GC,
a w czarnej GC i ECG). Wysoka zawartos¢ GC w Ripe Pu-erh moze by¢ konsekwencjg
biotransformacji katechin z EGCG do EGC, a nastgpnie do GC. Ponadto wykazano, iz gtéwna
kateching w ekstrakcie tego rodzaju Pu-erh jest EC. Zawarto§¢ ECG, EGC i EGCG jest
stosunkowo niska, czesto trudna do zidentyfikowania za pomocg HPLC (Lv i in. 2013).

Zhou i in. (2005) zidentyfikowali dwa flawan-3-ole z podstawieniami w pozycji 8-C.
Zwiazki te nazwano Puerin A (R=H) i Puerin B (R=OH). Kilka lat p6zniej Tao i in. (2014)
odkryli kolejne 4 formy tego flawonu i nazwali je kolejno Puerin C-F.

Theabrownin (TB) jest jednym z gtownych zwigzkoéw bioaktywnych w herbacie Pu-erh,
ktory rozpuszcza si¢ w wodzie, ale nie rozpuszcza si¢ w octanie etylu, alkoholu n-butylowym

ani innych rozpuszczalnikach organicznych. Jest uwazany za determinant¢ koloru i smaku
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herbaty Pu-erh, ale takze za wazny parametr stluzgcy do oceny jako$¢ herbaty Pu-erh
(Lviin. 2013).

Opisane w literturze ilosci kwercetyny, kemferolu i mirycetyny sg zréznicowane, CO
najprawdopodobniej spowodowane moze by¢ réznicami w analizowanych probkach herbaty
oraz nietrwatosci analizowanych zwigzkow w trakcie przechowywania produktu (Ostadalova
i in. 2014). Flawony w herbacie Pu-erh wystepuja glownie jako glikozydy, glownie jako
kwercetyno-3-O-glukozyd i kwercetyna-3-O-rutynozyd. = Zawartos¢  glikozydow
flawonoidowych w omawianym rodzaju herbaty jest znacznie nizsza w porOwnaniu z wersja
Raw. Zidentyfikowano 1 potwierdzono réwniez obecnos$¢ luteoliny, wykazujacej silng
aktywnos$¢ biologiczng (Lv i in. 2013).

Mechanizmy zmian, zachodzace w trakcie fermentacji nie sg jeszcze doktadnie poznane,
poniewaz nalezaloby przeanalizowaé wplyw poszczegdlnych rodzajow grzybow obecnych

w tym procesie na wszystkie sktadniki herbaty, a nastepnie przeanalizowac ich koegzystencje.

3.2. Wplyw spozywania herbaty Pu-erh na organizm cztowieka

Pu-erh, podobnie jak inne herbaty, jest zrodlem polifenoli, alkaloidéw, biatek, wolnych
aminokwasow, weglowodandw, pigmentow, lipidow, mineratow, witamin 1 zwigzkow
aromatycznych. Wybor odpowiedniego rodzaju Pu-erh oraz jego jako$¢ determinuja sktad
naparu. Dodatkowo sposob parzenia herbaty réwniez wptywa na strukture sktadnikéw
bioaktywnych obecnych w przygotowanym napoju.

Badania in vitro i na zwierzgtach wykazaty, ze Raw (zielona), Vintage (dojrzata) i Ripe
(sztucznie postarzana) Pu-erh majg szereg dziatan ochronnych dla zdrowia cztowieka, w tym
miedzy innymi dziatanie przeciwdrobnoustrojowe (Chen, Liu i Chang 2010; Hu i in. 2010).
W 2011 roku przedstawiono wyniki badan, ktore wskazywaty na potencjalne wtasciwosci
lecznicze takze w kontekécie HBV (wirusowe zapalenie watroby typu B) (Pei i in. 2011).

Podobnie jak pozostale rodzaje herbaty, rowniez Pu-erh wykazuje dzialanie
przeciwutleniajgce. Herbata zostala poddana serii testow antyoksydacyjnych w réznych
modelach eksperymentalnych. Za kazdym razem naukowcy wykazywali, ze jej ekstrakty maja
silny wplyw ochronny na uszkodzenie oksydacyjne in vitro. Wykazano rowniez, ze glowne
zwigzki przeciwutleniajace, takie jak epikatechina, flawonoidy i kwas askorbinowy, wystepuja
w herbacie Pu-erh w zdecydowanie mniejszych iloSciach anizeli w innych herbatach. Uznano
wtedy, ze Pu-erh musi zawiera¢ w swoim sktadzie inne skladniki aktywne o silnych

wlasciwos$ciach przeciwutleniajgcych (Duh i in. 2004; Roda i in. 2019; Zhang i in. 2013b).
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Badania przeprowadzone na szczurach potwierdzily, ze spozywanie herbaty Pu-erh chroni
tkankg watroby (hepatocyt) przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (Duh i in. 2004; Duh
i in. 2010).

Z kolei Zhang i in. (2012) wykazali, ze podawanie myszom ekstraktu herbaty powoduje
spowolnienie immunosenescencji, poprawiajagc odpornos¢ i1 zmniejszajac poziom cytokin
prozapalnych. Zatem jej dlugotrwate picie moze by¢ korzystne dla osob starszych pod
wzgledem zwigkszenia odpornos$ci organizmu na infekcje i niektdre rodzaje nowotworow.

Liczne badania potwierdzajg réwniez dzialanie antymutagenne (stabsze niz w herbacie
zielonej, oolong i czarnej) i przeciwnowotworowe. Sktadniki aktywne nie tylko zapobiegaja
zmianom Ww materiale genetycznym, ale rdéwniez hamuja namnazanie komorek
nowotworowych i zapobiegaja ewentualnym przerzutom (Chen, Liu i Chang 2010;
Wu i in. 2007; Zhao i in. 2011a; Zhao i in. 2014). Zhao i in. (2011a) przedstawili w swojej
pracy mechanizm dzialania herbaty Pu-erh, ktory ttumaczy jej selektywnos$¢ w hamowaniu
komorek nowotworowych bez wptywu na komorki typu dzikiego?,

Yuiin. w 2014 roku stwierdzili, ze spozywanie herbaty Pu-erh wigze si¢ ze zmniejszonym
ryzykiem rozwoju chordb neurodegeneracyjnych. Wykazano, ze skladniki ekstraktu herbaty
Pu-erh oddziatuja z bialkami z rodziny FET® — odpowiedzialnymi za rozw¢j stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS). Ich ustalenia dowodzg, ze Pu-erh moze zapobiega¢ wystapieniu
tych biatek oraz hamowac ich agregacje — op6zniajac progres ALS. Nastgpnie Li i in. (2017)
przedstawili wyniki badan nad wptywem zwigzkow zawartych w herbacie Pu-erh na centralny
uklad nerwowy. Wykazali, Ze herbata ta znacznie hamuje aktywacje mMGIUR5®
(Jego rozregulowanie wigze si¢ z wieloma zaburzeniami mézgu) w poréwnaniu do herbat
czarnych i zielonych. Herbata Pu-erh chroni komorki nerwowe przed martwicg, wywotang
nadmiarem glutaminianu’. Dodatkowo w badaniach na szczurach z padaczka zmniejszona
zostata zawartos¢ wtornych przekaznikow. Wyniki te sugeruja, ze herbata Pu-erh jest
potencjalnym srodkiem neuroochronnym dziatajacym poprzez regulacje mGluRS.

Dodatkowo Liu i in. (2017) sugeruja, ze spozywanie herbaty Pu-erh znacznie tagodzi

niedobor estradiolu (badanie przeprowadzono na szczurach OVX). Konsumpcja tej herbaty

4 Zdrowa forma, standard, punkt odniesienia.

® Wiaza sie z RNA i przyczyniaja do kontroli transkrypcji, przeksztalcania RNA i reakcji informacyjnego RNA
zachodzacych w cytoplazmie wielokomoérkowych organizméw zwierzgcych. Biatka te moga réwniez wigza¢ DNA
(Schwartz, Cech i Parker 2015).

& Metabotropowy receptor glutaminianowy 5 (mGIuRS5) jest jednym z receptoréw glutaminianowych i stanowi cel
w badaniach nad potencjalnymi $rodkami neuroprotekcyjnymi.

" Glutaminian jest jednym z gltéwnych pobudzajacych neuroprzekaznikéw centralnego ukladu nerwowego i jest
niezbedny dla wielu kluczowych funkcji neuronalnych. Jednak jego nadmiar powoduje $mieré neurondow
1 uszkodzenie moézgu z powodu patologicznego procesu ekscytotoksycznosci.
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wplywa na homeostaze wapnia i fosforu, poprawia parametry biochemiczne krwi oraz ggstos¢
mineralng kosci. Kolejne prace Liu doprowadzity do wyznaczenia sktadnikow
odpowiedzialnych za wlasciwosci przeciw osteoporotyczne. Za najwazniejszy zwigzek,
wykazujacy takie dziatanie, uznano theabrownin (Liu i in. 2018).

Jednak do najbardziej znanych wiasciwosci prozdrowotnych herbaty Pu-erh nalezg te,
zwigzane bezposrednio ze zmianami poziomu cukru oraz thuszczow we krwi. Wyniki uzyskane
przez Cai i in. (2016), Du i in. (2012) oraz Huang i in. (2013) sugeruja, ze wodne ekstrakty
herbaty Pu-erh powodujg wyrazna supresje hiperglikemii popositkowej w modelu in vivo oraz
majg korzystny wplyw na homeostaze glukozy w cukrzycy typu 2 oraz poprawie
insulinowrazliwosci. Konsumpcja sktadnikéw zawartych w herbacie Pu-erh obniza poziom
lipidow, masg tkanki thuszczowej, lipazy lipoproteinowej u szczurdéw, ale zwigkszona przy tym
zostaje aktywnos$¢ lipolityczna indukowana adrenaling — o czym doniesiono juz w roku 1986.
Sano i in. (1986) stwierdzili, ze biologiczne dziatanie tej herbaty jest silniejsze niz zielonej,
poniewaz wyraznie obnizato poziom cholesterolu, triglicerydéw i LDL-u, a zwigkszato poziom
HDL w surowicy i watrobie. Od tego momentu pojawito si¢ wiele opracowan
(Chiang i in. 2006; Hou i in. 2009; Kuo i in. 2005; Yang i Koo 1997) potwierdzajacych te
wiasciwosci oraz thumaczacych mechanizmy, jakie zachodza w organizmie Zywym po spozyciu
naparu lub przyjeciu wyciaggu wodnego — zarowno w modelu stosowania normalnej diety, jak
i wysokotluszczowej. Pojawialy si¢ rowniez pojedyncze opracowania niepotwierdzajace
dziatania hipocholesterolemicznego herbaty Pu-erh. Oi i in. (2012) wykazali, ze zmniejszenie
ilosci tkanki tluszczowej oraz poziomu triglicerydow zachodzi na skutek zmniejszenia
aktywnosci lipazy trzustkowej. Z kolei Peng i in. (2013) przedstawili wyniki badan, w ktorych
za skuteczne regulowanie metabolizmu lipidow u zwierzat 1 obnizanie poziomu cholesterolu
catkowitego, frakcji o niskiej gestosci i triglicerydow w surowicy odpowiadaty theabrownin.

Naukowcy przez lata analizowali sktad i wiasciwosci herbaty Pu-erh. Wielokrotnie
w wynikach swoich badan podkreslali, ze herbata zawiera nieznane im sktadniki. W tym
miejscu nalezy wspomnie¢ jeszcze o 4 zwigzkach charakterystycznych dla tego produktu —
statynach, teadenolu, theabrownin oraz strictinin, ktore sa odpowiedzialne za niektore
z opisanych powyzej korzystynych wtasciwosci.

Ze wzgledu na wykorzystanie w produkcji herbaty Pu-erh drobnoustrojow, glownie
Aspergillus cristatus czy Aspergillus niger, oczekuje si¢, ze herbata ta bgdzie zawieraé
bioaktywne metabolity tych mikroorganizméw. Hwang (2003) przeprowadzil badania
jakosciowe, wykrywajac lowastyng. Kilka lat pozniej Yang i Hwang (2006) przeprowadzili

doktadng analiz¢ konwersji lowastyny, simwastatyny i prawastyny z form laktonowych do ich
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odpowiednich hydroksykwasow oraz sprawdzili ich zawarto$ci w herbacie Pu-erh. Wykazano,
ze ekstrakt wodny herbaty Pu-erh zawiera tylko lowastyne, ale za to w obydwu formach (forma
laktonu — 21,12 ng/g suchej masy, forma hydroksykwasu — 40,42 ng/g suchej masy). Zawartos$¢
statyn w herbacie tego rodzaju zalezy od dwoch czynnikéw: sktadu obecnych w trakcie
fermentacji drobnoustrojow oraz czasu trwania tego procesu (Jeng i in. 2007). Mimo iz ich ilo$¢
w naparze herbaty jest niewielka, to regularne ich przyjmowanie moze wspomoc leczenie lub
zmniejszy¢ ryzyko hiperlipidemii czy chordb uktadu sercowo-naczyniowego. Jest to jeden ze
sktadnikow aktywnych herbaty Pu-erh, dzigki ktéremu synteza cholesterolu zostaje
zmniejszona. Prowadzone sg badania pokazujace, iz statyny wykazujg szerszy zakres dziatania
w chorobach neurologicznych, reumatologicznych czy alergologicznych. Szczegolng uwage
zwraca si¢ obecnie na ich dziatanie przeciwzapalne i immunomodulujace (Climent i in. 2017).

Woulandari i in. (2011) wyizolowali i doktadnie opisali struktur¢ dwoch nowych zwigzkow
fenolowych, uzyskanych w wyniku fermentacji liSci krzewu herbacianego z udziatem
Aspergillus sp. Pierwszy z opisanych zwigzkow — teadenol A — jest metabolitem pochodzacym
z EGCG. Drugi z nich — teadenol B — jest metabolitem pochodzacym z GCG (Rys. 3.2).

teadenal A teadenol B

Rys 3.2 Struktura chemiczna teadenolu A i teadenolu B
Zrodto: Wulandari i in. 2011

Teadenol pobudza wydzielanie adiponektyny i hamuje ekspresj¢ biatkowej fosfatazy
tyrozynowej-1B (PTP1B). Adiponektyna, polipeptyd wysoce specyficzny dla tkanki
tluszczowej, ma wilasciwosci przeciwzapalne oraz przeciwmiazdzycowe 1 korzystnie wptywa
na metabolizm. Zmniejsza wzgledne ryzyko cukrzycy typu 2 i jest odwrotnie skorelowana
z trzewng tkankg ttuszczowa. PTP1B jest ujemnym regulatorem transdukcji sygnatu insuliny
i leptyny oraz nowym celem terapeutycznym dla cukrzycy typu 2, otylosci
i insulinowrazliwosci (Su i in. 2016). Wulandari i in. (2011) nie wykryli teadenolu
w komercyjnie wystepujacych produktach. Z kolei Su i in. (2016) podjeli si¢ oceny aktywnosci

teadenolu w herbatach komercyjnych oraz analizowali jego zmiany w trakcie fermentaciji.
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W dostepnym materiale zidentyfikowali teadenol A w zroznicowanych ilosciach —
od 0,17 mg/g do 8,15 mg/g. W roku 2017 Song, Miyazaki i Yoshida poréwnali zawarto$¢
teadenolu w dwoch komercyjnych herbatach Ripe Pu-erh (z surowca z Chin oraz z surowca
z Japonii), w ,,Yabamuki-nadeshiko” oraz herbacie przygotowanej wedlug wtasnej receptury.
Niestety w probach uzyskanych z chinskiego surowca nie wykryli analizowanych zwigzkow.
Obie frakcje byly za to obecne w pozostatych probach. Najmniej teadenolu oznaczono w Ripe
Pu-erh z japonskiego surowca (teadenol A — 0,20 pg/ml, teadeol B — 0,57 pg/ml), wigksze ilosci
byty w ,,Yabamuki-nadeshiko” (odpowiednio 3,10 pg/ml i 9,51 ug/ml). Najwiecej byto go
w wersji opracowanej przez zespot (odpowiednio 3,22 mg/ml 1 4,49 mg/ml) co pokazuje, ze
w wyniku tych badan ro$nie wiedza o warunkach i mechanizmach powstawania tego zwiazku,
a takze ze jest jeszcze miejsce na poprawe wydajnosci procesow produkcji tych zwigzkow,
wykorzystywanych w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym, zywno$ciowym
i paszowym.

Podczas procesu fermentacji herbaty, katechiny i ich galusowe pochodne sg utleniane do
fenolowych kompleksow barwnych, w tym teaflawin (TF) i tearubigin (TR). Teaflawiny
ulegaja dalszemu utlenianiu i tworzg bardziej spolimeryzowane tearubiginy, ktore sa nastgpnie
kondensowane do theabrownin (Huang i in. 2019). Tak wigc herbaty z najwigkszym
stopnieniem utlenienia zwiazkdw pierwotnych, beda charakteryzowaly si¢ mniejsza
zawartoscig katechin, a wigksza zwigzkéw wymienionych powyzej. Theabrownin po raz
pierwszy zostal wyizolowany z herbaty czarnej w 1957 roku. Zwigzek obecny w herbacie
Pu-erh jest bardzo do niego podobny. Zaréwno pod wzgledem budowy, jak i whasciwosci.
Z tego powodu zostal tak samo nazwany. Stanowi on brazowy pigment, ktory dobrze
rozpuszcza si¢ w wodzie, ale nie w rozpuszczalnikach organicznych. W herbacie czarnej jego
zawarto$¢ wynosi okolo 9% masy. W herbacie Pu-erh jest go wigcej, bo moze przekraczac¢
nawet 18% masy (Gong i in. 2010; Wu i in. 2019).

Theabrownin jest gtdéwnym barwnikiem herbaty Pu-erh i jednym z najwazniejszych
sktadnikow aktywnych. Potencjalny wplyw na zdrowie nadal jest przedmiotem badan,
poniewaz zwigzek ten nie zostal jeszcze do konca poznany. Potwierdzono, ze theabrownin
skutecznie obniza ci$nienie krwi i tagodzi objawy nadcis$nienia (rozszerza naczynia krwiono$ne
aorty) (Luo i in. 2019). Przyspiesza katabolizm lipidéw u szczuréw i moze wplywaé na
metabolizm glukozy. Ma znaczace dziatanie obnizajace stezenie lipidow we krwi: zmniejsza
poziom triglicerydow w surowicy, cholesterolu catkowitego (TC) i lipoprotein o niskiej
gestosci (LDL), réwnocze$nie podnoszac poziom lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL). Nie

mial znaczacego wptywu na metabolizm lipidéw we krwi u zdrowych szczuréw. Regularne
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przyjmowanie omawianego zwiazku moze skutecznie zapobiegac otytosci 1 insulinoopornosci
(badania przeprowadzone na modelu zwierzecym). W potaczeniu z lekkimi ¢wiczeniami
fizycznymi zapobiegat otylosci i tagodzit zespot metaboliczny u szczuréw (Gong i in. 2010;
Liu i in. 2016; Wu i in. 2019). Theabrownin z herbaty Pu-erh ostabia hipercholesterolemi¢
poprzez modulacje mikroflory jelit i metabolizm kwasow zotciowych (Huang i in. 2019). Jak
juz wczesniej wspomniano, znacznie tagodzi niedobor estradiolu, wptywa na homeostaze
wapnia i fosforu, poprawia parametry biochemiczne krwi oraz ggsto$¢ mineralng kosci
(Liuiin. 2017). Wykazuje rowniez dziatanie antynowotworowe i antymutagenne. Dane in vivo
potwierdzity wynik in vitro, ze theabrownin moze znaczgco hamowac wzrost raka ptuc u myszy
i indukowaé apoptoze guzdéw w sposob zalezny od dawki. Obiecujace wyniki uzyskano
w przypadku leczenia raka pluc, a takze kostniakomigsaka. Badania przeprowadzone na
zwierzetach wykazaly, ze zwiazek ten znaczaco hamuje wzrost guza i wykazuje przy tym
silniejsze dziatanie niz chemioterapia (Jin i in. 2018; Zhou i in. 2017).

Strictinin zidentyfikowano juz w roku 1983 w zielonej herbacie. Zwigzek ten nalezy do
grupy elagotanin i jest taning hydrolizujaca. Wystepuje w roéznych herbatach jako
mniejszosciowy zwiazek fenolowy. Jednak w herbacie Raw Pu-erh, uzyskiwanej z lisci 1 pgkow
z dzikich drzew, to strictinin a nie katechiny stanowia wigkszosciowy zwiazek fenolowy. Juz
sam surowiec (z dzikich drzew) zawiera zdecydowanie wigksze jego ilo$ci w porOwnaniu z tym
pozyskanym z uprawianych krzewow (Chen i in. 2018; Hsieh i in. 2016). Zhou, Yang i Liu
(2004) wykazali, ze strictinin stosowany samodzielnie lub w potaczeniu z a-tokoferolem jest
skutecznym przeciwutleniaczem mogacym zapobiega¢ peroksydacji lipidéw. Jego dzialanie
jest jednak uzaleznione od §rodowiska reakcji. Saha i in. (2010) opublikowali wyniki swoich
badan, w ktéorych omawiany zwigzek fenolowy wykazywal dziatanie przeciwwirusowe.
Wedlug autorow strictinin zapobiega replikacji wirusa grypy typu A u ludzi, kaczek i $win
w badaniach in vitro. Wykazuje rowniez dziatanie przeciwwirusowe na wirusa grypy typu B
oraz wirusa grypy rzekomej typu 1. Wykazuje rowniez wilasciwosci przeciwbakteryjne
(Hsieh i in. 2016). Potwierdzono te wilasciwos¢ w stosunku do Propionibacterium acnes
i Staphylococcus epidermidis. Dziatanie to byto skuteczniejsze niz 10 antybiotykow najczesciej
stosowanych w zakazeniach bakteryjnych. Autorzy wykazali rowniez, Ze regularne podawanie
strictinin ma dziatanie przeczyszczajace, ale nie zwigzane z przyspieszonym oproznianiem
zotadka a z przyspieszeniem tranzytu jelitowego. W najnowszym opracowaniu Chen i in.
(2018) wykazali, ze strictinin ma dziatanie hamujace dziatanie lipazy trzustkowej in vitro.
Ponadto w badaniu dlugoterminowym wykazano, ze obniza ona poziom triglicerydow,

cholesterolu 1 glukozy we krwi oraz akumulacje tluszczu u myszy karmionych dieta
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wysokottuszczowg. To dzigki temu sktadnikowi herbata Pu-erh moze wykazywaé dziatanie
wspomagajace w leczeniu otytosci. Prawdopodobnie wynika to z zapobiegania wchtanianiu
thuszczu z diety przez hamowanie lipazy trzustkowej. Wydaje si¢ wigc, ze strictinin moze
stanowic¢ tagodny i naturalny zamiennik dla orlistatu (lek stosowany w leczeniu otytosci), ktory
wykazuje wiele negatywnych efektow.

Analizujac doniesienia naukowe o nowych sktadnikach herbaty lub ich wtasciwosciach,
nalezy pamieta¢, ze w samym naparze sktadniki aktywne wystepuja w niewielkich ilo$ciach.
Aby uzyska¢ pozytywny wplyw na organizm, nalezy codziennie w dtuzszej perspektywie czasu

spozywac herbate dobrej jakosci 1 przygotowang w odpowiedni sposob.
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4. Autentycznos$é i potrzeba identyfikacji herbaty Pu-erh

Uwaza si¢, ze zmiana jakos$ci herbaty Pu-erh z wiekiem jest cechg wyr6zniajaca jg na tle
innych rodzajéw herbat. Jednak nie jest to jedyna jej wtasciwos¢, dzigki ktorej szybko zyskata
uznanie i popularnos¢.

Pierwsza niezwykly jej cecha jest smak. Jedno z chinskich powiedzen gtlosi, ze ,kiedy
pokochasz Pu-erh, nie bedziesz pit zadnej innej herbaty”. Jednak dla przeci¢tnych
konsumentow pierwszy napar Pu-erh moze okaza¢ si¢ nieprzyjemnym. Surowy Pu-erh, mimo
iz jest zielong herbata, to jest bardzo mocny i wyrazisty W smaku, nieco zblizony do japonskich
herbat zielonych. Z kolei wersja sztucznie postarzana moze posiada¢ nieakceptowalny przez
wiekszo$¢ osob smak ,,ziemisty”, ,,splesniaty” czy tez ,rybny”. Czesto wystarczy znalez¢é
odpowiedni dla siebie sposdb parzenia oraz sprobowac herbaty z réznych fabryk, réznych
regionéw, aby odnalez¢ ta odpowiednia. Po czasie mozna si¢ przyzwyczai¢ do specyficznych
aromatow herbaty Pu-erh i odkry¢ inne walory smakowe. Mozna to porowna¢ do degustowania
wina lub mocniejszych alkoholi jak whisky. Chinskie stowo stosowane do opisania idealnego
smaku surowej herbaty Pu-erh to ,huigan”, oznaczajace utrzymujaca si¢ stodycz po
poczatkowej goryczy lub cierpkosci. Z kolei dobra sztucznie postarzana herbata Pu-erh
popularnie opisywana jest jako ,,ciepta” lub ,,gtadka”. W licznych opisach herbat oferowanych
na sprzedaz pojawiajg si¢ kwiatowe, ziolowe, a nawet owocowe aromaty, jak na przyktad:
orchidei, kamfory, lotosu czy glozyny pospolite;j.

Druga niezwykla cechg herbaty Pu-erh jest jej warto$§¢ zdrowotna — ceniona od tysigcy lat.
W rozdziale 3.1 przedstawiono wyniki badan potwierdzajace jej wplyw na utrat¢ masy ciata,
poprawg trawienia, obnizenie wysokiego cisnienia krwi i ochrong¢ przed r6znymi chorobami.

Trzecig szeroko promowang cecha herbaty Pu-erh jest jej warto$¢ kulturowa. Szczeg6lnie
glosno podkreslane sg dwa aspekty: powigzanie z Ancient Tea Horse Road oraz sktadanie jej
w hotdzie cesarzowi. Na uwage zasluguje rowniez tradycja prasowania, pochodzaca z czasow
dynastii Tang 1 Song (od VII do XIII wieku). W okresie gwattownie rosnacej popularnosci
uwazano, ze picie herbaty Pu-erh stanowito nowa modg i styl zycia.

Ostatnig 1 kluczowa cechg herbaty Pu-erh byla jej warto$¢ finansowa. Herbate Pu-erh
zaczeto wykorzystywac jako pewne narzedzie inwestycyjne. Okoto 2003 roku handlarze
herbaty zaczeli opiera¢ funkcjonowanie swoich przedsiebiorstw na transakcjach z udziatem
przede wszystkim herbaty Pu-erh, a rzadziej zielonej czy oolong. Herbata zielona lub oolong
traci swoja warto$¢, jesli nie zostanie sprzedana w odpowiednim czasie — bez wzgledu na jej

poczatkowg wartos¢. Z herbatg Pu-erh jest wrecz odwrotnie — im starsza, tym bardziej zyskuje
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na wartosci. Niektore egzemplarze na aukcjach uzyskiwaty bardzo wysokie ceny. W rezultacie
coraz wigcej 0sob zaczelo zajmowaé si¢ poszukiwaniem miodych egzemplarzy Pu-erh,
a nastgpnie jej przechowywaniem (Zhang 2014).

Z opisanych powyzej powodow herbata Pu-erh stata si¢ niezwykle popularna w pierwszych
latach XXI wieku. Wiceprezes Stowarzyszenia Herbaty prowincji Yunnan podat, ze wielkos$¢
produkcji herbaty Pu-erh w latach 70. XX wieku wynosita zaledwie jeden do dwoch tysigey
ton na rok. Wedtug informacji przekazanych w lipcu 2007 roku produkcja omawianej herbaty
osiggneta w roku 2006 poziom 80 tys. ton, o0 28 tys. wigcej niz w roku poprzednim. W latach
2005-2006 wielkosc¢ produkcji herbaty Pu-erh wzrosta z 45% do 58% (w odniesieniu do tgczne;j
produkcji herbat w prowincji Yunnan). Zmianie ulegl wzor konsumpcji i produkcji herbaty

w prowincji Yunnan, a takze w innych, pobliskich jednostkach terytorialnych (Zhang 2014).

4.1. Rynek herbaty Pu-erh

Ze wzgledu na rézne odmiany herbaty Pu-erh jej rynek rowniez jest podzielony. Chinczycy
nie maja w zwyczaju spozywaé wersji Ripe, ktora zostata stworzona na potrzeby krajow
europejskich i amerykanskich. Dlatego niemal cata produkcja tej Pu-erh przeznaczona jest na
eksport. Rynek rodzimy zdominowany jest przez Raw i Vintage Raw Pu-erh, poniewaz
tradycyjnie spozywa si¢ tam herbaty zielone oraz naturalnie dojrzewajace.

Wedlug danych zaprezentowanych w oparciu o europejskg nomenklaturg, w Polsce oraz
pozostalej czgsci Europy najczesciej spozywa sie herbatg czarng. Jednak od kilku lat jej udziat
w rynku maleje na rzecz innych rodzajéw herbat — przede wszystkim herbaty zielonej.
Statystyki, dotyczace spozycia herbaty obejmujg zazwyczaj podzial na trzy grupy: herbate
czarng, herbatg zielong i inne. Do ostatniej z nich nalezg pozostate 4 rodzaje herbat, w tym
Pu-erh. Niestety w tej grupie czgsto sg uwzglgdniane rowniez herbatki. Udziat w rynku herbat
z grupy ,inne” jest niewielki w poréwnaniu z herbata czarng i zielong (CBI 2016;
http://portalspozywczy.pl/napoje/wiadomosci/rynek-kawy-w-polsce-wart-5-3-mld-zl-a-
herbaty-2-mld-zl,140293.html).

Mimo iz prognozy sugeruja w najblizszych latach spadek wielkosci spozycia herbaty
czarnej na rzecz innych rodzajow herbaty, to jej produkcja w Chinach bedzie stale rosnac.
Wedtug Organizacji Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa wzrost ten
bedzie wynika¢ ze wzrostu produkcji herbat z grupy ,,dark”, w ktorej najwigkszy udzial ma

herbata Pu-erh (FAO 2018).
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W przypadku Pu-erh najwyzszej jakosci preferowana metodg sprzedazy byly oraz nadal sg
aukcje, na ktorych niektore egzemplarze tej herbaty osiggaly niesamowicie wysokie ceny. Na
poczatku XX wieku dochodzito do licznych dziatan, majacych na celu sztuczne windowanie
cen tej herbaty. Proceder ten rozwinat si¢ na ogromng skale. Jednym z jego efektow byta
sprzedaz w listopadzie 2002 r. na Miedzynarodowych Targach w Guangzhou 100 graméow
trzyletniej herbaty Pu-erh za 168 tys. juanoéw (94 tys. zt, CNY=0,56 z}). Nast¢pnie w roku 2004
podczas chinskiego Nowego Roku trzy gramy rzadkiego Pu-erh z dynastii Qing zostaly
sprzedane na aukcji za 12 tys. juanow (6 720 zt, CNY=0,56 zt). To 4 tys. juandéw za gram, czyli
trzydzieSci dwa razy wiecej niz cena zlota w tym czasie. Na uwage zastuguje rowniez wynik,
jaki uzyskano w maju 2007 r. na wystawie Shenzhen Tea. Wysokiej klasy ciastko Swiezej
Pu-erh ,Jingxiu Chazu” (499 gramow) zostato sprzedane na aukcji za 400 tys. juanow
(224 tys. zt, CNY=0,56 zl), co byto jak dotad najwyzszym wynikiem aukcyjnym $§wiezej
herbaty Pu-erh (https://teasenz.com/chinese-tea/2007-pu-erh-tea-market-crash-boom-bust-
crisis-recession.html; Zhang 2014).

Niespotykana sytuacja rynkowa przyniosta wysokie zyski handlowcom. Wiele osob
(rowniez spoza Chin) postanowito zainwestowa¢ w herbate Pu-erh i wykorzysta¢ ja jako
instrument finansowy, sluzacy do zabezpieczenia i pomnazania swojego majatku. W 2006 i na
poczatku 2007 roku wielu indywidualnych inwestoréw zainwestowato w rynek herbaty.
Widzac rosnace zapotrzebowanie na Pu-erh, sukcesywnie przybywato osob, zajmujacych si¢
jej produkcja. Efekty najbardziej zauwazalne byly w 2007 roku, gdy na rynku zaczely pojawiad
si¢ coraz wigksze ilosci tej herbaty — nie zawsze dobrej jakosci. W skupach oraz na aukcjach
nie prowadzono kontroli jako$ci, pozwalajacej na identyfikacje pochodzenia oraz wieku
oferowanych herbat. Dlatego zaistniata sytuacja byla okazjg do wprowadzania na rynek
produktéw o nazwie ,herbata Pu-erh” o watpliwym pochodzeniu. Przez pogorszenie jako$ci
oferowanych produktow, ich ceny zaczgly powoli spada¢, co wywotalo panike wsrod
inwestorow. Pojawity si¢ obawy, ze sytuacja rynkowa moze si¢ zacza¢ zmienia¢ 1 aby unikng¢
duzych strat, wielu inwestorow zaczeto pozbywac si¢ swoich zasobow herbaty. Spekulanci
zdazyli sprzedaé swoje zapasy, co dodatkowo spotegowato spadek wartosci Pu-erh. Gdy banka
spekulacyjna pekta, rynek si¢ zatamat, a wiele os6b zbankrutowato. W kwietniu 2007 roku
w dostownie 3 dni ceny gwaltownie spadaly (https://hojotea.com/indexe.html;
https://teasenz.com/chinese-tea/2007-pu-erh-tea-market-crash-boom-bust-crisis-
recession.html; Zhang 2014).

Sytuacja na rynku herbaty ustabilizowata si¢ w roku 2010. Herbata Pu-erh nadal pozostaje

popularng inwestycja, ale zjawisko to nie wystepuje juz na tak olbrzymig skale. W Azji nadal
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funkcjonuja aukcje herbat, na ktorych zawsze najwigksze zainteresowanie wzbudzajg herbaty
Pu-erh  (https://theedgemarkets.com/article/tea-alternative-investment-part-1).  Najwiecej
aukcji odbywa si¢ w Chinach, najcze$ciej majg one charakter cykliczny. Waznym miejscem
handlu herbatg Pu-erh jest Hong Kong, ktory miat duzy udziat w promowaniu tradycyjnego
Pu-erh, wyprodukowanego z surowca z gor herbacianych.

Po ustabilizowaniu si¢ rynku, licytacje herbaty Pu-erh ponownie przyciagaja wielu
uczestnikow. Jednak obecno$¢ mistrzow herbaty, ktorzy odpowiedzialni sa za kontrole
wprowadzanych produktow, powoduje, ze nie dochodzi juz do sztucznego windowania cen.
Szczegolne zainteresowanie handlowcy kierujg w strone najlepiej rokujagcych mtodych Raw
Pu-erh, a takze Vintage Raw Pu-erh, uzyskanych z surowca o wyjatkowym pochodzeniu,
wytworzonych przez uznanych mistrzoéw herbaty oraz przechowywanych w statych i pewnych
warunkach. 26 listopada 2018 r. na aukcji w Hongkongu prasowang Pu-erh (14 954 g)
z poznych lat 80. sprzedano za kwote pieciu miliondw siedmiuset pigédziesieciu tysiecy
dolarow HK (2 875 000 zt, HKD=0,50 zt). Licytacja Pu-erh z Yang Pin Hao (318 g) zakonczyta
si¢ 2 milionami osiemdziesigcioma o$mioma tysigcami dolarow HK (1044 000 zi,
HKD=0,50 zt) (http://teasommelier.be/aged-puerh-reached-a-record-high-price-in-hong-kong-
autumn-auction). Z kolei stuletnia Nan Piao Shong Ping Pu-erh (ok. 2 491 g) sprzedano
ostatecznie za 13 328 000 HK (6 664 000 zt, HKD=0,50 zt). Nowy rekord zostat ustanowiony
29 maja 2019 roku, gdy na aukcji Tokyo Chuo Hong Kong sprzedano najdrozsza herbate
Pu-erh w historii — 1920 Zi Piao Fu Yuan Chang Hao (2236 g) — za cen¢ 26 320 000 HK
(13160 000 zt, HKD=0,50 z) (https://flavourful.co/blog/the-most-expensive-pu-erh-tea-in-
history).

4.2. Regulacje prawne dotyczace herbaty Pu-erh

Bardzo dtugo nie zdefiniowano pojecia herbaty Pu-erh, co umozliwito pojawienie si¢ na
rynku ogromnych iloéci herbaty nazywanej Pu-erh o niepotwierdzonym pochodzeniu. Przed
wzrostem popytu na herbate Pu-erh istniaty regulacje, dotyczace standardow jakos$ci, a nie
definicji. Pierwszy standard jakos$ci zostal uchwalony przez rzad krajowy okoto 1955 roku, za$
drugi przez wtadze prowincji Yunnan w roku 1979.

Na poczatku XXI wieku do przetworstwa w prowincji Yunnan trafiaty duze ilo$ci surowca
z Syczuan, Guangxi i Guangdong. Wyprodukowana z tego surowca herbata nie odpowiadata
ustanowionemu standardowi, gdyz otrzymano ja z matych lisci. W pracach nad definicja

herbaty Pu-erh wspomniano o dostepnosci surowca o duzych liSciach z innych obszarow.
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Jednak znawcy tej herbaty stwierdzili, ze jakos$¢ tego rodzaju surowca jest ksztaltowana przez
unikalne naturalne warunki panujace tylko i wylacznie w prowincji Yunnan. Mistrzowie
herbaty przyznali, ze herbata z Laosu, Wietnamu czy Birmy ma wiele cech wspolnych z herbatg
z Yunnan i ze przy zastosowaniu prawidtowych technik produkcji mozna ja przeksztatci¢
w herbate Pu-erh, ktérg trudno bytoby odrdzni¢ od chinskiej. Jednak w tym miejscu odwotuja
si¢ do watku historycznego przypominajac, ze herbata ta wzigta swoja nazwe od prefektury
Pu’er, zlokalizowanej w prowincji Yunnan (Zhang 2014).

26 stycznia 2003 roku wydano pierwszy lokalny standard dla herbaty Pu-erh DB53/103-
2003, ktéry wdrozono 1 marca 2003 roku. Zostat on zaproponowany przez Stowarzyszenie
Herbaty Yunnan, pod jurysdykcja Biura Jako$ci i Nadzoru Technicznego Yunnan. Norma
definiowala herbat¢ Pu-erh jako: wytwarzang z duzych lisci krzewu herbacianego, ktore zostaty
wysuszone na sloncu; z surowca pochodzacego z prowincji Yunnan; wystgpujacg w postaci
sypkiej lub prasowanej; o brazowo-czerwonej barwie, z jasnym i ciemnoczerwonym naparem;
o fagodnym smaku, z wyrazng stodycza po nucie goryczy; smakiem zmieniajacym si¢ z biegiem
czasu; li§¢émi po zaparzeniu barwy brazowoczerwonej  (http://std.samr.gov.cn;
https://www.puercn.com/puerchazs/peczs/125495.html; Zhang 2014).

Nastegpnie 16 kwietnia 2004 roku Ministerstwo Rolnictwa Chinskiej Republiki Ludowej
oglosito wprowadzenie Normy Przemyshu Rolniczego (wdrozona 1 czerwca 2004 roku)
NY/T779-2004, ktora do wezesniejszego standardu wprowadzata nastgpujace pojecia: herbata
sypana Pu-erh, herbata prasowana Pu-erh, torebki herbaty Pu-erh oraz dojrzewanie, ktore
uwzglednialo  proces  naturalnego  dojrzewania  oraz  sztucznego  postarzania
(http://std.samr.gov.cn; https://www.puercn.com/puerchazs/peczs/125495.html).

W przeciwienstwie do naukowego trybu klasyfikacji, opartego na technice produkcji,
rzadowe regulacje skupiaty si¢ bardziej na pochodzeniu herbaty. Podejscie to bylo wyrazZniej
zaznaczone w aktualizacji (DB53/103-2006), wydanej 1 lipca 2006 roku (wdrozonej 1 lipca
2007 roku) przez Biuro Jakosci i Nadzoru Technicznego Prowincji Yunnan, w ktorej herbata
Pu-erh zostala okreslona jako: produkt z oznaczeniem geograficznym prowincji Yunnan;
wytwarzana z duzych liSci herbaty, ktore zostaly wysuszone na sloficu; wytwarzana na
pewnych terenach prowincji Yunann, ktore posiadaja warunki odpowiednie dla produkcji tej
herbaty; po przeprowadzeniu specjalnego procesu produkcyjnego, herbata rozwija swoje
unikalne cechy; dzieli si¢ na Pu-erh Sheng cha (surowa i dojrzata surowa) oraz Pu-erh Shu cha
(sztucznie postarzana).

Wedhug ekspertéw akademickich zajmujacych sie herbata definicja powinna opierac si¢ na

technice produkcji. Oznacza to, ze rodzaj procesu produkcyjnego ksztattuje rodzaj herbaty.
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Zgodnie z ta zasadg produkt mozna nazwac herbatg Pu-erh, o ile jest uzyskiwana zgodnie ze
schematem produkcyjnym herbaty Pu-erh, niezaleznie od pochodzenia surowca
(http://std.samr.gov.cn; Zhang 2014). Wytyczne ogloszone w 2006 roku, zawieraly wykaz 639
miast (zlokalizowanych w 11 prefekturach prowincji Yunnan), ktore po spelnieniu
podstawowych wymagan, mogty swoje produkty nazywac herbatg Pu-erh. Zakazywaly one
rowniez wprowadzania po 30 czerwca 2009 roku na rynek herbaty Pu-erh bez oznaczen
geograficznych. Prowincja Guangdong, drugi duzy owczesny producent tak zwanej herbaty
Pu-erh, zostala pozbawiona w ten sposob prawa do produkcji i sprzedazy herbaty Pu-erh.
Niektorzy naukowcy wstawili si¢ za wladzami prowincji Guangdong, uwazajac, ze to wlasnie
na tych terenach jako pierwszych rozpoczeto produkcje herbaty Pu-erh. Poza tym w latach 50.
prowadzono tam prace nad rozwojem technologii  sztucznego  postarzania
(http://chinadaily.com.cn/bizchina/2009-06/15/content_8286028.html; Lv i in. 2013).

Obecnie obowigzujaca, wdrozona 21 grudnia 2008 roku, norma krajowa GB/T22111-2008
,Produkty z oznaczeniem geograficznym — Krajowe standardy herbaty Pu'er” na nowo
definiuje herbat¢ Pu-erh jako produkt o unikalnym oznaczeniu geograficznym w prowincji
Yunnan, w ktoérej jako surowiec wykorzystuje si¢ suszong na sloncu zielong herbatg
wielkolistng spetniajaca warunki §rodowiskowe obszaru produkcji herbaty Pu'er, produkowang
zgodnie z okreslong technologia przetwarzania. Jest to herbata o wyjatkowych cechach
jakosciowych, ktora dzieli si¢ na dwa rodzaje: Raw Pu'er i Ripe Pu'er (http://std.samr.gov.cn;
http://www.puertea8.com/puerchazhishi/puerchajichu/1834.html).

Do tej pory nie ma jednej, wspolnej nazwy dla ciemnej herbaty produkowanej w prowincji
Guangdong. Produkty z tego regionu nazywane s3 od miast lub wsi, w ktorych zostaty
wyprodukowane. Pozostale prowincje ujednolicily system nazewnictwa swoich produktow.
Ciemna herbata z prowincji Hunan nazywana jest Fu-zhuan, z Hubei — Qing-zhuan, z Sichuan

— Bian-xiao, a z Guangxi — Liu-bao (Lv i in. 2013).

4.3. Autentycznos$¢ herbaty Pu-erh

Produkt autentyczny to taki, ktory spelnia wymagania standardu i jest zgodny
z oryginalem. Autentyczno$¢ rozumiana jako ,tradycyjno$¢” to zgodno$¢ produktu ze
standardem zakodowanym w umysle, np. zapamictanym z dziecinstwa (Smiechowska 2014).
Kazde odstepstwo od tego standardu powoduje, ze produkt jest nieautentyczny. Jednym
z elementéw, powodujacych ze produkt nie moze zosta¢ uznany za autentyczny, jest jego

zafalszowanie. Moze ono polega¢ na modyfikacjach skladu lub wtasciwosci, o czym
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konsument nie zostat poinformowany oraz na wszelkich dziataniach, ktore maja na celu ukrycie
rzeczywistego sktadu produktu i nadania mu wygladu, $wiadczacego o odpowiedniej jakosci.
Brakiem autentyczno$ci jest takze zamieszczenie na opakowaniu nieprawdziwych danych
(o sktadzie czy pochodzeniu produktu) oraz nieprawidlowe oznakowanie produktu.
Szczegdlnym rodzajem falszowania sg produkty podrobione, czyli takie, ktdre swoim
wygladem przypominajg produkty oryginalne, ale pod wzglgdem sktadu, wiasciwosci lub
wykorzystania r6znig si¢ od nich. Rynek produktéw podrabianych stale si¢ rozwija. Przyczyna
tego zjawiska jest che¢ zwigckszenia zyskOw poprzez obnizenie kosztow produkcji
1 zwigkszenie atrakcyjnosci cenowej produktu. Rzadziej fatszowanie ma na celu ukrycie niskiej
jakosci produktu lub btedéw w procesie produkcyjnym (Smiechowska 2013).

Pojecie autentycznej Pu-erh miato poczatkowo odniesienie do tradycyjnej wersji, znanej
obecnie jako Vintage Raw. Po wprowadzeniu metody produkcji wo-dui przez niemal 30 lat
wersja Ripe nie byta uznawana przez Chinczykow za herbat¢ Pu-erh. Poza krajami azjatyckimi
to wlasnie sztucznie postarzana wersja byta dostepna, przez co konsumenci na catym $wiecie
znali tylko te herbate i ja chcieli nabywac. Potrzeby rynku mialy znaczacy wptyw na zmiany
w regulacjach rzadowych, przez co kolejne definicje i wymagania byty tak konstruowane, aby
rOwniez surowiec przetworzony za pomocg metody WoO-dui, mogt by¢ nazywany herbatg
Pu-erh. Po uznaniu nowej wersji, gdy ceny herbaty Pu-erh wzrosty do nicoczekiwanych
poziomdw, liczne gospodarstwa nastawily si¢ na produkcje duzych ilosci tej herbaty.
Wigkszo$¢ surowca byla wykorzystywana do produkcji herbaty Pu-erh, powodujac gwattowny
spadek produkcji herbaty czarnej (wg europejskiej nomenklatury) oraz niektorych rodzajow
zielonej. Mimo iz liScie herbaty z Fujian, Sichuan lub z sagsiedniego Wietnamu i Birmy nie sa
uznawane za odpowiednie do wytwarzania Pu-erh, byty wykorzystywane do produkcji ,,herbaty
Pu-erh”. Tak rozpoczat si¢ konflikt migdzy prowincjami o prawo do produkcji ,,oryginalnej”
Pu-erh. W 2005 r. Yunnan Tea Business Association publicznie oskarzyto Guangdong
o sprzedaz duzej ilosci sfalszowanej herbaty Pu-erh (http://chinadaily.com.cn/bizchina/2009-
06/15/content_8286028.html).

Zagadnienie autentycznos$ci herbaty Pu-erh nie jest ostatecznie takie proste, mimo iz
ustanowiono standardy, jakie musi spetnia¢ produkt oraz ustanowiono jego definicj¢. Przeglad
literatury przedmiotu prowadzi do jednoznacznego stwierdzenia, iz wersja Raw jest produktem
tradycyjnym, tak samo jak Vintage Raw. Z kolei wersji Ripe nie mozna uzna¢ za taki produkt,
poniewaz jej proces produkcji jest niezgodny z przyjetym w prowincji Yunnan standardem.

W takim przypadku mozna uznaé, ze wersje tradycyjne tego wyrobu sa jedynymi
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autentycznymi. Jednak z drugiej strony, uwzgledniajgc obowigzujgca definicje, kazdy
z przedstawionych rodzajow nalezatoby uznac za produkt zgodny z wymaganiami.

Informacje na opakowaniach powszechnie dostgpnej na §wiatowym rynku herbaty Pu-erh
sg zgodne z obowigzujacg definicjg oraz europejska nomenklaturg. Zawierajag bowiem zwroty
,herbata czerwona” oraz ,herbata Pu-erh”. Niektorzy naukowcy oraz mistrzowie herbaty —
zwlaszcza azjatyccy — nie zgadzaja si¢ z takimi zapisami uznajac, iz oba te zwroty stanowig
naduzycie oraz wprowadzaja konsumenta w btad. Przede wszystkim herbata ta jest produktem
chinskim, tak wi¢c powinno si¢ uzywaé chinskiego podzialu, a nie europejskiego, ktory
ogranicza si¢ jedynie do 3 gatunkow herbaty (czarna, czerwona, zielona). Dodatkowo uzywajac
sformutowania ,,herbata Pu-erh”, producenci powinni okresli¢ jej rodzaj: czy jest to wersja Raw
czy Ripe. Wowczas konsument otrzymywalby rzetelne informacje o produkcie. Takie proste
rozwiazanie mogtoby zalagodzi¢ spor w kwestii powstatej definicji.

Biorac pod uwagg niejednoznaczno$ci w badaniu autentycznosci herbat Pu-erh oraz
specyficzny, przede wszystki dtugotrwatly proces produkcji wersji oryginalnych, a tym samym
ich wysokie ceny, na rynku pojawia si¢ wiele produktoéw zafatszowanych, niezgodnie z prawem
nazywanych herbatami Pu-erh. Do typowych sposobéw falszowania herbaty Pu-erh zalicza sig:
- mieszanie tanszego surowca z drozszym i informowanie jedynie o surowcu lepszej jakosci,

- podawanie nieprawdziwych informacji o pochodzeniu produktu,
- zawyzanie wieku herbaty,
- podawanie nieprawdziwych informacji o rodzaju herbaty.

Producenci i dystrybutorzy, prowadzacy nieetyczne dziatania oferuja do sprzedazy produkt
niskiej jako$ci lub nawet taki, ktory nie powinien by¢ wprowadzony na rynek — ze wzgledu na
wady w nim wystepujace. Mimo to taki produkt trafia na rynek europejski, poniewaz
konsumenci oraz sprzedawcy nie posiadaja wiedzy o produkcie odpowiedniej jakosci. Krajowe
opracowania naukowe (Michalak-Majewska 2013a; Piskuta i Astel 2017), zawierajace
informacje o smaku czy zapachu herbaty Pu-erh, podaja takie okreslenia jak: ziemisty czy
plesniowy. Dla znawcdw tego rodzaju herbaty sg to oczywiste wady powstate na skutek Zle
przeprowadzonego procesu fermentacji, suszenia lub w trakcie transportu. Takie przypadki
spotykane sag w stacjonarnych sklepach, gdzie herbata Pu-erh dostepna jest w torebkach lub
w formie liSciastej w bardzo niskiej cenie. Na opakowaniach produktéw dostepnych
w stacjonarnych sklepach, nie zamieszcza si¢ informacji o rodzaju tego produktu, wieku,
pochodzeniu surowca czy czasie lezakowania, przez co nie mozna go wlasciwie
zidentyfikowaé. Brak informacji o pochodzeniu produktu jest klasycznym przyktadem jego

zafalszowania.
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Herbaty w prasowanej formie pakowane sg w bardzo cienki papier, na ktérym znajdujg si¢
podstawowe informacje o produkcie oraz oznaczenia fabryki. Wigcej danych umieszczanych
jest na bilecikach wprasowywanych w tzw. ,.ciastko”. Przyklad wprasowanego bilecika
zaprezentowano na rysunku 4.1. Bileciki zostaly wprowadzone w 1976 roku do identyfikacji
herbat z 3 najwigkszych wowczas fabryk (Kunming, Menghai i Xiaguan Tea Factory). Obecnie
jest to juz standard i kazda prasowana Pu-erh musi posiada¢ taki bilecik wprasowany
W tzw. ,,ciastko”. Na nim znajduja si¢ informacje o miejscu produkcji, stosowanej recepturze
i surowcu. Nie jest natomiast wymagana data produkcji (https://www.teachat.com/
viewtopic.php?f=20&t=12141).

Rys. 4.1 Wyglad wprasowanego bilecika

Zrodto: zdjecie autorki pracy

Trudno jest znalez¢ informacje o znanych przypadkach falszowania herbaty Pu-erh
w ostatnich latach. Nie oznacza to jednak, ze nie maja one miejsca. Dane o takich incydentach
sporadycznie pojawiaja si¢ w lokalnych mediach. Traktowane sg jako brak honoru, za ktory
wszyscy czesciowo odpowiadaja, dlatego organizatorzy aukcji nie chcag ujawnia¢ doktadnych
informacji o takich zdarzeniach. Jedno z wigkszych oszustw na rynku herbaty Pu-erh, ktére
miato miejsce po zatamaniu si¢ rynku, dotyczyto wigkszej ilosci herbaty rzekomo pochodzace;j
z czasOW dynastii Qing (1644-1912). Nie udato si¢ ustali¢ kiedy incydent miat miejsce i na
czym doktadnie polegal. Wiadomo, ze oszustow udato si¢ po jakim$ czasie zidentyfikowac

1 0sadzi¢, a poszkodowanymi byli mieszkancy Chin oraz Stanéw Zjednoczonych.

4.4. Metody identyfikacji herbaty Pu-erh

Wymienione powyzej metody falszowania herbaty Pu-erh stosowane byty bardzo czgsto

przed zatamaniem si¢ rynku. Aktualnie rynek jest juz stabilny i nie cechuje go taka zmienno$§¢
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jak przed 2007 rokiem. Przed aukcja kazda herbata jest sprawdzana przez mistrza herbaty.
Potwierdzenie informacji przekazywanych przez wlasciciela herbaty odbywa si¢ na podstawie
oceny opakowania, wygladu samego ciastka, a nastgpnie oceny sensorycznej przygotowanego
naparu. Swieza surowa Pu-erh bardzo tatwo jest odrozni¢ wizualnie od wersji sztucznie
postarzanej. Ta pierwsza ma zielong barwe, a druga — ciemnobragzowa. Réznice te stopniowo
si¢ zmniejszaja, poniewaz wersja surowa z wiekiem si¢ zmienia i ciemnieje. Jednak
doswiadczeni mistrzowie herbaty nadal bez pomocy testow czy laboratoridw potrafig odréznic¢
te dwa rodzaje produktu — nawet bardzo wickowe. Znane sg im proste testy, rdznicujgce
omawiane rodzaje. Wersja sztucznie postarzana bedzie mie¢ nizsze pH niz wersja naturalnie
dojrzewajaca, ktorej pH powinno wynosi¢ od 5,5 do 6,0. Obraz pod mikroskopem réwniez
pokazuje réznice. Wersja Ripe ze wzgledu na gwaltowna fermentacj¢ mikrobiologiczng bedzie
miata zniszczong strukture komorek (poszarpane krawedzie). Na dodatek bedzie zawierad
wiecej kwasu galusowego niz wersja naturalnie dojrzewajaca.

Mentalno$¢ Chinczykow powoduje, ze staraja si¢ oni unika¢ nieetycznych i1 ryzykownych
dziatan. Dlatego herbaty przeznaczone na aukcje nie podlegaja szczegblowym badaniom
laboratoryjnym. W krajach azjatyckich za wprowadzenie do sprzedazy niezafalszowanych
herbat Pu-erh odpowiedzialni sg mistrzowie herbaty, stad wielu producentéw, handlowcow
i kupcow herbaty Pu-erh nie widzi potrzeby przeprowadzania czasochtonnych i czgsto bardzo
drogich analiz laboratoryjnych. Ich zdaniem analiza sensoryczna wykonywana przez
profesjonaliste jest wystarczajgca, wigc nie ma potrzeby poszukiwania nowych metod
identyfikacji poszczego6lnych rodzajow. Problem pojawa si¢ w przypadku herbaty bardzo
wiekowej, gdy istotna jest doktadna data jej produkcji lub gdy kwestiag sporng bedzie
pochodzenie surowca (np. okreslenie konkretnej gory herbacianej). Mistrzowie herbaty nie
okreslaja precyzyjnie wieku herbaty lub regionu upraw surowca. Na podstawie wieloletniego
doswiadczenia potrafig je jedynie oszacowaé 1 tym samym potwierdzi¢ lub nie deklaracje
producenta/wtasciciela produktu. Okreslenie pochodzenia surowca i wieku herbaty stanowi
wyzwanie dla naukowcow, poniewaz — tak jak wspomniano we wczesniejszej czesci pracy —
na koncowg jako$¢ herbaty Pu-erh sktada si¢ wiele czynnikow i nie ma jednego wzorca, do
ktérego mozna by si¢ odnies¢.

W celu pozyskania lub potwierdzenia bardziej szczegétowych informacji o produkcie
wykorzystuje si¢ metabolomikg, ktora jest stosunkowo nowa, ale preznie rozwijajacg si¢
dziedzing nauki. Opiera si¢ ona na analizie zwigzkow o malej masie czasteczkowej
(do 1,5 kDa) w badanym materiale. Analiza przeprowadzana jest z wykorzystaniem

zaawansowanych narzedzi, sluzacych do obserwacji jakoSciowych oraz ilosciowych zmian
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zwigzkow chemicznych. W podej$ciu metabolomicznym wyrdznia si¢ analize ukierunkowang
oraz profilowa. Pierwsza z nich polega na identyfikacji konkretnych grup zwigzkéw,
swiadczacych o zaj$ciu pewnych procesOw w analizowanym materiale. Na koncu takiej analizy
uzyskuje si¢ jakosciowy opis badanego materiatu. Z kolei analiza profilowa ma na celu
uzyskanie ogdlnego profilu zwigzkow, obecnych w probce, bez konieczno$ci ich identyfikacji.
Takie podej$cie pozwala na wytypowanie w analizowanym materiale o okres§lonej jakosci jego
biomarkerow. Wszechstronno$¢ podejscia metabolomicznego polega na mozliwosci analizy
metabolitow obecnych w komoérkach ludzi, zwierzat, grzybow, bakterii i roslin. Dzieki czemu
ma szerokie zastosowanie w badaniach medycznych oraz szeroko rozumianej jakosci zywnosci
(Stowikowska i in. 2016; Kopczynska i in. 2019).

W analizie produktow rolnych i spozywczych metabolomika wykorzystywana jest przede
wszystkim do badania bezpieczenstwa, jakosci, okreslania wpltywu proceséw technologicznych
na jako$¢ wytwarzanej zywnosci oraz sprawdzania jej autentycznosci (Jawien 2012). W tym
celu okreslane sg tak zwane ,,food fingerprints”, ktore mozna zdefiniowa¢ jako molekularne
markery, ktore reprezentuja charakterystyczny stan zywnosci lub warunek, umozliwiajacy
skuteczniejszg dyskryminacje produktu. Do badan tego typu najczgsciej wykorzystywane sa
bardzo precyzyjne narzgdzia jak: chromatografia sprze¢zona ze spektrometrig mas, jadrowy
rezonans magnetyczny, spektroskopia Ramana, spektrofluorymetria, analiza izotopow
stabilnych i DNA (Medina i in. 2019). Szczegblne zainteresowanie naukowcow dotyczy tych
znacznikéw, ktore umozliwiajg okreslenie kraju pochodzenia produktu, wieku produktu lub
odmiany wykorzystanego surowca, co ma istotne znaczenie w przypadku takich produktow jak
oliwa, wino, alkohole wysokoprocentowe, kawa, herbata, zywno$¢ genetycznie modyfikowana,
ekologiczna czy z nadanymi oznaczeniami geograficznymi (np. produkty regionalne)
(Kopczynska i in. 2019).

Tak jak w przypadku innych produktow, rowniez dla herbaty mozliwe jest okreslenie
pochodzenia surowca, jego odmiany, a nawet okresu zbioru. Zhao, Yu i Li (2017)
przeanalizowali 3 rodzaje surowca, pochodzace z 3 lokalizacji w Chinach 1 zebranych
w 3 porach zbiorow pod katem zawartosci sktadnikow mineralnych. Naukowcy wykazali, Zze
zawarto$¢ magnezu, niklu, rubidu, strontu, kadmu, cezu, baru i otowiu w lisciach zalezata od
polozenia geograficznego upraw. Zawartos¢ miedzi, glinu i uranu byla powigzana z odmiang
surowca. Z kolei stezenie sodu, wanadu, arsenu, selenu i cyny informowato o okresie zbiorow
surowca. Gal, Colquhoun 1 Defernez (2004) porownali 191 herbat zielonych zréznicowanych
pod katem jakosci oraz kraju pochodzenia. Do analizy widm uzyskanych za pomoca

spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego wykorzystali analiz¢ glownych
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sktadowych oraz hierarchiczng analize skupien. Niestety tak skonstruowane narzedzie nie byto
skuteczne w okresleniu pochodzenia produktow oraz ich jakosci. Uzyskano jedynie dane,
pozwalajace na rozrdznienie herbat z Chin i innych krajéw oraz odroznienie herbaty Longjing
od innych rodzajéw — za pomoca réznicy w zawartosci kwasow thuszczowych, sacharozy,
teogaliny, teobrominy i mio-inozytolu. Natomiast Lin i in. (2013) wykorzystujagc metode
mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej w potaczeniu z chromatografig gazowa i spektrometria
mas lotnych zwigzkéw, skutecznie rozroznili 5 odmian herbat oolong. Analiza profili
aromatycznych (18 zwigzkéw) z wykorzystaniem odpowiednich narzgdzi chemometrycznych
(analiza gtownych sktadowych, analiza skupien, liniowa analiza dyskryminacyjna) pozwolita
skonstruowac skuteczny model dyskryminacji r6znorodnos$ci herbat oolong.

Przeprowadzono rdéwniez liczne proby opracowania narzgdzi, ktore skutecznie
identyfikowalyby rézne rodzaje herbaty oraz ich pochodzenie. Budinova i in. (1998) poréwnali
3 rodzaje herbaty (zielona, czarna i oolong) réznego pochodzenia z zastosowaniem
spektroskopii w zakresie $redniej podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR).
Przeprowadzona liniowa analiza dyskryminacyjna uzyskanych wynikow wykazata, ze metoda
ta stanowi skuteczne narzedzie do identyfikacji kraju pochodzenia produktu i to pomimo
znacznej niejednorodnos$ci analizowanych prob. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, iz analizie
poddano zaledwie 12 prob, z czego tylko jedna pochodzita z Afryki (Kenia), a pozostate
z krajow Agzjatyckich (Sri Lanka, Chiny, Indie, Japonia, Jawa, Tajwan). Z kolei
Moreda-Pineiro, Fisher i Hill (2003) przeprowadzili analize wigkszej ilosci tych samych
rodzajow herbat (z krajow azjatyckich — 36 prob, z krajow afrykanskich — 18 prob), ale
poroéwnali je pod katem zawarto$ci kilkunastu wybranych metali $ladowych. Analiza
laboratoryjna obejmowata pomiary z wykorzystaniem spektrometrii mas sprz¢zonej z plazma
wzbudzang indukcyjnie oraz atomowej spektrometrii emisyjnej z wzbudzeniem plazmowym.
Mimo nadal ograniczonej ilosci prob autorzy wykazali, Zze mozliwe jest roznicowanie oraz
klasyfikacja probek z Azji 1 Afryki za pomocg profili metali z wykorzystaniem
wielowymiarowych technik chemometrycznych (analiza glownych skladowych, analiza
skupien, liniowa analiza dyskryminacyjna). Mozliwa jest rowniez klasyfikacja herbat wedtug
krajow pochodzenia, jednak do potwierdzenia tej tezy potrzebne sg dalsze badania na wigkszej
ilosci prob. Mu i in. (2018) przedstawili zastosowanie mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej
zwiazkow lotnych z enancjoselektywng chromatografie gazowa ze spektrometrig mas. Analiza
rozktadu enancjomerow chiralnych 15 sktadnikéw lotnych surowca oraz 4 rodzajow herbaty
(biata, zielona, oolong, czarna) z réznych regionéw Chin byta $cisle skorelowana z odmiang

herbaty i jej pochodzeniem geograficznym.
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Zaprezentowane powyzej wybrane metody stanowig skuteczne narzedzie w rozrdéznianiu
rodzajéw herbaty oraz ich pochodzenia. Jednak kazdy rodzaj herbaty ma swoj
charakterystyczny element w procesie wytwarzania, polegajacy na wykorzystaniu nieco
odmiennego surowca lub wyjgtkowym etapie produkcyjnym. Dodatkowo sktad samego
surowca rozni si¢ w zaleznosci od jego pochodzenia. Dlatego wydaje si¢, ze latwiej jest
skonstruowa¢ narzedzie rdéznicujagce na przyktad herbate czarng, zielong i oolong, niz
identyfikowaé r6zne odmiany tego samego rodzaju herbaty. O ile w przypadku herbaty Pu-erh
wersje Raw 1 Ripe zaraz po zakonczeniu procesu produkcyjnego sa zupetnie odmienne i tatwo
jest je rozrdznié, to juz oszacowanie wieku Vintage Raw oraz odréznienie Vintage Raw od
dobrej jakosci Ripe Pu-erh wydaje si¢ trudniejszym zadaniem. Dodatkowo w przypadku
produktu regionalnego, nie wystepuje tak duze zréznicowanie w pochodzeniu surowca.

Pomimo tych trudno$ci naukowcy opracowali juz kilka narzegdzi, ktore pozwalaja na
identyfikacj¢ herbat Pu-erh — z r6zng skutecznoscig. Cao i in. (2018) podj¢li si¢ poréwnania
profili zwigzkéw lotnych 6 ciemnych herbat (w tym Pu-erh). Oznaczenie i identyfikacje
zwigzkOow przeprowadzono za pomocg chromatografii gazowej ze spektrometrig mas.
Zidentyfikowano tacznie 98 zwiazkéw, w tym: aldehydy, alkohole, ketony, metoksyfenole,
areny, kwasy, estry i alkeny. Analizy uzyskanych wynikow dokonano z wykorzystaniem
analizy gtoéwnych skladowych, analizy dyskryminacyjnej metoda czgsciowych najmniejszych
kwadratow oraz ortogonalnej analizy dyskryminacyjnej metoda czgsciowych najmniejszych
kwadratow. Wieloczynnikowa analiza statystyczna wykazata, ze herbaty z prowincji Yunnan
1 Guangxi mozna sklasyfikowac jako jeden typ, a pozostale 4 herbaty jako drugi. Osiem sposrod
oznaczonych zwigzkow najliczniej wystgpowalo w herbacie Pu-erh. Autorzy potwierdzili, ze
zwiagzki metoksyfenolowe stanowig markery tego rodzaju herbaty. Réznice w sktadzie
zwigzkow lotnych sa zwigzane przede wszystkim z przebiegiem procesu produkcyjnego,
a zwlaszcza skladem grzybow (ze szczegdlnym uwzglednieniem grzybdéw dominujacych),
uczestniczacych w etapie fermentacji. Przedmiotem badan Lv i in. (2014) bylo siedem prob
,Dayl” Pu-erh, charakteryzujacych si¢ mieszanym surowcem, pozyskanych z rdznych
lokalizacji. Trzy ciemne herbaty z prowincji Sichuan stanowily proby kontrolne.
Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej potaczona z chromatografig cieczowg i detekcja mas
sktadnikow aromatycznych wykazata, Ze analizowane herbaty wyrdznial znaczacy udziat
zwiazkow metoksyfenolowych (ponad 20%) w grupie zwigzkow aromatycznych w porownaniu
z probag kontrolng. Najwickszy udzial miat 1,2,3- trimetoksybenzen (17,16%). Opracowany
chromatograficzny ,,0dcisk palca” (profil zwigzkéw aromatycznych) w potaczeniu z analizg

chemometryczng moze by¢ wykorzystywany do identyfikacji i kontroli jakosci ,,Dayi” Pu-erh.
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Autorzy uwazaja, ze opracowane przez nich narzedzie mozna z powodzeniem zastosowac
réwniez dla innych rodzajow herbat. Nieco odmienng formg herbaty zajeli sie¢
Wang i in. (2016). Wykorzystali oni bowiem wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa do
analizy zawarto$ci wybranych 10 sktadnikoéw w herbacie instant Pu-erh wybranego producenta.
Uzyskane wyniki poddali analizie statystycznej, obejmujacej hierarchiczng analize skupien,
analize glownych sktadowych oraz analiz¢ dyskryminacyjng. Opracowany przez autorow
model wykazuje potencjat w ocenie rodzaju tej herbaty i jej pochodzenia, a takze w kontroli
spojnosci jakosci produktu w obrebie firmy. Lv i in. (2015) stosujac mikroekstrakcje do fazy
stacjonarnej polaczong z chromatografia gazows, detekcja mas oraz statystyka
wielowymiarowg skonstruowali nowatorski model stuzacy do identyfikacji i oceny jakos$ci Raw
Pu-erh. Analizie poddano 12 préb Pu-erh z réznych zaktadow oraz 6 zielonych herbat,
pochodzacych z innych prowincji Chin. Przeprowadzona analiza skupien i analiza gtéwnych
sktadowych wykazaly, ze mozna wyraznie odrozni¢ herbaty Raw Pu-erh od innych zielonych
na podstawie ich sktadu. Tak skonstruowane narzedzie moze by¢ z powodzeniem stosowane
do identyfikacji oraz oceny spdjnosci zielonych Pu-erh. Autorzy uwazali, ze takie podejscie
moze mie¢ réwniez zastosowanie W przypadku innych zielonych herbat. Ku i in. (2010)
podeszli bardziej kompleksowo do oczekiwan strony zainteresowanej badaniami tego typu,
poniewaz wykorzystali metabolomike do analizy rodzajéw herbat Pu-erh oraz zmian w sktadzie
produktu w zaleznosci od czasu jego lezakowania. Analiza podstawowych sktadnikéw
wykazata dwa duze skupiska na wykresie punktowym analizy glownych sktadowych — Raw
i Ripe Pu-erh. Surowe Pu-erh zawieraly wigksze ilosci zwigzkow o charakterze
przeciwutleniajagcym i w rezultacie wykazywaly wyzszg aktywnos¢ przeciwutleniajaca (metoda
TEAC, DPPH, FRAP) niz wersja sztucznie postarzana. Dodatkowo charakteryzowaty sie
znacznie silniejszym dziataniem hamujacym produkcje tlenku azotu oraz dzialaniem
ochronnym wobec komorek (pod wptywem dziatania H202). Autorzy wykazali istotng
korelacje miedzy sktadem herbaty Raw Pu-erh a czasem jej lezakowania. Z kazdym rokiem
malata ilo$¢ galusanu epigalokatechiny, epigalokatechiny, galusanu epikatechiny 1 kwasu
chinowego, a wzrastata — kwasu galusowego. Takiego zwigzku nie odnotowano w przypadku
wersji Ripe. Badania te wykazuja, iz podejscie metabolomiczne moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywane do analizy typu herbaty Pu-erh oraz jej wieku. Z kolei Wu i in. (2016) podje¢li
si¢ problemu tak samo trudnego, jak istotnego dla znawcow tego rodzaju herbaty, czyli
precyzyjnego okreslenia pochodzenia produktu. Autorzy za cel postawili sobie opracowania
narzedzi umozliwiajacych rozroznienie pochodzenia surowych Pu-erh. Do analizy

wykorzystali po 10 Raw Pu-erh, pochodzacych z gor Jingmai i Wuliang (dystrykt Pu-erh).
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Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej potaczona z chromatografia cieczowa i1 detekcja
pozwolily na identyfikacje 63 substancji lotnych, wsrdd ktorych alkohole i weglowodory
stanowily gtowne sktadniki aromatu analizowanych herbat. Zawartos$ci niektorych alkoholi
terpenowych oraz ketonéw wykazywaty istotne réznice w zalezno$ci od pochodzenia produktu.
Zarowno analiza gtownych sktadowych, jak i analiza skupien pozwolily na skuteczne
rozroznienie surowych Pu-erh pochodzacych z réznych gor herbacianych. Ten rodzaj herbat
bedzie charakteryzowac si¢ sktadem chemicznym, niewiele réznigcym si¢ od samego surowca.
Z tego wzgledu metoda ta powinna rowniez mie¢ zastosowanie w innych rodzajach herbat mato
przetworzonych. Po fermenetacji herbaty zmianie ulega sktad frakcji lotnej. Jednak to Wang
i1in. (2018b) wykonali niezwykle istotne i trudne badania. Mimo iz cel ich badan pokrywat si¢
z celem wielu zespotow naukowych — jakim jest identyfikacja rodzaju Pu-erh oraz jego
pochodzenie — to wyrdznit ich material wykorzystany do badan. Zespot pozyskat surowe
herbaty z Bingdao (okolice miasta Lincang) wytworzone z surowca z drzew w wieku 100-300
lat, przetworzone, sprasowane i przechowywane w naturalnych warunkach przez okres od 1 do
10 lat. Przedmiotem badan byly zaré6wno Raw, jak i Ripe Pu-erh, pochodzace z innych
zakladow. Proby byly dodatkowo zrdznicowane miejscem pozyskania surowca (12 gor
herbacianych). Do profilowania metabolitéw rozpuszczalnych w wodzie autorzy wykorzystali
spektrometri¢ mas o wysokiej rozdzielczosci oraz spektrometrig¢ bliskiej podczerwieni (NIR)
w potaczeniu z analiza chemometryczng (analiza gldéwnych sktadowych, regresja czastkowych
najmniejszych kwadratow, hierarchiczna analiza skupien, dyskryminacyjna metoda
czgSciowych najmniejszych kwadratow). Uzyskane dane postuzyly do opracowania modeli
roéznicujacych rodzaje herbaty 1 prognozujacych czas ich przechowywania. Zidentyfikowano
38 zwigzkow, dzigki ktorym mozna oszacowac wiek herbaty oraz 19 zwigzkow, dzigki ktorym
mozna odrézni¢ wersje surowg od sztucznie postarzanej. Analiza skupien wykazata zaleznos¢
sktadu chemicznego (31 zwiazkow) przygotowanych naparéw od lokalizacji miejsca zbioru
surowca. Taka konstrukcja doswiadczenia pokazata, iz mozliwe jest opracowanie narzedzi
skutecznie rozrdzniajacych rodzaje herbat Pu-erh, pochodzenie surowca (z doktadnoscig do gor
herbacianych), a takze pozwalajacych na szacowanie wieku produktu. Niestety model
opracowany dla herbat z Bingdao moze nie by¢ skuteczny dla herbat z innych lokalizacji oraz
starszych niz te analizowane. Dlatego dobrze by byto sprawdzi¢ jego skuteczno$¢ na innym
materiale badanym - najlepiej tak samo zréznicowanym, jak przeanalizowany przez

wspomnianych autorow.
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Prace nad odpowiednig metoda identyfikacji herbat Pu-erh nadal trwajg, poniewaz zadna
z powyzej zaprezentowanych nie uzyskata aprobaty producentoéw, sprzedawcoOw oraz mistrzow
herbaty. Zadna z nich nie nosi znamion prostej, szybkiej czy taniej.
Dokonujac analizy literatury, wydaje si¢, ze narz¢dziem speiniajagcym podane kryteria moze
by¢ spektroskopia fluorescencyjna, ktora jest juz z powodzeniem wykorzystywana w analizie
jakosci zywnosci. Dostgpnych jest kilka opracowan naukowych, traktujacych o mozliwosci
wykorzystania tego rodzaju spektroskopii w analizie jakosci herbaty, jednak zaledwie jedna
dotyczy herbaty Pu-erh (Yamazaki i in. 2013).

e Zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej

Wykorzystanie spektrofluorymetrii do analizy jako$ci produktéw spozywczych znaczaco
wzrosto w ciggu ostatnich kilkunastu lat. Stato si¢ tak dzigki niewatpliwym zaletom tej metody,
do ktorych zalicza si¢: szybko$¢ wykonania pomiaru, czuto$¢ uktadu, niskie koszty wykonania
pomiaru oraz brak zmian w strukturze analizowanej proby. Dodatkowo unika sie¢
czasochtonnego przygotowania probek, a do przeprowadzenia pomiaru nie stosuje si¢ lub
stosuje w niewielkich ilo$ciach odczynniki chemiczne. W polaczeniu z metodami
chemometrycznymi spektroskopia fluorescencyjna stanowi skuteczne narzedzie do kontroli
jakosci produktow spozywczych, kontroli zmian zachodzacych podczas przetwarzania
1 przechowywania zywno$ci oraz badania jej autentycznos$ci (Kim i Park, 2010; Dankowska
2016).

Spektrofluorymetria opiera si¢ na zdolnosci emisji §wiatta przez fluorofory, czyli zwigzki,
ktore pochlaniaja energi¢ w postaci Swiatlta o okreslonej dtugosci fali i wypromieniowuja
energic w postaci emitowanego $wiatta o wigkszej dtugoéci fali. Zywno$é zawiera szerokg
game naturalnie wystepujacych zwigzkow fluorescencyjnych, do ktérych naleza miedzy
innymi: alkaloidy, aminokwasy aromatyczne, kumaryny, chlorofile, kolagen, flawonoidy,
kwasy nukleinowe, porfiryny, mykotoksyny, witaminy i kofaktory. Produkty spozywcze
zawierajg zazwyczaj kilka zwigzkoéw fluoryzujacych. Sktadaja si¢ one na charakterystyczny
obraz, ktéry zmienia si¢ wraz ze zmianami zachodzacymi w produkcie. Stgzenie fluoroforu
zalezy od pochodzenia botanicznego i1 geograficznego surowca/produktu, zastosowanego
procesu technologicznego, warunkow przechowywania, a takze S$wiezosci produktu
(Dankowska 2016; Sikorska 2012).

Sygnat fluorescencyjny pochodzacy od analizowanej probki zalezy od jej wiasciwosci
fizycznych 1 chemicznych. Tak wigc wplyw na niego majg obecne zwiazki fluoryzujace, ich

stezenie, a takze reakcje migdzyczasteczkowe, ktore moga konkurowac z fluorescencja
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1 bezposrednio wplywac na wydajnos¢ kwantowa, czas zycia 1 widmo emisji. Kazdy fluorofor
ma charakterystyczng dlugo$¢ fal emisji i wzbudzenia, przy ktorych wykazuje maksymalng
fluorescencje¢. Na sygnat fluorescencji, poza czynnikami zwigzanymi z naturg probki, bedzie
mie¢ wptyw rowniez srodowisko molekularne fluoroforow, w ktérym moze dochodzi¢ do
rozproszenia lub wygaszania promieniowania. Dodatkowo fluorofory sg wrazliwe na zmiany
srodowiska. Profil widmowy fluorescencji moze si¢ zmieni¢, w zaleznosci od temperatury,
ci$nienia, lepkosci, polarnosci, pH czy potencjalu jonowego. Z tego wzgledu nalezy zapewnic
stale warunki podczas pomiaru. W zwigzku z powyzszym wiasciwosci fluorescencyjne
wybranego zwigzku wystgpujacego w naturalnej matrycy mogg by¢ inne od obserwowanych
w uktadzie modelowym (Tomin 2010; Sikorska, 2012; Dankowska 2016; Kumar, Tarai
i Mischra, 2017).

Do analizy produktow, zawierajacych kilka zwigzkow fluoryzujacych, wykorzystuje sie
najczesciej nastepujace techniki:

e Spektroskopia fluorescencji macierzy wzbudzenia i emisji (EEMF): intensywno$¢ emisji
jest przedstawiana jako funkcja dwoch zmiennych: dlugosci fali promieniowania
wzbudzajacego 1 emitowanego. Wyniki pomiardw przedstawia si¢ w tréjwymiarowym
uktadzie wspotrzednych lub w postaci map konturowych;

e Synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna (SFS): intensywnos$¢ fluorescencji jest
przedstawiana jako funkcja jednocze$nie zmieniajacych si¢ dlugosci fal promieniowania
wzbudzajacego 1 emitowanego. Przy czym zmiany odbywaja si¢ najczesciej przy
zachowaniu statej réznicy miedzy tymi dlugo$ciami. W przypadku takiego sposobu
pomiaru zmniejszeniu ulega szeroko$¢ spektralna pasma;

e (Calkowita synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna (TSFS): intensywnos¢
fluorescencji uzyskuje si¢ przez potaczenie funkcji dlugosci fali wzbudzenia 1 réznicy
miedzy dlugoscia fali wzbudzenia i emisji. TSFS jest zasadniczo zbiorem SFS
uzyskanych jako funkcja rosngcego przesunigcia dtugosci fali (Kumar, Tarai 1 Mischra,
2017; Sikorska 2012).

Do oceny produktu jakim jest herbata, spektrofluorymetria byta skutecznie
wykorzystywana do analizy jako$ciowej 1 iloSciowej skladnikdw oraz charakterystyki
przemian, zachodzacych mi¢dzy wybranymi zwigzkami. Shaniin. (2017) oraz Shaniin. (2018)
zastosowali pomiar synchronicznych widm fluorescencyjnych sprzgzonych z metodami
chemometrycznymi do opracowania optymalnego modelu pomiaru zawartosci oraz
whasciwoéci flawonoidéw w herbacie zielonej. Oksiiz i in. (2019) wykorzystali metode

fluorymetryczng do szybkiego oznaczenia sladowych zawartosci arsenu (I11 1 V), a Gonzales
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11n. (2020) zaproponowali nowg metodg ilo§ciowego oznaczania ochratoksyny A. Z kolei Tan,
Li i Yang (2020) opracowali nowa metod¢ wykrywania kwasu galusowego, oparta na
uaktywnianiu $wiatla fluorescencyjnego. Podjeto rowniez proby wykorzystanie fluorescencji
rentgenowskiej catkowitego odbicia (TXRF) do analizy herbat. Dalipi i in. (2018) zastosowali
ja do analizy suszow oraz naparéw herbat czarnych, zielonych i oolong pod katem zawartosci
13 pierwiastkow (K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Ba, Pb) oraz skutecznos$ci ich
ekstrakcji do naparu. W potaczeniu z analizg gtéwnych sktadowych (PCA) stanowita skuteczne
narzedzie do oceny bezpieczenstwa i kontroli jakosci analizowanych produktéw. Natomiast
Margui i Voutchkov (2018) ocenili mozliwosci analityczne TXRF do wielopierwiastkowej
analizy napar6w herbat czarnych oraz herbatek ziolowych, zréznicowanych pod katem czasu
parzenia, temperatury oraz rodzaju wody, wykorzystanej do ich przygotowania. Coraz czgsciej
do analizy jako$ciowo-ilo$ciowej naukowcy wykorzystuja chromatografie cieczowa potaczong
z bardzo czutym detektorem fluorescencyjnym. Dzigki takiemu potaczeniu Zhang i in. (2013a)
dokonali jednoczesnego wykrycia aminokwasdw, zawierajacych selen i ich analogi siarkowe,
Kazan i in. (2019) — 8 wybranych aminokwasoéw w r6znych rodzajach herbaty, a Yu i in. (2018)
w potaczeniu z technikg ISD-D (degradacji-derywatyzacji in situ) wykorzystali te narzgdzia do
jednoczesnego wykrywania siedmiu pestycydoéw zawierajacych tioestry fosforoorganiczne.

Fluorescencja postuzyta réwniez do wyjasnienia oddzialywan polifenoli herbacianych na
albuminy w surowicy (Bose 2016) oraz do wyjasnienia mechanizmu hamowania aktywno$ci
tyrozyny przez wybrane polifenole (Tang i in. 2018). Bilge i Ozdemir (2020) wykorzystali
synchroniczng spektroskopi¢ fluorescencyjng potaczong z metodami chemometrycznymi do
monitorowania zmian aktywnos$ci przeciwutleniajacej 1 catkowitej zawartosci zwigzkow
fenolowych w réznych rodzajach herbaty w zaleznos$ci od temperatury i czasu parzenia. Proces
wygaszania fluorescencji postuzyl do lepszego zrozumienia mechanizmow zachodzacych
migdzy polifenolami herbaty a §winskg amylazg trzustkowa (Sun, Gidley i Warren, 2017).

Hu 1 Yin (2017) oraz Casale 1 in. (2018) wykorzystali spektroskopi¢ fluorescencyjng
macierzy wzbudzenia-emisji (EEM) w polaczeniu z technikami chemometrycznymi
(wieloliniowa analiza glownych sktadowych (M-PCA), self-weighted alternating trilinear
decomposition (SWATLD), wieloliniowa analiza dyskryminacyjna metoda czastkowych
najmniejszych kwadratow (N-PLS-DA) oraz rownolegla analiza czynnikowa PARAFAC) do
skutecznego odrdznienia odmiany 1 gatunku analizowanych herbat zielonych oraz identyfikacji
ich pochodzenia (Chiny, Japonia). Li i in. (2019) zaproponowali wykorzystanie obrazowania
hiperspektralnego fluorescencji (FHSI) w celu identyfikacji klasy jakosci herbaty Tieguanyin.
W potaczeniu z algorytmami Variable Iterative Space Shrinkage Approach (VISSA) i Artificial
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Bee Colony (ABC) oraz maszyng wektorow no$nych (SVM) uzyskano najlepsza precyzje
w klasyfikacji jakosci tego produktu. Ze wzgledu na liczne zalety metod fluorescencyjnych,
podjeto rowniez prace nad redukcjg rozmiaru oraz kosztow uktadu pomiarowego. W tym celu
jako $wiatlo wzbudzenia wykorzystywano diody elektroluminescencyjne (LED).
Dong i in. (2014) do zbierania fluorescencji zastosowali Swiattowod wielomodowy, a analizg
widm przeprowadzili z wykorzystaniem analizy gldownych sktadowych (PCA), co umozliwito
klasyfikacj¢ 4 rodzajow herbat zielonych oraz 2 herbat czarnych. Z kolei Lin i in. (2019)
sprzezyli wielokanatowy system fluorescencji indukowanej za pomocg diod z konwolucyjng
siecia neuronowa. Dzigki takim rozwigzaniom uzyskano mate, kompaktowe, bardziej
ekonomiczne (w pordwnaniu z tradycyjnymi), a jednocze$nie doktadne i szybkie systemy
stuzace do klasyfikacji roznych rodzajow herbat.

Dankowska 1 Kowalewski (2019) sprawdzili potencjat wybranych metod
spektroskopowych (UV-Vis, synchronicznej fluorescencji, NIR) do klasyfikacji herbat,
zréznicowanych pod katem procesu produkcyjnego. W celu zmniejszenia wielowymiarowosci
danych zastosowano analiz¢ gldownych sktadowych. W celu klasyfikacji herbat wykorzystano
liniowa analize dyskryminacyjng (LDA), kwadratowa analiz¢ dyskryminacyjng (QDA),
regularyzowang analiz¢ dyskryminacyjng (RDA) oraz maszyne wektorow wsparcia (SVM).
Poszczegodlne rodzaje herbat (czarna, zielona, biala, z6tta, oolong, ciemna) charakteryzowaty
si¢ roznymi widmami uzyskanymi dla poszczegdlnych metod, ale dopiero polaczenie tych

metod dalo wyniki, pozwalajace osiagna¢ najmniejsze bledy w klasyfikacji herbat.
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5. Cel, zalozenia i hipotezy badawcze

Herbata Pu-erh obecna jest na polskim rynku juz od kilkudziesigciu lat, a mimo to wiedza
o niej wérdd krajowych konsumentow jest powierzchowna. Kupujacy, dokonujac wyboru
produktu, kieruja si¢ przede wszystkim informacjami zamieszczonymi na etykiecie lub
bezposrednio na opakowaniu produktu. Te informacje nie zawsze sg doktadne co wynika
przede wszystkim z braku odpowiedniej wiedzy o herbacie Pu-erh. Jako przyklad moze
postuzy¢ nazywanie tego produktu herbata czerwona. Ze wzgledu na brak propagowania
rzetelnych i aktualnych informacji o herbacie Pu-erh, polscy konsumenci nie mogg $wiadomie
wybiera¢ rodzaju herbaty Pu-erh oraz nie mogg wcielac si¢ w role prosumentow, wptywajacych
na jako$¢ produktu importowanego do Polski.

Na rodzimym rynku asortyment herbat Pu-erh to przede wszystkim herbaty
aromatyzowane. Wynika to gtownie z braku akceptacji przez konsumentéw specyficznego
smaku herbaty Pu-erh, okreslanego jako ,,ziemisty” lub ,,rybny”. Dla koneserow tego rodzaju
herbaty sg to oczywiste wady produktu, wynikajace z braku dbalo$ci o przebieg procesu
produkcyjnego. Jednak ze wzgledu na potrzebg zaspokojenia $wiatowego popytu na ten
produkt, zmieniono wymagania produkcyjne (inny surowiec, nowa technologia produkcji,
produkcja na masowg skal¢) a takze samg definicje herbaty Pu-erh.

Chociaz istnieje wiele badan dotyczacych sktadu chemicznego herbat zielonych i czarnych,
to sktad chemiczny herbaty Pu-erh nie zostal jeszcze do konca poznany. Liczne badania
naukowe, dotyczace tego produktu, nie daly jednoznacznych odpowiedzi na wszystkie pytania
naukowcow. W zwigzku z tym $rodowisko naukowe, zajmujace si¢ herbata Pu-erh, wyznaczyto
kilka kierunkdw badan na najblizsze lata. Naleza do nich: analiza zwigzkow bioaktywnych
odpowiedzialnych za udowodnione wlasciwosci prozdrowotne oraz mechanizmow
powstawania tych zwigzkow, opracowanie zalecanych rozsagdnych poziomow spozycia herbaty
Pu-erh dla réznych grup konsumentow, charakterystyka zewnatrzkomérkowych enzymow
wytwarzanych przez mikroorganizmy uczestniczagce w procesie produkcji, standaryzacja
i optymalizacja technologii przetwarzania herbaty Pu-erh oraz opracowanie metod, stuzacych
do identyfikacji 1 potwierdzania autentycznosci herbat Pu-erh, przy uzyciu nowoczesnej
technologii.

Bioragc powyzsze pod uwage celem glownym pracy byla byla préba okreslenia
parametrow, pozwalajgcych na identyfikacje rodzajow herbaty Pu-erh. Celem szczegotowym
byla ocena jakosci herbaty Pu-erh dostegpnej na trojmiejskim rynku w aspekcie jej

autentycznosci, za pomocq wybranych metod analitycznych.
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Zakres pracy obejmowat:
1. Poréwnanie wybranych parametréw fizykochemicznych herbat Raw i Ripe Pu-erh.
2. Identyfikacja parametrow, stanowigcych markery poszczegélnych rodzajow herbaty
Pu-erh.

3. Weryfikacja jako$ci i autentycznosci herbat Pu-erh obecnych na lokalnym rynku.

W nawigzaniu do celu i1 zakresu pracy przyjeto nastgpujace hipotezy badawcze:

1. Herbaty Pu-erh obecne na lokalnym rynku charakteryzujg si¢ nizsza jakoscig — pod
katem zawarto$ci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego oraz ogolnej liczby grzybow
na powierzchni suszu — w poréwnaniu z herbatami sprowadzonymi bezposrednio
z Chin.

2. Herbaty Pu-erh obecne na lokalnym rynku nie stanowia tradycyjnej wersji tej herbaty.

3. Sposoéb produkcji herbaty Pu-erh determinuje obecno$¢ substancji, stanowigcych
markery Raw i Ripe Pu-erh.

4. Metody fluorymetryczne moga by¢ skutecznie wykorzystywane do identyfikacji Raw
i Ripe Pu-erh.
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6. Material i metody badan

6.1. Charakterystyka badanego materiatu

Przedmiotem badan byty herbaty liSciaste Pu-erh sprowadzone drogg lotnicza z Chin

w styczniu 2016 roku oraz zakupione na terenie Trojmiasta. Herbaty zamowiono w sklepie Cha

Wang Shop, mieszczacym si¢ w prowincji Yunnan, w mie$cie Kunming. Ze wzgledu na

ograniczone mozliwo$ci wyboru w tamtym czasie wszystkich rodzajow Pu-erh, uzyskanych

z tego samego surowca o odpowiednim wieku oraz potrzebg uzupetnienie materiatu po czasie,

wybrano ostatecznie 6 herbat. Reprezentujg one kazdy z 4 przedstawionych rodzajéow Pu-erh:

maocha, dwa egzemplarze wersji Raw, dwa egzemplarze wersji Ripe oraz jeden reprezentujacy

Vintage Raw. Szczegétowa charakterystyka badanego materiatu przedstawiono w tabeli 6.1

i na rysunku 6.1. Materiat sprowadzony bezposrednio z Chin poréwnywano z materialem

zakupionym na terenie Trojmiasta (Tab. 6.8).

A. Herbaty sprowadzone z Chin z prowincji Yunnan

Tab. 6.1 Charakterystyka herbat sprowadzonych z Chin

Rok Deklarowane Cena za
Lp. Nazwa Rodzaj | zakonczenia | pochodzenie
. 100 g [$]
produkcji surowca
2014 Autumn Di Jie Village Stare drzewa
L Old Tree Maocha Maocha 2014 herbaciane 12,0
5 2097 pal Jia Gong Zhu Raw: Raw 2007 Ogrody 15,0
Dai princess herbaty
g | 2008 Xiaguan FT7623 -3 Y11 2003 | Brakdanych | 250
Ji Toucha Raw
1998 CNNP Youle Qiaomu Ogrody
4 Raw Puerh Cake Raw 1998 herbaty 38,5
5. ZR?;S Shuangli Jingmaishan Ripe 2010 Las mieszany 10,0
2005 Jinggu Bai Long TF A
6. | Grade “Zao Xiang” Ripe Ripe 2005 Brak danych 15,2
Puerh

Zrodto: opracowanie wlasne
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Sichuan

Zhaotong

Myanmar

(Burma) Guizhou

Guangxi

Myanmar
(Burma)

Vietnam

Rys. 6.1 Rejony zbioru surowca do poszczegolnych herbat z tabeli 6.1
(w przypadku proéb nr 3 i 6 zaznaczono miejsca ich produkcji)
Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie

http://wondersofyunnan.com/destinations/yunnan/maps

» 2014 Autumn Di Jie Village Old Tree Maocha (Tab. 6.2)

Zgodnie z deklaracja producenta herbata zostala wytworzona w sposob tradycyjny.
Pochodzi z jesiennych zbiorow (koniec wrzesnia 2014 r.) ze wsi Di Jie, w okolicy miasta
Bingdao. Do jej produkcji wykorzystano tylko i wyltacznie liScie starych drzew herbacianych.
Charakteryzuje ja silny, bogaty oraz szybko zmieniajgcy si¢ i dajacy petni¢ wrazen smakowych

aromat. Nie nadaje si¢ do dojrzewania (https://chawangshop.com).
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Tab. 6.2 Maocha 2014 r

Susz

Napar 5-minutowy Li$¢ po zaparzeniu

Zrédto: zdjecia autorki pracy

» 2007 Dai Jia Gong Zhu Raw: Dai princess (Tab. 6.3)

Zgodnie z deklaracja producenta herbata zostata wyprodukowana we wrzesniu 2007 roku
w Menghai Yong Chang Tea Factory. Do jej produkcji wykorzystano surowiec z ogrodow
herbaty (Gushu Cha Yuan) z okolic miasta Menghai, gtéwnie duzg ilo$¢ paczkow oraz matych
z6ttych listkow (Huang Pian). Po trzech latach naturalnej fermentacji, herbata ta charakteryzuje

si¢ dojrzatym smakiem, ztotym naparem i przyjemnym smakiem (https://chawangshop.com).

Tab. 6.3 Raw Pu-erh 2007 r
Opakowanie Dysk Napar 5-minutowy

=

» 2003 Xiaguan FT 7623 — 3 Yi Ji Toucha Raw (Tab. 6.4)

Zrodto: zdjecia autorki pracy

Zgodnie z deklaracjg zawarta na opakowaniu surowiec zebrano w 2002 roku, a proces
produkcyjny zakonczono w marcu 2003 roku. Herbatg sktadowano w prowincji Guangdong do
kwietnia 2011 roku. Napar charakteryzuje si¢ czystym, gtebokim z6ttym odcieniem.
Zastosowane na opakowaniu oznaczenie ,,FT” (For Taiwan) oznacza, iz produkt byt specjalnym
zamowieniem firmy ,,Fei Tai”. Firma ta jest najwickszym dystrybutorem Pu-erh z Xiaguan

i Menghai Tea Factory na Tajwanie. Uznaje si¢, ze niestandardowe produkty firmy ,,Fei Tai”
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osiggajg wyzsza jakos¢ w Xiaguan Tea Factory. Ten Pu-erh stanowi podstawowy rodzaj touchy
(Y1 Ji), ktory produkuje sie od 1993 roku (https://chawangshop.com).

Tab. 6.4 Raw Pu-erh 2003 r

Opakowanie Gniazdo Napar 5-minutowy

-

> 1998 CNNP Youle Qiaomu Raw Puerh Cake (Tab. 6.5)

Zrodto: zdjecia autorki pracy

Produkt ten stanowi wersj¢ Vintage (Aged) Pu-erh, poniewaz zaszty w nim zmiany
charakterystyczne dla tego typu Pu-erh. Znany jako ,,Youle giaomu™ to produkt stworzony na
zamowienie fabryki z Kunming. Maocha pochodzi z gory Youle (zwanej takze Jinuoshan, gora
Jinuo), ktéra nalezy do szesciu stynnych gor herbacianych w Xishuangbanna. Herbata sktada
si¢ z wezesnowiosennych lisci pozyskanych z herbacianych ogrodéw. Maocha wykorzystana
do produkecji pochodzi z miejsca o dilugiej tradycji upraw i zostata przetworzona przez
mniejszo$¢ Jinuo metodami tradycyjnymi. Poczatkowo byta przechowywana w wilgotnym
magazynie w Xishuangbanna, nastepnie zostala przeniesiona do magazynu suchego
w Kunming.

Pierwsze napary maja gleboka pomaranczowa barwe, a kolejne — zlotg. Zapach
charakteryzuja nuty dojrzalych owocow i miodu, a Wrazenia smakowe sg intensywne i dtugo
utrzymujagce si¢. Liscie po zaparzeniu charakteryzuje barwa ciemnozielonej miedzi

(https://chawangshop.com).

65



Tab. 6.5 Raw Pu-erh 1998 r

Opakowanie Napar 5-minutowy

Zrodto: zdjecia autorki pracy

» 2010 Shuangli Jingmaishan Ripe (Tab. 6.6)

Zgodnie z deklaracjg producenta proces produkcji tej herbaty zostat zakonczony w marcu
2010 roku w Yezhuang Shuangli Tea Factory. Surowiec do produkcji tej herbaty Pu-erh
stanowita maocha z lisci, pochodzacych z upraw wysokogorskich z terendw Jingmaishan
i Menghai, o charakterystycznym zapachu orchidei. Dodatkowo herbata ta posiada lesne luty,
poniewaz drzewa, z ktorych pozyskuje si¢ surowiec, rosng w lesie mieszanym

(https://chawangshop.com).

Tab. 6.6 Ripe Pu-erh 2010 r

Opakowanie Napar 5-minutowy

N

» 2005 Jinggu Bai Long TF A Grade ..Zao Xiang” Ripe Puerh (Tab. 6.7)

Zrodto: zdjecia autorki pracy

Herbata ta dostgpna jest w dwoch wersjach: ,,2005 Jinggu Bai Long TF Zao Xiang Ripe
Puerh” oraz ,,2005 Jinggu Bai Long TF A Grade Zao Xiang Ripe Puerh”. Pierwsza wersja
produkowana jest ze sfermentowanych zoitych starych lisci 1 kawalkow szypulek,
przechowywanych w suchych pojemnikach przez 9 lat. Suche liscie sg btyszczace 1 czarne, ale
szorstkie. W zapachu wyraznie czu¢ nute glozyny pospolitej (Ziziphus jujuba). Jej napar ma

barwe intensywnie brazowo-czerwong. Specyficzny jest tu czysty, lekko stodki smak
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1 orzezwiajgcy aromat dojrzatej herbaty. Wersja przeznaczona do badan jest okreslana jako

wyzszej jakosci ze wzgledu na lepszy gatunek liSci oraz mniejszg ilo§¢ todyg. Herbate

wyprodukowano w roku 2005 w fabryce Jinggu Bai Long Tea Factory, ktora jest jednym

z tradycyjnych miejsc produkcji Ripe Pu-erh (https://chawangshop.com).

Tab. 6.7 Ripe Pu-erh 2005 r

Cegietka

Napar 5-minutowy

N

Zrodto: zdjecia autorki pracy

B. Herbaty zakupione na tréjmiejskim rynku

Tab. 6.8 Charakterystyka herbat Pu-erh zakupionych na rynku tréjmiejskim

Rok Deklarowane Cena za
Lp. Nazwa Rodzaj | zakonczenia | pochodzenie
. 100g [z1]
produkcji surowca
1. | Herbaciarnia “Czas na Herbat¢” 3-letni, Brak Brak danych 31,90
superior danych
2. | Herbaciarnia ,,Herbata-kawa.pl” 6-letni, Brak Brak danych 22,90
premium danych
3. | Astra Herbata Brak Brak danych 5,58
czerwona danych
4. | Haichao Herbata Brak Brak danych 14,39
czerwona danych
5. | Mayo Herbata Brak Brak danych 5,13
czerwona danych

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie informacji na opakowaniach produktow

» Herbaciarnia ,.Czas na Herbate” (Tab. 6.9)

Zgodnie z deklaracjg dystrybutora, wykorzystana do badan herbata to Pu-erh o delikatnie

ziemistym smaku. Na stronie internetowej sklepu nie ma informacji o jej rodzaju, roku

zakonczenia produkcji czy pochodzeniu surowca. Od sprzedawcy otrzymano informacje, iz
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liscie pochodzily z krzewdw z upraw plantacyjnych, a produkt lezakowatl przez 3 lata

w nieznanych warunkach (https://czasnaherbate.net/herbaty-czerwone-c-2_6.html).

Tab. 6.9 Pu-erh Superior

Opakowanie

Napar 5-minutowy

Zrodto: zdjecia autorki pracy

> Herbaciarnia ,.Herbata-kawa.pl” (Tab. 6.10)

Na stronie internetowej herbaciarni zamieszczono informacje, iz jest to doskonatej jakosci

Pu-erh z prowincji Yunnan. Opublikowano tam wzmianke o procesie produkcyjnym tego

rodzaju herbaty — odpowiednim dla wersji Ripe. Od sprzedajacego uzyskano informacje, iz

liscie pochodzity z krzewdéw z upraw plantacyjnych, a produkt byt poddany procesowi

lezakowania przez 6 lat w nieznanych warunkach (http://herbata-kawa.pl/herbata-czerwona).

Tab. 6.10 Pu-erh Premium

Opakowanie

Napar 5-minutowy

Zrédto: zdjecia autorki pracy
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» Astra (Tab. 6.11)
Na opakowaniu produktu umieszczono informacje, iz jest to czerwona herbata lisciasta,
ktéra od ponad 1700 lat wytwarzana jest w prowincji Yunnan. Produkt pochodzi z Azji. Nie

podano informacji o rodzaju Pu-erh, roku zakonczenia produkcji czy pochodzeniu surowca.

Tab. 6.11 Pu-erh firmy Astra

Opakowanie

Napar 5-minutowy

Zrodto: zdjecia autorki pracy

» Haichao (Tab. 6.12)
Herbata czerwona prasowana w kostkach. Zgodnie z deklaracja importera produkt
pozyskano z najlepszych gatunkéw krzewow herbacianych (Camelli sinensis) w prowincji

Yunnan.

Tab. 6.12 Pu-erh firmy Haichao
Opakowanie Kostka Napar 5-minutowy

2\

d

Zrodto: zdjecia autorki pracy
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» Mayo (Tab. 6.13)

Na opakowaniu produktu umieszczono informacje, iz jest to lisciasta herbata czerwona,
pochodzaca z Chin. Wyjasniono réwniez pochodzenie jej nazwy. O samym przebiegu procesu
produkcyjnego napisano jedynie, iz jest on wyjatkowy, co czyni ten rodzaj herbaty unikalnym

w skali §wiatowej.

Tab. 6.13 Pu-erh firmy Mayo

Opakowanie Napar 5-minutowy

Zrédto: zdjecia autorki pracy

6.2. Przygotowanie prob do analiz

Ze wzgledu na zroznicowanie wielkosci lisci oraz kazdorazowo indywidualny sposob
przygotowania odpowiedniej nawazki z catej porcji sprasowanej formy herbaty, postanowiono
wyeliminowaé wplyw jej postaci na predkos¢ ekstrakcji sktadnikow z produktu do naparu.
W tym celu herbaty rozdrabniano za pomoca mtynka (model 980 Moulinex) przez 10 s — nie
dotyczy oznaczenia ogdlnej liczby grzybow. Nastepnie na wadze technicznej odwazano po 2 g
herbaty (z doktadnoscig do 0,0001 g) i zalewano 100 ml wody demineralizowanej
0 temperaturze 98°C + 2°C. WSszystkie herbaty parzono pod przykryciem przez 5 minut
(w przypadku analizy chromatograficznej — 15 min). Na koncu napary przefiltrowano przez
saczki 0,22 mm.

6.3. Metody badawcze

6.3.1. Oznaczenie parametréw barwy badanych naparow
Oznaczenia parametréw barwy badanych herbat wykonano w systemie CIE L*a*b*
opartym na pomiarze trzech skladowych trojchromatycznych:

* L* wyraza jasno$¢ — intensywnos¢ koloru (jasne lub ciemne);
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* a* oznacza warto$¢ miedzy czerwonym a zielonym;
* b* oznacza warto$¢ migdzy z6ttym a niebieskim (CIE Draft Standard 014-4.3/E:2007).

Bezwzgledna roznice barwy Wyznaczono na podstawie wzoru:

AE* = /(L} — Ly)? + (a; — a3)? + (b] — b3)?

gdzie:

0 < AE <1 —réznice barwy sg nierozpoznawalne (odchylenie niewidoczne);

1 < AE <2 —niewielkie odchylenie, rozpoznawalne przez osobe do§wiadczong w odrdznianiu
niuansOw barw;

2 < AE < 3,5 — $rednie odchylenie rozpoznawane nawet przez osob¢ postronna;

3,5 < AE <5 — wyrazne odchylenie;

AE > 5 — duze odchylenie barwy.

Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem kolorymetru Konica Minolta CR-400. Kalibracji
urzadzenia dokonano z wykorzystaniem biatej ptytki kalibracyjnej CR-A43 nr 13933075.
Napary schlodzono do temperatury otoczenia i Umieszczono w naczynku pomiarowym
o dhugosci drogi optycznej wynoszacej 10 mm szklanej szalce pomiarowej. Oznaczenia

wykonano trzykrotnie (Zatacznik 1).

6.3.2. Pomiar zawarto$ci zwigzkéw polifenolowych

Catkowita zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych oznaczono metoda kolorymetryczna
z wykorzystaniem odczynnika Folina-Ciocalteau, zgodnie z wymaganiami normy 1SO
14502-1:2005 ,,Determination of substances characteristic of green and black tea — Part 1:
Content of total polyphenols in tea — Colorimetric method using Folin-Ciocalteu reagent”.

Przygotowano probowki zawierajace: 1 cm® wody demineralizowanej ($lepa proba), 1 cm?®
kazdej badanej probki oraz po 1 cm?® roztworéw wzorcowych A, B, C, D i E. Do kazdej z nich
dodano 5 ml odczynnika Folina (Chempur) i po 5 minutach — 4 ml weglanu sodu (Chempur).
Nastepnie zawarto$¢ kazdej probowki mieszano za pomocg Vortex’u i1 pozostawiono
w ciemnym miejscu na okres 1 h. Po uptywie tego czasu probki zamieszano i wykonano pomiar
przy uzyciu spektrofotometru UV/VIS (Cecil Instruments Ltd., model CE 1011). Pomiaru
dokonano przy dhugosci fali 765 nm wobec proby zerowej. Pomiar wykonano w dwukrotnym
powtorzeniu. Ogolng zawarto$¢ polifenoli wyznaczono na podstawie uzyskanego réwnania
krzywej kalibracyjnej (y=0,084x+0,0264; R?=0,9995) i przedstawiono jako zawarto$é¢ kwasu
galusowego w 100 ml naparu (mg/100 ml). Jako wynik koncowy przyje¢to Srednig arytmetyczng
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z trzech réwnoleglych pomiaréw. Wyniki pomiaréw zamieszczono w dokumentacji pracy

(Zatacznik 2).

6.3.3. Oznaczenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej

Aktywno$¢ przeciwutleniajacg analizowanych naparéw herbat oznaczono wedlug
procedury zaproponowanej przez Fik i Zawislak, 2004. Odwazono 0,0078 g (z doktadnos$cia do
0,00001 g) odczynnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) (Sigma Aldrich), przeniesiono
do kolby o pojemnosci 100 ml i uzupetniono metanolem.

Do probéwek pobrano po 1 cm?® naparéw herbaty i dodano po 2 cm?® roztworu DPPH.
Nastegpnie pozostawiono na okres 1 h bez dostepu $wiatla. Pomiar wykonano przy dtugosci fali
517 nm wobec proby kontrolnej, ktorg stanowit roztwoér DPPH z woda demineralizowang.
Pomiar wykonano w trzykrotnym powtdrzeniu. Zdolno$¢ do wymiatania wolnych rodnikow

przedstawiono jako % inhibicji wolnych rodnikéw na podstawie wzoru:

Ag — A
(s =40

CPA =
Ap

0

gdzie:

CPA — calkowity potencjat antyoksydacyjny (%),
Ana — absorbancja badanej probki,

Ag — absorbancja proby kontrolne;.

Wyniki pomiaréw zamieszczono w dokumentacji pracy (Zalacznik 3).

6.3.4. Oznaczenie zawartosci kofeiny, teobrominy, teofiliny, kwasu galusowego
i teogaliny

Oznaczenie zawarto$ci wybranych metyloksantyn wykonano metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), z wykorzystaniem chromatografu Agilent 1200 series
z detektorem UV-VIS typu DAD. Zadowalajacy rozdziat chromatograficzny uzyskano przy
zastosowaniu fazy ruchomej o skladzie metanol/woda/kwas mrowkowy w proporcjach
19,9/79,8/0,3 % v/v w przebiegu izokratycznym przy predkosci przeptywu 1 cm®/min. Analize
przeprowadzono na kolumnie Intersil ODS-3 5 pm (250 x 4,6 mm), a nastrzyk wynosit 20 pl.
Wszystkie oznaczenia prowadzono w temperaturze 23°C, mierzac wielko$¢ absorbancji
promieniowania przy dlugosci fali 273 nm. Catkowity czas analizy wynosit 28 minut.

Oprécz analizy HPLC-DAD metyloksantyn zidentyfikowano dodatkowo za pomoca
potaczenia techniki HPLC ze spektrometrem mas (MS typu potrojny kwadrupol, 6470 Agilent
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Technologies USA) obecnos¢ kwasu galusowego oraz teogaliny w badanych probkach. Widma
mas jonow (m/z) uzyskano w trybie SCAN pracy MS.

Aby wykona¢ oznaczenia jakosciowe i iloSciowe skladnikow probki przygotowano
roztwory wzorcowe analitow, ktorych obecnosci mozna oczekiwac w probkach herbat. Wzorce
(Sigma Aldrich) przygotowano w dwoch stezeniach dla wyznaczenia krzywej tj.: teobromina
(c1=10,88 mg/l; c2=54,40 mg/l), teofilina (c1=12,00 mg/l; c2=60,00 mg/l) i kofeina
(c1=9,20 mg/l; c2=46,00 mg/l) (Zatacznik 4).

Analize chromatograficzng przeprowadzono przy wspotpracy z Katedrg Technologii
Lekéw 1 Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej. Optymalizacje metodyki
HPLC-DAD/MS oraz oznaczenia zawartosci analitow w probkach herbat wykonata

dr inz. Katarzyna Koztowska-Tylingo.

6.3.5. Pomiar zawarto$ci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego

Do oznaczenia rozpuszczalnego kwasu szczawiowego w badanych naparach herbat
zastosowano metode manganometryczng (Borawska i in. 2014) z modyfikacja, polegajaca na
pominieciu koncowego etapu ogrzewania. Z przygotowanych naparéw pobrano po 10 cm?®
roztworu i przeniesiono do probéwek wiréwkowych. Do préb dodano po 5 cm? chlorku wapnia
(Eurochem BGD Sp. z 0.0.) 1 acetonu (POCH S.A.). Probéwki wstawiono do lodowki na
30 minut. Powstaty osad odwirowano i przeniesiono ilosciowo do kolb stozkowych za pomocg
5 cm?® kwasu siarkowego (VI) (POCH S.A.). Miareczkowanie odbywalo sie po catkowitym
rozpuszczeniu osadu w tazni wodnej. W przypadku herbat Pu-erh podczas ogrzewania w tazni
wytracaly si¢ ,.ktaczki”, ktore nawet przy dtuzszym ogrzewaniu nie ulegaty rozpuszczeniu. Ich
ilos¢ byta na tyle duza, ze zaklocaly proces miareczkowania. Dlatego postanowiono
zrezygnowac z etapu ogrzewania. Zdecydowano si¢ na takg zmiang, poniewaz dodanie kwasu
siarkowego (VI) catkowicie rozpuszczato powstaty osad, a uzyskane wyniki miaty shuzy¢
jedynie do réznicowania herbat Pu-erh, a nie okreslenia rzeczywistej zawarto$ci szczawianow
rozpuszczalnych. Miareczkowanie wykonywano za pomocg roztworu 0,02 N KMnO4 (POCH
S.A.) do momentu uzyskania barwy rdézowej, utrzymujacej si¢ przez 1 minute. Kazde

oznaczenie wykonano w trzech powtorzeniach (Zatacznik 5).

6.3.6. Oznaczenie ogodlnej liczby grzybow na powierzchni suszu oraz w naparach
Do oceny ogdlnej ilosci grzybow na powierzchni suszu odwazono 10 g herbaty, zalano 90
ml plynu Ringera (Merck Sp. z 0.0.) 1 wytrzasano przez 15 minut. Do oceny ogodlnej ilosci

grzyboéw w naparach odwazono 10 g herbaty, zalano 90 ml wody o temperaturze 98°C + 2°C
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1 parzono przez 5 minut. Nastepnie roztwor zdekantowano 1 pozostawiono do wystygnigcia
(PN-EN ISO 6887-4:2017-05).

Oznaczenie ogolnej liczby grzybéw wykonano metoda ptytkowa posiewu zalewowego
wedtug wymagan normy PN-ISO 21527-2:2009. Na ptytki Petriego posiano 1 cm?® kolejnych
rozcienczen (Rys. 6.2), zalano agarem DG18 z chloramfenikolem (Merck Sp. z 0.0.) jako

pozywka i inkubowano w temperaturze 25°C przez 5 dni.

Badany produkt— 10 g produktu — 1 ml rozciefczenia 10— 1 ml rozcienczenia 102

+ 90 ml ptynu + 9 ml plynu + 9 ml ptynu
fizjologicznego fizjologicznego fizjologicznego

zZ peptonem Z peptonem Z peptonem

lub 90 ml wody (rozciefczenie 107?) (rozcieficzenie 107%)

o temp. 98°C £+ 2°C
(rozcienczenie 107) / \ / \

Posiew 1 ml Posiew 1 ml Posiew 1 ml Posiew 1 ml Posiew 1 ml Posiew 1 ml

Rys. 6.2 Procedura przygotowania rozcienczen probek do oznaczenia ogdlnej liczby grzybow
metoda posiewu zalewowego

Zrbdlo: opracowanie wlasne

Nastgpnie dla kazdego rozcienczenia okreslono liczbe jednostek tworzacych koloni¢ (jtk)
w przeliczeniu na 1 g produktu lub 1 cm®naparu. Do obliczen wybrano ptytki, na ktérych liczba
wyrostych kolonii byta mniejsza niz 150. Ogodlng liczbe drozdzy i plesni obliczono ze wzoru:

L C
(N, +04N,)-d

gdzie:

C — suma kolonii na wszystkich ptytkach wybranych do liczenia,

N1 — liczba ptytek z pierwszego liczonego rozcienczenia (mniejszego),
N2 — liczba ptytek z drugiego liczonego rozcienczenia,

d — wskaznik rozcienczenia odpowiadajgcy najnizszemu liczonemu rozcienczeniu.
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6.3.7. Pomiar widma fluorescencyjnego

Pomiary widm fluorescencyjnych (EEMF) wykonano za pomocg spektrofluorymetru
Hitachi F-7000 z lampa ksenonowa, jako zrodtem wzbudzenia. Zakres dlugosci fal wzbudzenia
wynosit 220,0-550,0 nm, a zakres dlugosci fal emisji 260,0-600,0 nm. Odpowiedni obraz
uzyskano dla szczelin obydwu monochromatorow ustawionych na 10,0 nm i czasie integracji
wynoszace] 0,5 sekundy. Pomiary wykonano w kuwetach kwarcowych Hellma o drodze
optycznej lem. Do ukladu dotozono zewnetrzny termostat DANLAB, ktory zapewniat statg
temperatur¢ podczas pomiaru (18°C). Urzadzenie potgczono z zewngtrznym komputerem

wyposazonym w oprogramowanie FL Solutions (Rys. 6.3).

Rys. 6.3 Wyglad zestawu pomiarowego 1 wnetrza komory pomiarowe;j

Zrédto: zdjecie autorki pracy

Napary przygotowano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 6.2, a nastepnie
przygotowano ich rozcienczenia: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 i 1:256. W kuwecie
kwarcowej umieszczano kolejno: probe zawierajaca wode demineralizowang przegotowana,
probe o najwiekszym rozcienczeniu, kolejne proby z mniejszymi rozcienczeniami az do proby
nierozcienczonej. Po zakonczeniu pomiaréw, dla kazdej herbaty otrzymano 9 macierzy danych,
ktore poddano normalizacji i przedstawiono w postaci map konturowych (dokumentacja badan
w zalaczeniu na nos$niku danych). Aby uzyska¢ rzeczywiste wartosci pomiaru widm
wzbudzenia i emisji, uzyskane dane skorygowano o wyniki otrzymane dla przegotowanej wody
wodociggowe;j.

Do identyfikacja zwiazkéw odpowiedzialnych za aktywno$ci w analizowanym obszarze
wykorzystano zwigzki zastosowane w analizie chromatograficznej (kofeina, teobromina,

teofilina, teogalina, kwas galusowy). Przygotowane roztwory 1% w przypadku kofeiny
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1 teogaliny wymagaty rozcienczen w celu uzyskania wyrazniejszych punktow maksymalnej
intensywnos$ci fluorescencji. Widma fluorescencyjne roztworéw wzorcéw skorygowano
0 rozpuszczalnik (woda:metanol, 1:1).

Pomiar widm fluorescencyjnych przeprowadzono przy wspétpracy z Katedrg Fizyki

Uniwersytetu Morskiego w Gdyni.

6.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem programu Statistica 12.0 pakiet
zaawansowany firmy StatSoft oraz PQStat firmy PQStat Software. Zmienne iloSciowe zostaty
opisane za pomocg $redniej, wartosci minimalnej i maksymalnej. Ze wzgledu na zbyt mala
liczebno$¢ analizowanej grupy niemozliwe bylo okreslenie stopnia wzajemnych powigzan
mi¢dzy poszczegdlnymi zmiennymi. Statystyke chi-kwadrat charakteryzowata zbyt niska moc
testu (0,30). Istotno$¢ réznic pomigdzy dwoma grupami (niezaleznymi) zbadano testem
t-Studenta. W celu weryfikacji zaobserwowanych zalezno$ci w poszczegdlnych grupach herbat
(rodzaje, rynek) przyjeto poziom istotno$ci statystycznej a=0,05. Dodatkowo w celu
porownania wynikéw uzyskanych dla pojedynczych probek wykonano wielowymiarowa
analize skupien, a wyniki przedstawiono na poziomych, hierarchicznych wykresach drzewa.
Skupienia wyznaczono uzywajac odleglosci euklidesowej wobec skali podobienstw,
wykorzystujac metode Warda do wyznaczenia zasad wigzania. Analize skupien wykorzystano
ze wzgledu na przystepny sposob grupowania badanych herbat we wzglednie jednorodne klasy,

uwzgledniajace podobienstwo migdzy analizowanymi prébami.
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7. Woryniki badan i dyskusja

7.1. Oznaczenie parametréw barwy naparéw

Podczas procesu fermentacji katechiny i ich galusowe pochodne sg utleniane do
fenolowych komplekséw barwnych, takich jak teaflawiny, ktore nadaja rozne odcienie koloru
zottego. Zwiagzki te ulegaja dalszemu utlenianiu i1 tworzg bardziej spolimeryzowane
tearubiginy, nadajace naparom kolor czerwonobrunatny. Te z kolei sa kondensowane do
theabrownin, ktére nadaja produktowi kolor brazowy (Huang i in. 2019). Zawarto$¢ zwiazkow
barwnych w przeliczeniu na suchg mas¢ w herbacie Ripe Pu-erh ksztattuje si¢ na poziomie
0,16% — 0,29% dla teaflawin, 0% — 0,99% dla tearubigin i 8,33% — 13,65% dla theabrownin
(Lv iin. 2013). Theabrownin, nadajac brazowej barwy naparowi, jest gtbwnym barwnikiem
herbaty Pu-erh i jednym 2z najwazniejszych sktadnikow biologicznie aktywnych
(Luo i in. 2019).

Dokonujac wizualnej oceny barwy naparéw herbat sprowadzonych bezposrednio z Chin,
zaobserwowano wyrazne roznice miedzy wersjag Raw a Ripe oraz poszczegdlnymi rocznikami
(Tab. 7.1). Obserwacje te znalazly swoje potwierdzenie w wynikach kolorymetrycznego
pomiaru warto$ci parametrow barwy L*a*b*. Mimo iz maocha stanowi surowiec do produkcji
obu rodzajow Pu-erh, to postanowiono uja¢ ja w analizie, aby moc poréwnaé zmiany
parametrow barwy.

Wyglad naparu przygotowanego z maocha wyraznie r6znit si¢ od naparéw pozostatych
herbat, sprowadzonych bezposrednio z Chin. Réznice migdzy surowcem a Raw Pu-erh byly
mniejsze (5,07 < AE < 6,93) niz migdzy surowcem a Ripe Pu-erh (9,13 < AE < 10,46). Napar
Raw Pu-erh z 2007 roku réznit si¢ od pozostatych dwoch Raw Pu-erh w stopniu
rozpoznawalnym nawet przez osob¢ niedo$wiadczong w tym zakresie, z tym ze rdznica
z najstarszym Raw Pu-er z 1998 roku byta najwicksza (AE=3,67). Z kolei napary Raw z 2003
roku oraz z 1998 roku byly najbardziej do siebie zblizone wizualnie, a rd6znice w barwie byty

nierozpoznawalne (AE=0,46).
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Tab. 7.1 Poréwnanie barwy 5-minutowych naparéw herbat sprowadzonych z Chin

2014 Autumn Di Jie
Village Old Tree Maocha

Surowiec
A >
2007 Dai Jia Gong Zhu: | 2003 Xiaguan FT 7623 — 1998 CNNP Youle
Dai princess 3 Yi Ji Toucha Qiaomu Pu-erh Cake
Raw

A il

2010 Shuangli 2005 Jinggu Bai Long TF
Jingmaishan A Grade ,,Zao Xiang”

Ripe

b A

Zrodto: zdjecia autorki pracy

Szczegdtowa analiza parametrow barwy naparow wykazata, ze napar przygotowany
z maocha byt najjasniejszy (L*=41,67). Ujemna warto$¢ parametru a* (-1,36) sugerowata, ze
w sporzadzonym naparze dominowato zielone zabarwieniem. Napary pozostatych herbat miaty
dodatnie warto$ci parametrow a* i b*, co $wiadczyto 0 wigkszej intensywnosci barwy

czerwono-zoéttej niz w naparze przygotowanym z surowca (Tab. 7.2).
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Tab. 7.2 Wartosci parametrow barwy naparéw sprowadzonych bezposrednio z Chin oraz

zakupionych na rynku lokalnym

Oznaczenie Rodzaj Rok Parametry barwy
produkcji (x; zakres)
L* a* b*
Herbaty sprowadzone z Chin

2014 Autumn Di Jie Maocha 2014 41,67; -1,36; 6,28;
Village Old Tree Maocha 41,34-4199 | -1,30--141 | 6,10-6,46
2007 Dai Jia Gong Zhu Raw 2007 40,13; 0,13; 10,88;
Raw: Dai princess 39,70-4055| 0,10-0,16 | 10,41-10,89
2003 Xiaguan FT 7623 — Raw 2003 37,74, 2,21; 10,30;
3YiJi Toucha Raw 37,35-38,12 | 2,00—2,41 | 9,74-10,85
1998 CNNP Youle Raw 1998 37,50; 2,58; 10,16;
Qiaomu Raw Puerh Cake 37,19-3781| 244-271 | 9,71-10,61
2010 Shuangli Ripe 2010 32,65; 3,14; 3,47;
Jingmaishan Ripe 32,56 -32,73 | 2,89-3,38 3,32 — 3,62
2005 Jinggu Bai Long 34,28; 4,00: 5.96:

TF A Grade ,,Zao Xiang” | Ripe 2005

. 34,18 -34,38 | 3,85-4,14 5,78 -6,14
Ripe Puerh

Herbaty zakupione na lokalnym rynku

Herbaciarnia ,,Czas na b.d b.d 27,23; 1,16; 2,11;
Herbate” o e 27,22 -2724 | 1,09-1,22 2,08 -2,13
Herbaciarnia ,,Herbata- b.d b.d 21,92; 6,25; 4,76;
kawa.pl” e e 21,90 -21-93 | 6,23-6,27 474 - 477
20,95; 4,31; 3,97;
Astra 0.d. bd. | 5095 20095 | 421-440 | 3.20-4,74
. 22,08; 6,21; 4,72;
Haichao b.d. bd | 507 2200 | 614-627 | 471473
Mayo b.d. b.d. 27,75; 2,13; 3,30;

27,713-27,76 | 2,07-2,18 3,28-3,31

Zrédlo: opracowanie na podstawie badan wiasnych
b.d — brak danych

Napary starszych herbat Raw byty ciemniejsze, warto$¢ parametru a* rosta, a parametru
b* malata. Migdzy herbatami z lat 2007 i 2003 wykazane réznice W barwie byty wigksze niz
migdzy herbatami z lat 2003 1 1998, co moze by¢ zwigzane ze spowolnieniem intensywnosci
reakcji chemicznych (zmian) zachodzacych w produkcie.

W przypadku wersji Ripe uzyskane dane wykazaly, Ze starsza herbata (z 2005 roku)
charakteryzowala si¢ wiekszym nasyceniem barwy, na co wskazujg wartosci parametrow L*,
a* i b*. Calkowita réznica barwy migdzy naparami przygotowanymi z Ripe Pu-erh byla
zauwazalna nawet dla niedoswiadczonego obserwatora (AE=3,10).

Z kolei catkowita réznica barwy dla naparéw przygotowanych z Raw i Ripe Pu-erh byta

wyraznie zauwazalna (AE>5), co moze $wiadczy¢ o potencjalnej mozliwosci wykorzystania
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oznaczenia parametrow barwy naparow do odrdzniania wersji Raw od Ripe Pu-erh.
Przynajmniej w pewnym zakresie.

W wyniku wiasnej oceny wizualnej barwy naparéow herbat zakupionych na rynku lokalnym
stwierdzono, ze najwicksze podobienstwo wykazywaty napary herbat Haichao oraz produktu
zakupionego w herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl” (AE=0,17) (Tab. 7.3). R6znice w wygladzie ich

naparow byty niezauwazalne nawet dla doswiadczonego obserwatora.

Tab. 7.3 Poré6wnanie barwy 5-minutowych naparow herbat zakupionych na rynku lokalnym

Herbaciarnia ,,Czas na Herbaciarnia ,,Herbata-
Herbate” kawa.pl”

Rynek
lokalny

Astra Haichao

-

Zrodto: zdjecia autorki pracy

Z kolei catkowita r6znica w barwie produktu zakupionego w herbaciarni ,,Czas na Herbat¢”
byta niewielka (zauwazalna jedynie dla osoby doswiadczonej w tym zakresie), ale tylko
w przypadku porownania z naparem herbaty firmy Mayo. W odniesieniu do naparéw
pozostatych herbat roznice byty znaczace (7,27 < AE < 7,82).

Szczegotowa analiza parametréw barwy naparéw wykazala, ze jasnos¢ tych naparow
ksztaltowala si¢ na poziomie od L*=20,95 do L*=27,75. Parametr a* przyjmowat wartosci od
1,16 do 6,21, a parametr b* od 2,11 do 4,76. Wsrod herbat zakupionych w herbaciarni wraz ze
wzrostem czasu lezakowania zmniejszala si¢ warto§¢ parametru L* (napar stawal si¢
ciemniejszy) oraz wzrastala warto$¢ parametru a* i b*. Najwickszym udziatem zarowno barwy
z6Mtej, jak i czerwonej charakteryzowaty sie dwie proby: =z herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl”

(dojrzewajaca 6 lat) oraz Haichao.
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W kolejnym etapie analizy parametrow barwy postanowiono porowna¢ wyniki uzyskane
dla herbat zakupionych na lokalnym rynku z wynikami uzyskanymi dla herbat sprowadzonych
bezposrednio z Chin. Poréwnanie przeprowadzaono w celu weryfikacji jako$ci i autentycznosci
herbat Pu-erh obecnych na lokalnym rynku.

Wizualna ocena porownawcza sugerowala, ze napary herbat zakupionych na lokalnym
rynku byty w wigkszym stopniu podobne pod katem barwy do naparéw herbat Ripe Pu-erh,
sprowadzonych bezposrednio z Chin. Catkowite roznice w barwie (AE) migdzy tymi dwiema
grupami herbat wynosity od 5,01 do 13,48. Z kolei w poréwnaniu z Raw Pu-erh réznice te byty
wigksze | przyjmowaty wartosci od 11,93 do 20,81.

Szczegotowa analiza parametréw barwy naparéw wykazala, ze herbaty zakupione
w sklepach stacjonarnych charakteryzowaty si¢ ciemnymi naparami, ciemniejszymi niz Ripe
Pu-erh sprowadzone bezposrednio z Chin. Miedzy parametrami a* oraz b* nie zaobserwowano
zadnej zalezno$ci. Roznice w jasnosci miedzy Ripe Pu-erh sprowadzonymi z Chin a herbatami
zakupionymi na lokalnym rynku mogty wynika¢ z wieku samej herbaty. Jednak brak informacji
o terminie zakonczenia procesu produkcyjnego herbat zakupionych na rynku lokalnym
uniemozliwit przeprowadzenie takiego poréwnania.

W celu sprawdzenia, czy herbaty zakupione na rynku lokalnym wykazuja wigksze
podobienstwo do Raw Pu-erh czy Ripe Pu-erh, wykorzystano aglomeracyjng metode Warda,
w ktorej podstawg aglomeracji byly odleglosci euklidesowe. Grupowanie przeprowadzono
w oparciu o trzy parametry barwy: L*, a* i b*. Skupienia wyznaczono na podstawie wykresu
odlegtosci wigzania wzglgdem etapow wigzania (odleglos¢ aglomeracyjna rowna 12)

(Rys. 7.1).
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Diagram drzeva
Metoda Warda
Odlegt. euklidesova

f‘1 Maocha 2014(Ch)

Raw2007(Ch}

Raw2003(Ch}

\ Raw1%9&(Ch})
f'Z Ripe 2010(Ch}

Ripe 2005(Ch}

Herbaciarnia 1 (Pl}

\ Mavo (Pl
3

Herbaciarnia 2 (Pl}

Haichao (Pl}

bt

Astra (Pl}

=]
-
(=]

20 30 40 50
O dlegiosc wiaz

Rys. 7.1 Poziomy, hierarchiczny wykres drzewa analizy skupien wybranych zmiennych.
Grupowania rodzajow herbat ze wzgledu na ich barwe okre§long przez parametry L*, a*, b*
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbate”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikoéw badan wiasnych

Przy wybranej odleglosci aglomeracyjnej wyodrgbniono trzy skupienia. Pierwsze
skupienie tworzyty maocha oraz Raw Pu-erh sprowadzone z Chin. Herbaty te charakteryzowaty
si¢ wigkszymi wartosciami parametrow L* i b* od wersji Ripe oraz herbat zakupionych na
lokalnym rynku. Najbardziej zblizone do siebie parametry barwy naparow wykazywaly dwie
najstarsze proby Raw: z 2003 1 1998 roku (odleglo$¢ euklidesowa=0,5). Moze to wynika¢ ze
spowolnieniem tempa zmian, jakie zachodza w produkcie dojrzewajacym. Kolejne skupienie
byto reprezentowane przez dwie Ripe Pu-erh sprowdzone z Chin oraz dwie proby zakupione
na lokalnym rynku: z herbaciarni ,,Czas na Herbate” oraz firmy Mayo. Z czego herbaty
sprowadzone z Chin wykazywaly najwigksze podobienstwo wzgledem siebie, a proby
zakupione na rynku lokalnym — najwigksze podobienstwo wzgledem siebie. Te grupe
charakteryzowaty warto$ci parametru L* w przedziale 27,23-34,28. Trzecie skupienie tworzyty
trzy proby zakupione na rynku lokalnym firm: z herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl” oraz firm
Haichao i Astra. Te grupg charakteryzowaly najnizsze sposrod oznaczonych wartosci
paramteru L* oraz najwigksze z oznaczonych warto$ci parametru a*. Najwieksze podobienstwo
pod katem parametrow barwy naparéw wykazywaly herbata Haichao oraz zakupiona
w herbaciarni (odlegtos¢ euklidesowa=0,2).

Na podstawie przeprowdzonej oceny pordéwnawczej oznaczonych parametrow barwy

mozna uznaé, iz herbaty zakupione na rynku lokalnym stanowia wersje Ripe Pu-erh. Jednak
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nalezy mie¢ na uwadze, ze w wyniku dlugotrwatego procesu dojrzewania Raw Pu-erh réznice
te moga si¢ zmniejszac¢ i w pewnym momencie metoda ta moze nie by¢ skuteczna. Dodatkowo
warunki panujace podczas magazynowania produktow, wptywaja na koncowa zawartosé
sktadnikow aktywnych — w tym zwigzkéw barwnych. Zhou i in. (2020a) dokonali poréwnania
sktadu dwoch 15. letnich prob Ripe Pu-erh przechowywanych w réznych warunkach.
Naukowcy stwierdzili, ze proba przechowywana we wzglednie suchym otoczeniu zawierata
wigksze ilosci teaflawin, tearubigin i theabrownin (odpowiednio 3,63 mg/g, 36,43 mg/g
i 131,70 mg/g) w poréwnaniu z probg przechowywang we wzglednie wilgotnym otoczeniu
(odpowiednio 4,37 mg/g, 44,13 mg/g i 107,10 mg/g).

W wyniku przechowywania zmienia si¢ barwa wszystkich rodzajéw herbat, cho¢
w wigkszosci przypadkow dtugotrwate przechowywanie prowadzi do niepozgdanych zmian.
Jimenez-Zamora, Delgado-Andrade i Rufian-Henares (2016) przeanalizowali zmiany barwy
napardéw, popularnych w Hiszpani rodzajow herbat, w zalezno$ci od warunkéw oraz czasu
przechowywania. Do badania wybrano herbate biala, zielona, czerwong oraz czarng. Préby
przechowywano w temperaturze pokojowej przez okres 3 i 6 miesiecy oraz w podwyzszonej
temperaturze (50°C) przez okres 3 i 6 miesiecy. Analiza wykazala, ze rozne warunki
przechowywania (sterowanie temperaturag otoczenia) w r1dzny sposob wplywaja na
poszczegoblne rodzaje herbaty 1 nie ma jednego wzorca, okreslajacego kierunek zachodzacych

zmian.

7.2. Pomiar zawartos$ci zwigzkow polifenolowych

Najwieksze ilosci zwigzkow polifenolowych wystepuja w owocach (przede wszystkim
jagodowych), niektorych warzywach, winie oraz herbacie (zwlaszcza zielonej). Mimo iz wiele
produktow zawiera wigksze ilo$ci polifenoli niz herbata, to bardzo czgsto herbata jest gldwnym
zrodtem tych zwigzkow w codziennej diecie, ze wzgledu na jej czesto$¢ spozycia.

Dokonujac analizy uzyskanych wynikow w grupie herbat sprowadzonych bezposrednio
z Chin stwierdzono, ze odmiany Raw Pu-erh zawierajg wigksze ilosci zwigzkow

polifenolowych w poréwnaniu z odmiang Ripe (Rysunek 7.2).
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Rys. 7.2 Zawartos¢ zwiazkow polifenolowych dla poszczegdlnych herbat z uwzglednieniem
podziatu na grupy: Raw z Chin, Ripe z Chin, herbaty z rynku lokalnego
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbate”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédlo: opracowanie na podstawie wynikow badan wiasnych

Prace innych naukowcow potwierdzaja zaobserwowane zalezno$ci. Ahmed 1 in. (2010)
oznaczyli wigkszg zawarto$cig katechin ogélem w Raw Pu-erh (ok. 14,5 mg/g), wykazujac
rownoczesnie duze zroznicowanie wynikéw (od 5 do 30 mg/g). Swieza Ripe Pu-erh
charakteryzowata si¢ mniejsza zawartoscig analizowanych zwigzkow — okoto 1,75 mg/g,
z rOwnoczesnym mniejszym ich zréznicowaniem. Réwniez Roda i in. (2019) poréwnali Raw
i Ripe Pu-erh pod katem zawartosci omawianych zwiazkoéw. Ekstrakty Raw Pu-erh
charakteryzowaty si¢ dwukrotnie wigksza zawartoscig zwigzkow polifenolowych niz w wersji

Ripe Pu-erh. Analiza jakosciowa (LC-MS) wykazata, ze glownymi sktadnikami
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polifenolowymi w ekstraktach Pu-erh sg flawonoidy, a w szczegdlnosci: katechiny, flawonole,
proantocyjanidyny, kwas kawoilochinowy (chlorogenowy) i kumarylochinowy. Z kolei Xue
i in. (2020) poréwnali 5 herbat Raw i 5 herbat Ripe z regionu Menghai w prowincji Yunnan.
Raw Pu-erh zawieraty wicksze ilosci zwigzkoéw polifenolowych. Ich $rednia zawartosé
wyniosta 268,6 mg/g (od 225 do 299 mg/g), podczas gdy w Ripe Pu-erh 159,0 mg/g (od 135
do 200 mg/g). W zwiazku z tym mozna przyjac, iz decydujacy wptyw na ostateczng zawarto$c¢
polifenoli w herbacie bedzie mie¢ zastosowany proces produkcyjny.

W analizowanej grupie Raw Pu-erh sprowadzonych bezposrednio z Chin zaobserwowano
spadek zawartosci zwigzkow polifenolowych wraz ze wzrostem wieku herbaty, poniewaz
najwicksza ilos¢ analizowanych zwigzkéw 0znaczono w najmtodszej probie (z 2007 roku) —
371,5 mg GAE/100ml, a najmniejszg w najstarszej (z 1998 roku) — 271,1 mg GAE/100ml.
Zaobserwowang zalezno$¢ potwierdzaja wyniki uzyskane przez Ahmed i in. (2010). Naukowcy
porownali Raw i 10-letnie Aged Raw pod katem zawartosci wybranych zwigzkow. Raw Pu-erh
charakteryzowaty si¢ wigksza zawartos$cig katechin ogoétem (ok. 14,5 mg/g), niz wersje
10-letnie ($rednia ok. 6,75 mg/g). Tak wigc w wyniku dojrzewania tego produktu zawartos¢
katechin zmniejszyta si¢ az o potowe. Oba rodzaje herbaty charakteryzowato duze
zréznicowanie pojedynczych wynikow: swiezy Raw od 5 do 30 mg/g, Aged Raw od 0 do
20 mg/g. Dodatkowo w produkcie naturalnie dojrzewajacym oznaczono ok. 2,5 mg/g kwasu
galusowego, podczas gdy w swiezej zielonej Pu-erh zaledwie ok. 1 mg/g suchego produktu.

W analizowanej grupie Ripe Pu-erh sprowadzonych bezposrednio z Chin zaobserwowano
potencjalng zalezno$¢ miedzy zawartoscig zwigzkow polifenolowych a wiekiem herbaty.
Jednak ilos¢ zaledwie dwoch prob uniemozliwia potwierdzenie tego przypuszczenia. Wieksza
ilo$cig analizowanych zwigzkow charakteryzowata si¢ mtodsza herbata (z 2010 roku), w ktorej
oznaczono $rednio 253,7 mg GAE/100ml naparu. W herbacie z 2005 roku oznaczono
dwukrotnie mniejsza zawartos¢ zwigzkow polifenolowych — $rednio 124,7 mg GAE/100ml
naparu.

Ze wzgledu na krotszy okres obrobki technologicznej surowca przy wersji Ripe Pu-erh
(w porownaniu z Raw Pu-erh) oraz wigksza sposobno$¢ do sterowania tym procesem,
naukowcy chetniej analizujg przebieg procesu wo-dui pod katem wpltywu na zawarto$é
wybranych zwiazkéw chemicznych. Abe i in. (2008) przeanalizowali przebieg procesu
fermentacji Ripe Pu-erh (temperatura, pH, zawarto$¢ wody) i scharakteryzowali go pod katem
wystepujacych populacji grzyboéw oraz zmian zawartosci polifenoli. Poczatkowa zawarto$¢
zwigzkoéw polifenolowych (w surowcu) wynosita 22%. W pierwszej fazie procesu fermentacji

(do 6 dnia) zaobserwowano niewielkg zmiang ich zawartoSci. Nastepnie, az do 50. dnia
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fermentacji, 1lo$¢ polifenoli sukcesywnie malala, osiggajac na samym koncu procesu poziom
10%. W tym samym okresie (od 10 do 50 dnia) autorzy zaobserwowali gwaltowny wzrast
liczby grzybéw, ktorym przypisali kluczowe znaczenie w ksztattowaniu poziomu zawarto$ci
polifenoli — w trakcie procesu produkcyjnego. Enzymy wydzielane przez grzyby s3
odpowiedzialne za utlenianie oraz transformacje¢ zwigzkow polifenolowych. Li 1 in. (2018b)
uzupehili badania wykonane przez Abe i in. (2008) o obserwacje poczatkowego okresu
procesu sztucznego postarzania. Pomiary rozpoczgli w czasie zero, a kolejne pomiary
wykonywali po 3, 6, 9 1 12 godzinach. Dzi¢ki temu stwierdzili, ze pierwsze zmiany
w zawartosci polifenoli 1 flawonoidéw ogotem zachodzg juz po 3 godzinach trwania procesu
(niewielki wzrost o ok. 5% i ok. 0,1%). Nastepnie, w przypadku polifenoli, nastepuje staty
spadek ich zawartos$ci az do konca okresu pomiarowego (do poziomu ok. 15%). W przypadku
flawonoidow od 3 do 9 godziny nast¢puje spadek ich zawartosci (do poziomu ok. 3,30%), ale
po 9 godzinie ponownie nastepuje nieznaczny wzrost (do poziomu ok. 3,35%). Chen, Liu
i Chang (2010) wykazali, iz proces sztucznego postarzania z udzialem pojedynczych szczepow
bakterii (wykorzystano dwa gatunki: Streptomyces i Actinoplanes) nie prowadzi do
zmniejszenia a do znaczacego zwigkszenia iloSci zwigzkow fenolowych w produkcie
koncowym — nawet 7-krotnego po 180 dniach fermentacji. Dzigki temu mozliwe jest
projektowanie herbat Pu-erh z wigksza zawartoscig wybranych zwigzkéw chemicznych.

Wyniki badan wtasnych, uzyskanych dla grupy herbat zakupionych na rynku lokalnym,
wykazuja ich duze zrdéznicowanie. Najmniejszym poziomem zwigzkéw polifenolowych
charakteryzowata si¢ herbata firmy Mayo (96,1 mgGAE/100ml naparu), podczas gdy w probie
z herbaciarni ,,Czas na Herbat¢” oznaczono ich zawarto$¢ na poziomie 204,1 mgGAE/100ml
naparu. W pozostatych probach ilo$¢ tych zwiazkow miescita si¢ w przedziale od 111,2 do
168,5 mgGAE/100ml naparu. Wyniki uzyskane dla tej grupy herbat wykazuja wigksze
podobienstwo do wersji Ripe sprowadzonej z Chin. Dodatkowo herbata z herbaciarni poddana
procesowi 6-letniego dojrzewania wykazywala mniejszg zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych
niz herbata dojrzewajaca 3 lata.

Dostepne opracowania naukowe potwierdzaja, ze warunki lezakowania wpltywaja na
zawartos¢  skladnikow  aktywnych ~w  produkcie = koncowym. Jimenez-Zamora,
Delgado-Andrade i Rufian-Henares (2016) przeanalizowali zmiany zawarto$ci zwigzkow
fenolowych w zalezno$ci od warunkoéw oraz czasu ich przechowywania — pomiary
wykonywano w czasie zero, po uplywie 3 1 nastepnie 6 miesiecy. W wyniku przechowywania
herbaty czerwonej w temperaturze pokojowej odnotowano spadek zawartosci analizowanych

zwigzkow. Takie same obserwacje poczyniono w wyniku przechowywania tej samej herbaty
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w podwyzszonej temperaturze (50°C). Autorzy dokonywali pomiarow w krétkim okresie oraz
nie podali doktadnego opisu analizowanej herbaty, dlatego autorowi niniejszej dysertacji trudno
jest sie odnie$¢ do zaprezentowanych wynikéw w stosunku do konkretnego rodzaju herbaty
Pu-erh. Z kolei Zhou 1 in. (2020a) uwzglednili dluzszy czas przechowywania produktu,
poniewaz poroéwnali 15-letnig herbate Ripe Pu-erh przechowywang we wzglednie suchym
i wzglednie wilgotnym $rodowisku (warunki naturalne, niesterowane). Obie proby zostaty
przygotowane z tego samego surowca i sprasowane przed procesem lezakowania. Herbata
przechowywana we wzglednie suchym otoczeniu zawierata wigksze ilosci polifenoli
(85,73 mg/g) niz herbata przechowywana we wzgl¢dnie wilgotnym otoczeniu (70,73 mg/g).

Ze wzgledu na niepetne informacje w pochodzeniu surowca wykorzystanego do produkcji
analizowanych herbat, nie mozna byto w przeprowadzonych badaniach uwzglgdni¢ wplywu
pochodzenia/rodzaju surowca na zawarto$ci oznaczanych zwigzkéw. Mimo iz zastosowany
proces produkcyjny w istotny sposéb wplywa na koncowa zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych, to rowniez pochodzenie surowca nie pozostaje tutaj bez znaczenia. Jego rodzaj
oraz jako$¢ decyduja bowiem o wyjsciowej ilosci tych zwigzkéw, ktore nastepnie
w odpowiednim stopniu ulegng dalszym przemianom.

Do produkcji niemal wszystkich rodzajow herbat wykorzystuje si¢ mtode, gérne liscie
1 nieotwarte paczki lisciowe. Podczas gdy dojrzate, starsze liScie o barwie giebokiej zieleni
uznawane sg za nieodpowiednie do produkcji herbaty, ze wzgledu na ich niepozadany smak
(Liu i in. 2020). Do produkcji Pu-erh rowniez wykorzystuje si¢ mtode liscie, ale dodatkowo
takze kolejne 2-3 liscie. W przypadku surowca ze starych ,,dzikich” drzew (trudnodostgpnego
ze wzgledu na potozenie w dzungli oraz wysoko$¢ samych drzew) wigkszos$¢ pozyskiwanego
materiatu stanowig dojrzate liscie.

Mtode liscie zawieraja na ogot wigksze ilosci kofeiny, EGCG 1 ECG niz te dojrzate. Jednak
starsze liscie sg bogatsze w teaning, EGC 1 EC. Z kolei rosliny dziko rosnace charakteryzuja
wigksze poziomy EGCG, EGC, ECG 1 katechin ogdélem w poroéwnaniu z odmianami
uprawnymi (Chan, Lim i Chew 2007). Liu i in. (2020) poréwnali profil fenolowy mtodych
(maksymalnie dwutygodniowe) i starych (co najmniej trzymiesigcznych) lisci Camellia
sinensis var. sinensis. Uzyskane wyniki wykazaty, ze mtode licie zawierajg niemal dwa razy
wiecej zwigzkow fenolowych (18,82% suchej masy) niz liscie starsze (9,52% suchej masy).
Potwierdzili rowniez, ze mtode liscie zawierajg wigcej] ECG 1 EGCG 1 mniej EC 1 EGC niz
starszy material. Dodatkowo dojrzaty material zawieral wigksze ilosci rutyny (stary lis¢ —
0,37% suchej masy, mtody li§¢ — 0,24% suchej masy). Podobng zaleznos$¢, ale w lisciach

Camellia sinensis var. assamica, przedstawili Chan, Lim i Chew (2007). Dokonali oni analizy
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poréwnawczej Swiezych pedow (paczek 1 dwa najmtodsze liscie), mtodych lisci (liscie od 3 do
5) oraz dojrzatych lisci (od 6 do 8). Najwieksza zawarto$¢ zwigzkow fenolowych oznaczyli
w $wiezych pedach (7666 mg GAE/100 g), nastepnie w mlodych lisciach
(7280 mg GAE/100 g), a nayjmniej w lisciach dojrzatych (5836 mg GAE/100 g). Dodatkowo
poréwnali materiatl pozyskany z upraw zlokalizowanych na terenach nizinnych oraz terenach
gorskich. Nieznacznie wigkszg iloscig zwigzkow fenolowych charakteryzowat si¢ surowiec
z upraw znajdujacych si¢ na wigkszych wysokosciach (7586 + 1995 mg GAE/100 g), ale byt
tez bardziej zroznicowany pod tym katem. Surowiec pozyskany z terenow nizinnych
(7280 = 126 mg GAE/100 g) wykazywat bardziej stabilng ilo$¢ zwigzkéw fenolowych.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata zréznicowanie uzyskanych wynikow
w zalezno$ci od miejsca zakupu analizowanych herbat. Majac na uwadze, ze t Stat (Zatacznik
6) dla zwiazkow polifenolowych jest wicksze od 0 (2,94) i P(T<=t) jednostronny wynosi
0,0082, a wigc jest mniejsze od zatozonego a=0,05 zaklada si¢, Ze §rednia zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych mierzona w mgGAE/100ml dla herbat, ktorych proby pochodza bezposrednio
z Chin, jest istotnie wigksza od $redniej zawartosci tych zwigzkow mierzonych w ten sam
sposob dla herbat, zakupionych na rynku lokalnym. Moze to wynika¢ z wielu czynnikéw, jak:
warunki przechowywania i transportu, forma i sposob przygotowania surowca (Surowiec
w postaci sypkiej lub prasowany).

Wedlug wielu osrodkow naukowych herbaty Pu-erh wykazujg niewielkg zawartosé
zwigzkéw  polifenolowych ~w  poréwnaniu z pozostalymi rodzajami  herbaty.
Almajano i in. (2008) najwiekszg zawarto$¢ analizowanych zwigzkow 0znaczono w herbacie
biatej (2180 mg GAE/]l naparu), niewiele mniejsza w herbacie zielonej (2083 mg GAE/I
naparu), nastepnie w czarnej (1844 mg GAE/I naparu), a najmniej w czerwonej (825 mg GAE/]
naparu). Z kolei Jimenez-Zamora, Delgado-Andrade i Rufian-Henares (2016) uzyskali inng
kolejno$¢ dla tych samych rodzajéw herbat: zielona (1387 mg GAE/l naparu), biata
(613 mg GAE/I naparu), czerwona (318 mg GAE/I naparu), czarna (251 mg GAE/I naparu).
Herbata zo6tta, oolong oraz inne ciemne herbaty, poza Pu-erh, sg sporadycznie spozywane lub
w ogolle nieznane. Dlatego bardzo czgsto opracowania europejskich naukowcdéw nie
uwzgledniaja wszystkich 6 rodzajow herbat. Z tego wzgledu ciekawsze wydaja si¢ opracowania
autoréw z Chin, ktorzy maja dostep do wszystkich rodzajow herbat, w tym Raw i Ripe Pu-erh.
Zhangiin. (2011) porownali zawartos$ci katechin 1 kwasu galusowego we wszystkich rodzajach
herbaty z uwzglgdnieniem Aged Raw i Ripe Pu-erh. Uzyskane wyniki pokazaty, ze najwigksza
zawartoscig katechin charakteryzowaty si¢ herbaty oolong (87,82 mg/g) — nalezy w tym

miejscu zaznaczy¢, ze herbaty oolong wykazuja najwigksze zréznicowanie pod wzgledem
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stopnia utlenienia sktadnikow (od 15 do 80%). Nastepne w kolejnosci byly herbaty zotte
(72,29 mg/g), a dopiero potem biate (70,73 mg/g) i zielone (66,38 mg/g). Wersja Aged Raw
Pu-erh zawierata wigcej katechin (38,69 mg/g) niz wersja sztucznie postarzana, ale niemal
dwukrotnie mniej niz herbata zielona. Jedng z najnizszych zawartosci tych zwigzkow
oznaczono w herbatach czarnych (7,79 mg/g) i Ripe Pu-erh (4,28 mg/g). Analiza zawarto$ci
kwasu galusowego wykazata, ze wicksza jego ilos¢ miaty herbaty bardziej przetworzone —
najwiecej Ripe Pu-erh (6,51 mg/g). Z kolei Tang i in. (2019) przeanalizowali wszystkie rodzaje
herbat, z czego w grupie herbat ciemnych uwzglednili wszystkich przedstawiciele 5 prowincji,
zajmujacych si¢ produkcja herbat tego rodzaju. W wyniku przeprowadzonej analizy zawartosci
zwigzkéw polifenolowych otrzymali nastgpujace wyniki: herbaty zotte (198,44 mg GAE/g
suchej masy)> zielone (195,79 mg GAE/g suchej masy)> oolong (172,11 mg GAE/g suchej
masy)> czarne (107,54 mg GAE/g suchej masy)> biate (84,39 mg GAE/g suchej masy)>
ciemne (78,16 mg GAE/g suchej masy). Tang i in. (2019) podkreslili, iz rzadko przytaczanym
czynnikiem, majacym wplyw na site antyoksydacyjng poszczegoélnych rodzajow herbat jest
biodostepnos¢ zwigzkow fenolowych. Herbaty fermentowane cechuje wyzsza biodostepnosé
tych sktadnikéw niz herbat niefermentowanych. Mimo iz herbaty czarne i ciemne zawieraja
mniej sktadnikow przeciwutleniajagcych niz herbaty zielone, bedg w badaniach in vivo

wykazywac¢ wigkszg lub podobng skutecznos¢ dziatania.

7.3. Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej

Zywno$¢ nieprzetworzona, a przede wszystkim owoce i warzywa, wykazuja najwicksza
aktywnos$¢ przeciwoksydacyjng 1 znajdujg si¢ u podstaw piramidy zdrowego zywienia. Herbata,
cho¢ nie zawiera tak znaczacych ilosci sktadnikéw o charakterze przeciwutleniajacym, to
stanowi cenne uzupetnienie codziennej diety. W poréwnaniu z woda i innymi napojami
dostarcza réznorodnych i cennych zwigzkow, ktorych struktura zalezy od wybranego rodzaju
herbaty. Polifenole stanowig w herbacie najwieksza grupe zwigzkow o charakterze
antyoksydacyjnym. Jednak rowniez witaminy, kwasy organiczne 1 zwigzki barwne,
wystepujace w mniejszych ilosciach, wptywaja na koncowa zdolno$¢ produktu do wymiatania
wolnych rodnikéw. Jak wykazano w cze$ci teoretycznej, herbata Pu-erh nie zostala jeszcze do
konca poznana przez naukowcow i nadal odkrywane i poznawane sg jej nowe sktadniki, ktore
rowniez moga wykazywac wtasciwosci przeciwutleniajace.

Opracowania poréwnujace aktywnos$¢ przeciwutleniajagcg réznych rodzajow herbat

wykazuja, ze herbaty Pu-erh wykazuja najmniejszg lub jedng z mniejszych skuteczno$ci na tym
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polu. Wydaje si¢ wigc, ze mimo bogatego sktadu chemicznego skutecznos$¢ tych zwigzkow do
neutralizacji wolnych rodnikéw jest niska. Almajano i in. (2008) poréwnali zawartos¢
polifenoli oraz aktywnos$¢ przeciwutleniajaca (test TEAC) herbaty biatej, zielonej, czerwonej
1 czarnej. Przy zastosowanym doborze prob najmniejsza skuteczno$s¢ w wygaszaniu wolnych
rodnikow ABTS wykazywata herbata czerwona (1215 mmol troloksu/l), a najwickszg — herbata
zielona (6344 3771 mmol troloksu/l). Herbata czarna, nalezaca réwniez do herbat mocno
przetworzonych, wykazywata w porownaniu z herbata czerwong ponad trzykrotnie lepsza
skutecznos¢.  Bardziej  rozbudowang  analiz¢  przeprowadzili  Jimenez-Zamora,
Delgado-Andrade i Rufian-Henares (2016), uzyskujac nieco odmienne wyniki. Poréwnali oni
zdolno$¢ do wygaszania wolnych rodnikow w herbacie biatej, zielonej, czerwonej i czarne;j.
Autorzy zastosowali test TEAC wzgledem odczynnikow ABTS, DPPH oraz FRAP. W kazdym
wykonanym tescie najwigkszg skutecznoscia charakteryzowata si¢ herbata zielona, nastepnie
biata, czerwona i1 na koncu czarna. Wykorzystujac odczynnik DPPH, r6znica migdzy herbata
czerwong a czarng byta najmniejsza (odpowiednio 5,45 i 5,13 mmol troloksu/l). Z kolei Tang
i1in. (2019) porownali zdolno$ci antyoksydacyjne wszystkich 6 rodzajow herbat w odniesieniu
do redukcji jonow zelaza (III) oraz za pomoca testu TEAC wobec rodnikow ABTS. Najlepsza
skuteczno$cig — ponad lub niemal 3-krotnie wicksza w porownaniu z herbatami czarnymi,
ciemnymi i biatymi — charakteryzowatly si¢ napary herbat zielonych (3621,75 umol Fe (I1II)/g
suchej masy) i z6ttych (3182,34 75 pmol Fe (III)/g suchej masy). Réwniez wobec rodnikoéw
ABTS napary herbat zottych i zielonych wykazywaly kilkukrotnie wigksza skuteczno$¢ niz
napary herbat czarnych, biatych i ciemnych. W grupie herbat ciemnych w obu dos§wiadczeniach
najmniejszg skuteczno$¢ wykazywata herbata Tibetan Tea z prowincji Sichuan, a najwigksza —
Fuzhuan Brick Tea z prowincji Hubei. Herbata Pu-erh z prowincji Yunnan za kazdym razem
wykazywata skuteczno$¢ ponizej S$redniej dla catej grupy herbat ciemnych (FRAP:
803,46 umol Fe (IlI)/g suchej masy; TEAC: 406,02 umol troloksu/g suchej masy). Nalezy
W tym miejscu zaznaczyC, ze w grupie herbat ciemnych wystepowaty herbaty poddane
wymuszonemu procesowi fermentacji mikrobiologicznej.

Dokonujac analizy uzyskanych wynikow w grupie herbat sprowadzonych bezposrednio
z Chin stwierdzono, Ze proces naturalnej i powolnej fermentacji prowadzi do uzyskania herbat
o lepszej zdolnosci do neutralizacji wolnych rodnikéw w poréwnaniu z herbatg uzyskang

w wyniku sztucznego postarzania (Rys. 7.3).
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Rys. 7.3 Aktywnos$¢ antyoksydacyjna wszystkich analizowanych naparéw herbat wzgledem
odczynnika DPPH z uwzglednieniem podziatu na grupy: Raw z Chin, Ripe z Chin, herbaty
z rynku lokalnego
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbat¢”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédlo: opracowanie na podstawie wynikow badan wiasnych

Herbaty Raw Pu-erh charakteryzowata aktywnos¢ antyoksydacyjna na poziomie 90,5% do
92,4%, natomiast Ripe Pu-erh na poziomie 87,5% do 90,1%. Taka zalezno$¢ potwierdzili
réwniez Roda i in. (2019), ktorzy poroéwnali herbaty Raw i Ripe Pu-erh pod katem zdolno$ci
ich naparéw do absorpcji rodnikow tlenowych (ORAC), zmiatania rodnikoéw nadtlenkowych
(SARSA) oraz skutecznosci wzgledem odczynnikow DPPH, ABTS, FRAP. Wersja Raw

w kazdym tescie wykazywala wigksza skuteczno$¢ niz wersja Ripe. Kilkukrotnie lepsze wyniki
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odnotowano w doswiadczeniu z odczynnikiem DPPH, FRAP oraz metodzie ORAC,
a Wilasciwosci antyoksydacyjne surowej Pu-erh rosty wraz z zawartoscig polifenoli.

W przypadku Pu-erh wytwarzanej w sposob tracyjny jako$¢ surowca oraz jego
pochodzenie bedg w znacznym stopniu wplywaé na wilasciwosci antyoksydacyjne produktu
koncowego. Chan, Lim i Chew (2007) dokonali analizy porownawczej $wiezych pedoéw
(paczek 1 dwa najmtodsze liscie), mtodych lisci (liscie od 3 do 5) oraz dojrzatych lisci (od 6
do 8) Camellia sinensis var. assamica, pochodzacych z upraw prowadzonych na terenach
nizinnych i1 gorskich. Do oceny wiasciwosci antyoksydacyjnych wykorzystali odczynnik
DPPH, FRAP oraz ocen¢ zdolnosci do chelatowania jonow zelazowych (II) (FIC). W kazdym
tescie najlepsze wyniki odnotowano dla mlodych pedow, a nastepnie mtodych lisci. Roznica
migdzy tymi rodzajami surowca a dojrzatymi lis¢émi byla znaczaca. Uzyskane wielkosci byty
skorelowane z zawarto$cig zwigzkow fenolowych. Interesujace jest zestawienie wynikow
uzyskanych dla surowcéw z upraw prowadzonych na roznych wysokos$ciach. Mimo iz surowiec
pozyskany z upraw prowadzonych na terenach nizinnych zawierat mniejsze ilosci zwigzkow
fenolowych, to wykazywat on wigkszg skuteczno$¢ wzgledem odczynnikow DPPH i FRAP.
Autorzy sugerowali, ze lokalizacja upraw krzewu herbacianego wplywa na powstawanie
w surowcu innych zwigzkow (niz zwigzki fenolowe) o charakterze przeciwutleniajagcym.
W roku 2016 zespot Zeng i in. potwierdzit, ze lokalizacja upraw krzewu herbacianego wplywa
na sktad chemiczny pozyskiwanych lisci.

W wyniku wykonanych badan wtasnych zauwazono, ze wraz z wiekiem herbaty zmienia
si¢ jej zdolnos¢ do zmiatania wolnych rodnikoéw DPPH. W wersji tradycyjnej najstarsza proba
wykazywata pod tym katem najmniejszg skutecznos¢. Mozna zatem przypuszczac, ze
wieloletni proces dojrzewania bedzie mie¢ negatywny wptyw na aktywno$¢ antyoksydacyjng
naparéw analizowanych herbat. Takg zalezno$¢ wykazali rowniez Ahmed i in. (2010). Autorzy
porownali zdolno$¢ do wychwytywania wolnych rodnikow DPPH 3 rodzajow Pu-erh: Raw,
10-letni Aged Raw i Ripe. Najlepszg aktywnoscig antyoksydacyjna (wyrazong warto$cig ICso)
charakteryzowaty si¢ napary surowej Pu-erh (Srednia wyniosta ok. 71 pug/ml). Nieco mniejsza
skuteczno$¢ wykazywaly Aged Raw ($rednia wyniosta ok. 95 pg/ml). Z kolei najmniejsza —
Ripe Pu-erh (Srednia wyniosta ok. 101 pg/ml).

W analizowanej grupie herbat sztucznie postarzanych sprowadzonych bezposrednio z Chin
zaobserwowano potencjalng zalezno$¢ mig¢dzy zdolno$cig naparéw do redukcji wolnych
rodnikéw a wiekiem herbaty. Jednak ilo$¢ zaledwie dwoch prob uniemozliwia potwierdzenie

tego przypuszczenia. Wigksza zdolno$cia antyoksydacyjng charakteryzowaly sie napary
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starszej herbata (z 2005 roku) — srednio 90,1%. W herbacie z 2010 roku wykazana aktywno$¢
antyoksydacyjna wyniosta $rednio 87,5%.

Przy produkcji Ripe Pu-erh, na sktad produktu koncowego wptyw ma kompozycja
drobnoustrojow wykorzystanych w procesie sztucznego postarzania. W przypadku
zaszczepiania surowca to technolog jest odpowiedzialny za dobor grzybow 1 bakterii. Chen, Liu
i Chang (2010) wykazali, ze sterowanie procesem sztucznego postarzania, moze prowadzi¢ do
uzyskania herbat zawierajacych wigksze ilosci zwigzkow aktywnych i wykazujacych lepsze
wlasciwosci antyoksydacyjne. Naukowcy przeprowadzili proces sztucznego postarzania
surowcow roznego pochodzenia z zastosowaniem bakterii rodzaju Streptomyces. Zdolnos¢ do
wymiatania wolnych rodnikow DPPH oraz rodnikow ponadtlenkowych sprawdzano
W surowcu, a nastepnie po 10, 20, 30, 60, 90 i 180 dniach trwania procesu fermentacji.
Najlepszymi wlasciwos$ciami antyoksydacyjnymi w stosunku do rodnikow DPPH
charakteryzowal si¢ surowiec przetworzony z zastosowaniem S. bacillaris i S. cinereus.
Autorzy stwierdzili, ze przeprowadzenie procesu fermentacji z wykorzystaniem S. cinereus
prowadzi do powstania w produkcie koncowym kwasu galusowego, galokatechiny i galusanu
epikatechiny oraz zwigkszenia ilosci epikatechiny, epigalokatechiny, kwasu kawowego
1 chlorogenowego, w porownaniu z herbatg uzyskang bez udziatu tych bakterii. W odniesieniu
do rodnikow ponadtlenkowych réowniez odnotowano pozytywny kierunek zmian. Jednak
réznice miedzy skutecznos$cia wychwytywania rodnikow ponadtlenkowych miedzy surowcem
a produktem koncowym nie byty tak duze, jak w odniesieniu do odczynnika DPPH. Autorzy
uznali, ze za wysoka poczatkowa zdolno$¢ do neutralizowania rodnikow ponadtlenkowych
odpowiedzialne sg zwigzki fenolowe. Natomiast w odniesieniu do warunkoéw przechowywania
produktu, to Jimenez-Zamora, Delgado-Andrade i Rufian-Henares (2016) zaobserwowali
zalezno$¢ miedzy oznaczong zawartoscig polifenoli oraz warto$ciami testu TEAC dla rodnikow
ABTS oraz FRAP. W tescie z odczynnikiem DPPH rowniez zaobserwowano taka zaleznos¢,
ale tylko podczas przechowywania herbaty w temperaturze pokojowej. Podczas jej
przechowywania w podwyzszonej temperaturze (50°C) po uptywie 6 miesiecy zaleznos¢ byta
odwrotna, to znaczy, ze wraz ze spadkiem zawartosci polifenoli zdolno$¢ naparu herbaty do
neutralizowania wolnych rodnikow DPPH rosta. Zdaniem autor6w mogto to by¢ zwigzane
z modyfikacja matrycy roslinnej, ktora pozwolita na wigksze uwalnianie materiatu fenolowego
podczas okresu infuzji.

Herbaty zakupione na rynku lokalnym charakteryzowalo nieznaczne zréznicowanie
wilasciwosci antyoksydacyjnych. Najwyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazywaly napary

herbaty zakupionej w herbaciarni ,,Czas na Herbate” (90,6%). Sprzedawca deklarowat, iz
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produkt ten poddany zostat procesowi 3-letniego dojrzewania. Napary herbaty z deklarowanym
6-letnim takim okresem (herbaciarnia ,,Herbata-Kawa.pl”) wykazywaty podobng skutecznos¢
— na poziomie 89,6%. Najmniejsza oznaczong skuteczno$¢ w zmiataniu wolnych rodnikow
DPPH w tej grupie wykazywaty napary herbat firm Haichao (88,9%) oraz Mayo (88,2%).

W celu ustalenia, jaki rodzaj herbaty Pu-erh reprezentuja proby zakupione na rynku
lokalnym, przeprowadzono grupowanie z wykorzystaniem aglomeracyjnej metody Warda.
Grupowanie przeprowadzono w oparciu o dwa parametry: zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych oraz zdolno$¢ naparéw analizowanych herbat do redukcji wolnych rodnikow
DPPH. Zaprezentowane na rysunku 7.4 skupienia wyznaczono na podstawie odlegtosci

wigzania wzgledem etapow wigzania, ktoremu odpowiadata odlegto§¢ aglomeracyjna réwna
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Rys. 7.4 Poziomy, hierarchiczny wykres drzewa analizy skupien wybranych zmiennych.
Grupowania rodzajow herbat ze wzgledu na zawartos¢ polifenoli 1 aktywnos¢
antyoksydacyjna
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbat¢”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikéw badan wiasnych

Przy wybranej odleglosci aglomeracyjnej wyodrebniono trzy skupienia. Pierwsze
skupienie tworzyty maocha oraz mtodsze Raw Pu-erh sprowadzone z Chin (z 2007 i 2003
roku). Herbaty te charakteryzowata najwicksza zawarto$¢ oznaczonych zwigzkow
polifenolowych 1 rownocze$nie najlepsze wtasciwosci antyoksydacyjne wzgledem wolnych

rodnikbw DPPH. Najbardziej zblizone wyniki analizowanych parametrow wykazywaty
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w pierwszej grupie obie wersje Raw (odlegtos$¢ euklidesowa=43). Maocha roznita si¢ od nich
zdecydowanie wigkszg zawartoscia zawigzkow polifenolowych. Drugie skupienie tworzyty
najstarszy Raw Pu-erh, Ripe Pu-erh z 2010 roku sprowdzony z Chin, a takze proby zakupione
na rynku lokalnym: z herbaciarni ,,Czas na Herbat¢” oraz firmy Haichao. Z czego herbaty
sprowadzone z Chin wykazywaly najwicksze podobienistwo wzglgdem siebie (odlegtos¢
euklidesowa=18), a proby zakupione na rynku lokalnym — najwicksze podobienstwo wzgledem
siebie (odleglos¢ euklidesowa=36). Analizowane skupienie charakteryzowata zawarto$¢
zwiazkow polifenolowych na poziomie 168,5-271,1 mg GAE/100 ml naparu oraz zdolnos$¢ do
redukcji wolnych rodnikéw na poziomie 87,5-90,6%. Ostatnie skupienie tworzyty Ripe Pu-erh
z 2005 roku oraz trzy proby zakupione na rynku lokalnym: z herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl”
oraz firm Mayo i Astra. T¢ grupe charakteryzowata najmniejsza zawarto$S¢ zwigzkow
polifenolowych. Najwigksze podobienstwo pod katem ocenianych parametrow wykazywaty
herbata sprowdzona z Chin oraz herbata zakupiona na lokalnym rynku w herbaciarni ,,Herbata-
kawa.pl” (odleglos¢ euklidesowa=13). W nastepnej kolejnosci (odlegto$¢ euklidesowa=29)
wicksze podobienstwo do tych dwoch prob wykazywala herbata firmy Mayo, a dopiero
w dalszej kolejnosci firmy Astra.

Na podstawie przeprowdzonej oceny porownawczej zawartosci zwigzkoéw polifenolowych
w naparach oraz ich zdolno$ci do redukcji wolnych rodnikow DPPH mozna uznag, iz herbaty
zakupione na rynku lokalnym stanowig wersje Ripe Pu-erh.

Wyniki badan wskazujg na niskg aktywnos$¢ przeciwutleniajacg Ripe Pu-erh, jednak
spozywanie jej naparOw moze si¢ wigza¢ z osigganiem wickszych korzysci zdrowotnych
w porownaniu do spozywania naparéw innych rodzajow herbat. Lv, Zhang, Shi i Lin (2017)
poréwnali bowiem sklady oraz wlasciwosci przeciwutleniajgce trzech rodzajow herbat
ciemnych: Pu-erh (Yunnan), Fuzhuan (Hunan) i Liubao (Guangxi). Najwiccej zwigzkow
fenolowych oznaczyli w Pu-erh (10,59%), a najmniej w Fuzhuan (9,74%). Tak wiec rdznice
w zawartosci tych zwigzkow byly niewielkie. W metodzie oznaczania zdolnosci
wychwytywania wolnych rodnikow DPPH najlepsza skuteczno$¢ wykazywaty napary herbat
Pu-erh (87,83%). Zblizony wynik uzyskano dla herbat Fuzhuan (87,60%). Natomiast
najmniejsza skuteczno$¢ wykazywaly napary herbat Liubao (82,31%). Z kolei w metodzie
oznaczania zdolno$ci neutralizowania rodnikow ABTS herbaty Pu-erh wykazywatly
najmniejszg skutecznos¢. Rowniez w oznaczeniu zdolno$ci naparéw herbaty do redukowania
jonéw zelaza (I11), herbata Pu-erh uzyskata najnizszy wynik. Co jednak wazniejsze w ostatnim
tescie, odzwierciedlajagcym wchtanianie, metabolizm 1 dystrybucje przeciwutleniaczy na

poziomie komorkowym, herbata Pu-erh uzyskata najlepszy rezultat. Wyniki te sugeruja, ze
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herbata Pu-erh ma silniejsze dziatanie przeciwutleniajgce na poziomie komorkowym
w poréwnaniu z pozostatymi analizowanymi herbatami. Autorzy sugeruja, ze testy biologiczne
takie jak CAA powinny by¢ cze$ciej wykonywane, poniewaz tylko one (poza testami na modelu
zwierzecym) uwzgledniajg przynajmniej czg¢sciowo Srodowisko panujagce w zywym

organizmie.

7.4. Oznaczenie zawarto$ci kofeiny, teobrominy, teofiliny, kwasu galusowego i teogaliny

Mimo iz naukowcy opracowali juz kilka skutecznych narzedzi do oceny jakosci herbaty
Pu-erh, to zadne z zaproponowanych rozwigzan nie zyskato aprobaty rynku aukcyjnego — ze
wzgledu na skomplikowane procedury oraz ich koszty. Dlatego poszukuje si¢ ciagle nowych,
niezawodnych, prostszych i tanszych metod badawczych do okre$lania jakosci i badania
autentycznosci (tozsamosci) herbaty Pu-erh. Z tego powodu w niniejszej dysertacji podj¢to
probe okreslenia zaleznosci lub réznic, ktére w prosty sposob dalyby pewne wyniki.

Przedstawione w czgsci teoretycznej (rozdziat 4.4) narzgdzia stosowane do oceny jakosci
herbat, opierajg si¢ na analizie profili sktadnikoéw mineralnych, substancji lotnych, wybranych
grup zwigzkow lub pelnej analizie jakosciowej produktu. W badaniach wlasnych postanowiono
skupi¢ si¢ na analizie wybranych metyloksantyn obecnych w herbacie. Uzyskane wyniki
(Tab 7.4) pokazuja, ze teofilina moze by¢ uwazana za dobry biomarker herbaty Pu-erh,
umozliwiajacy odrdéznienie wersji Raw od Ripe. Zaréwno surowiec, jak i wszystkie
analizowane wersje tradycyjne, nie wykazaty obecnosci tego zwiazku. Z kolei w wersjach

sztucznie postarzanych zawartos$¢ teofiliny wahata si¢ od 1,2 do 31,2 mg na 100g produktu.

Tab. 7.4 Zawartos¢ wybranych metyloksantyn w 100g produktu

Rok Ilo$¢ w 100g produktu

Oznaczenie Rodzaj . (mg)
produkeji 55T 3¢ T KoF
Herbaty sprowadzone z Chin

Autumn Di Jie Village Old Tree Maocha 2014 152.1 W, 454.8
Maocha
Dz?u Jia Gong Zhu Raw: Dai Raw 2007 2511 W, 466.7
princess
;{(;z\iguan FT 7623 — 3 Yi Ji Toucha Raw 2003 171.7 LW, 4745
g[a\lkI;IP Youle Qiaomu Raw Puerh Raw 1998 436 LW, 511.0
Shuangli Jingmaishan Ripe Ripe 2010 250,6 24,1 553,1
Jinggu Bai Long TF A Grade ,,Zao .
Xiang” Ripe Puerh Ripe 2005 23,6 8,0 588,2
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Herbaty zakupione na lokalnym rynku
Herbaciarnia ,,Czas na Herbat¢” Ripe b.d. 19,9 1,2 382,6
Herbaciarnia ,,Herbata-kawa.pl” Ripe b.d. 195,6 31,2 563,9
Astra Ripe b.d. 17,9 1,6 369,8
Haichao Ripe b.d. 51,8 6,6 1023,1
Mayo Ripe b.d. 21,6 134 | 4519

Zrédto: opracowanie na podstawie badan wtasnych.

TB — teobromina
TF — teofilina
KOF — kofeina
b.d — brak danych
n.w. — nie wykryto

Jednak opracowania innych naukowcOw nie potwierdzajg istnienia takiej zalezno$ci.
Lin i in. (1998) oznaczyli teofiling w zaledwie 3 prdobach (0,06-0,10 mg/100 mg suchych lisci)
na 7 analizowanych Ripe Pu-erh. Ktodka, Bonkowski i Telesinski (2008) nie wykryli tego
zwigzku w zadnym analizowanym naparze Pu-erh (dotyczy wersji Ripe). Z kolei Zhao
i in. (2011) oznaczyli w zielonym Pu-erh teofiling (w ilosci mniejszej niz 0,2 mg/g), a Wang
1 1in. (2018a) nie wykryli teofiliny w dwdch analizowanych probach sposrdd 3 komercyjnych
herbatach instant Ripe Pu-erh. W zwiagzku z tym teofilina nie moze shuzy¢ do identyfikacji
rodzaju herbaty Pu-erh, a zaobserwowang zaleznos$¢ nalezy uznaé za przypadek, wynikajacy
z doboru materialu badanego. Zawarto$¢ analizowango zwiazku nie jest bowiem
determinowana przez zastosowang obrobke technologiczng surowca.

Na zawartos¢ teofiliny w produkcie koncowym wplyw ma przede wszystkim ilos¢ tego
zwigzku w surowcu, ktéra jest §cisle powigzana z zawarto$cig kofeiny, oraz skiladem
mikroorganizmow obecnych w trakcie procesu fermentacji. Yang i in. (2007) wykazali, ze
rosliny z rodzaju Camellia (Camellia sinensis, Camellia ptilophylla, Camellia
assamica var. kucha) zawierajg alkaloidy purynowe (kofeina, teobromina, teofilina, teakryna,
adenina, ksantyna, hipoksantyna 1 paraksantyna) i niewielkg ilo$¢ alkaloidow pirymidynowych.
Glownym alkaloidem wystgpujacym w suchych lisciach Camellia sinensis i Camellia assamica
jest kofeina (ok. 2-5%). Jest ona produkowana glownie w miodych lisciach, gdzie stale
gromadzi si¢ w trakcie ich dojrzewania, jednoczesnie ulegajac powolnej degradacji. Gtowny
szlak biosyntezy kofeiny w krzewie herbacianym obejmuje konwersje ksantyny do kofeiny
poprzez 7-metyloksantozyne, 7-metyloksantyne i teobroming. Tempo biosyntezy kofeiny
zalezy od ilosci i aktywnosci enzymow, dostepnos$ci substratow, etapu rozwoju danej tkanki,
okresu wzrostu i warunkow s$rodowiskowych. W korzeniach kofeina powstaje w wyniku

3-etapowej metylacji ksantyzyny. Z kolei podczas katabolizmu kofeiny w krzewie herbacianym
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teofilina jest jedynie przemijajagcym metabolitem i pozostaje na bardzo niskim poziomie,
poniewaz proces ten obejmuje rozpad kofeiny do ksantyny poprzez teofiling
I 3-metyloksantyng, ktore nastepnie ulegajg dalszej degradacji przez konwencjonalng droge
katabolizmu puryny do CO2, NHz i mocznika poprzez kwas moczowy, alantoing i kwas
alantoinowy (Mohanpuria i in. 2009; Mohanpuria, Kumar i Yadav, 2010; Zhou i in. 2019).
Specyficzny proces fermentacji, jaki przechodza herbaty Pu-erh (w szczegdlnosci wersja
sztucznie postarzana), odgrywa kluczowa role w ksztattowaniu poziomu kofeiny oraz teofiliny
w produkcie koncowym. Wiedza na temat wptywu poszczegolnych mikroorganizmow na ilosci
tych 1 innych zwigzkow moze postuzy¢ do wyprodukowania herbaty o konkretnym sktadzie.
Wang i in. (2008) wykorzystali wybrane rodzaje plesni oraz drozdzy (Aspergillus Niger,
Rhizopus arrhizus, Mucor circinelloides, Candida albicans, Candida famata) do fermentacji
herbaty, w trakcie ktorej wykonywano pomiar zawartos$ci kofeiny, teobrominy i teofiliny.
Wykazali, ze fermentacja z wykorzystaniem plesni spowodowata wzrost zawartosci kofeiny,
natomiast z wykorzystaniem drozdzy — jej spadek. Szczep Aspergillus niger wykazywat
najsilniejszy wplyw na zawarto$¢ kofeiny, ktorej zawartos¢ wzrosta z poczatkowych 3,47% do
9,63%. Zmiany zawarto$ci kofeiny i teofiliny mialy podobny trend. Naukowcy stwierdzili, ze
kofeina w produkcie fermentowanym pochodzi z metylacji teofiliny, zachodzacej w trakcie
metabolizmu drobnoustrojow. Z kolei Zhou i in. (2018) wyizolowali z herbaty Pu-erh 11
szczepOw grzybow i zbadali, w jaki sposob wptywaja one na poziom kofeiny w trakcie procesu
fermentacji. Wykazali, ze glownie Aspergillus niger oraz Aspergillus sydowii byty zdolne do
degradacji kofeiny, a gtdwnymi produktami jej rozktadu byty teofilina oraz 3-metyloksantyna.
Ich poziom istotnie wzrastal wraz z postepujaca degradacje kofeiny. W kolejnych badaniach
Zhou i in. (2019) wykazali, ze podczas wtornego metabolizmu mikroorganizméw dochodzi
zarowno do demetylacji, jak i1 utleniania kofeiny — z czego demetylacja jest glowna Sciezka.
Podczas rozktadu kofeiny przez grzyby powstaje przede wszystkim teofilina. Aspergillus niger,
Aspergillus pallidofulvus, Aspergillus sesamicola oraz Penicillium mangini znaczaco
zwiekszyly zawarto$¢ kofeiny, jednak nie wptynety na zawarto$¢ teofiliny. Wykorzystanie
Aspergillus sydowii w procesie fermentacji znaczaco wptyneto na spadek zawartosci kofeiny
(z poczatkowej ilosci 34,39 mg/g do 5,54 mg/g 15 dnia procesu) i rOwnoczesny wzrost
zawartos$ci teofiliny (z poczatkowego poziomu 0,43 mg/g do 25,03 mg/g 15 dnia procesu).
Okoto 93% zdegradowanej kofeiny zostalo przeksztatcone w teofiling. W innych badaniach
Zhou i in. (2020b) wyizolowali 7 grzybow, pochodzacych z herbaty Pu-erh, ktore byly

odpowiedzialne za rozktad teofiliny. Zwtaszcza Aspergillus ustus oraz Aspergillus tamari
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w znaczgcym stopniu degradowaty teofiling do 3-metyloksantyny i ksantyny — poprzez
N-demetylacje i utlenianie.

Pozostate oznaczenia ilosciowe poczynione przez autorke niniejszej pracy nie wskazuja na
istnienie zadnej zalezno$ci, ktérg mozna by wykorzysta¢ do potwierdzania autentycznosci
herbat Pu-erh. W grupie Raw Pu-erh zaobserwowano, ze herbaty mtodsze zawieraty wigksza
ilo§¢ teobrominy niz jej mtodsze odpowiedniki. Mozliwe wigc, ze wraz z wydtuzaniem czasu
dojrzewania herbaty, zawarto§¢ obecnej w niej teofiliny bedzie male¢, a z kolei zawartos¢
kofeiny — rosng¢ (zalezno$¢ zawarto$ci teofiliny i kofeiny determinujg przemiany opisane
wczesniej). Rowniez w grupie Ripe Pu-erh, sprowadzonych bezposrednio z Chin, proba z 2010
roku zawierajaca wigkszg 1lo$¢ teofiliny niz proba z roku 2005, miata mniejsza zawarto$¢
kofeiny w porownaniu ze starsza proba. W herbatach zakupionych na lokalnym rynku
oznaczono teobroming na poziomie poroéwnywalnym do Ripe Pu-erh sprowadzonych
bezposrednio z Chin. Zaréwno najmniejszg jak 1 najwigksza zawarto$¢ teobrominy oznaczono
w probach z herbaciarni. Z tym ze herbata krocej dojrzewajaca zawierata mniejszg ilos¢
teobrominy, a herbata dluzej dojrzewajaca — wicksza. W przypadku oznaczenia zawartosci
kofeiny jedna herbata wyrozniata si¢ na tle pozostalych. Produkt firmy Haichao zawierat
bowiem najwieksza ilos¢ kofeiny wérdd wszystkich analizowanych prob (1023,1 mg/100 g).

Wyniki uzyskane dla tacznej zawartosci teobrominy, teofiliny oraz kofeiny nie wykazuja
istnienia zalezno$ci, mozliwej do wykorzystania jako narzgdzie do identyfikacji rodzaju
herbaty Pu-erh. Postanowiono zatem sprawdzié, czy grupowanie uwzgledniajace 3 parametry
w wielowymiarowej analizie skupien wykaze istnienie innych zalezno$ci migdzy ocenianymi
probami. Na rysunku 7.5 zaprezentowano 4 skupienia wyznaczone na podstawie odlegtosci

wigzania wzgledem etapdéw wigzania przy odlegtosci aglomeracyjnej réwnej 140.
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Rys. 7.5 Poziomy, hierarchiczny wykres drzewa analizy skupien wybranych zmiennych.
Grupowania rodzajow herbat ze wzgledu na zawartos¢ wybranych metyloksantyn
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbat¢”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikéw badan wiasnych

Przeprowadzona wielowymiarowa analiza skupien wykazata, ze nie mozna dokonaé
skutecznego podziatu herbat Pu-erh biorac za kryterium tego podzialu taczng zawarto$¢
kofeiny, teofiliny i teobrominy. Pierwsze skupienie tworzg maocha i Raw Pu-erh z 2003 roku
(odlegtos¢ euklidesowa=28), a takze Raw Pu-erh z 2007 roku. Herbaty te charakteryzuje brak
teofiliny, bardzo zblizona zawarto$¢ kofeiny oraz jedne z najwigkszych zawartosci teobrominy.
Kolejne skupienie tworzg Ripe Pu-erh z 2010 roku sprowadzona bezposrednio z Chin oraz
proba zakupiona w herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl” (odlegtos¢ euklidesowa=56). Te dwie proby
w calej grupie herbat Ripe Pu-erh zawieraly najwicksze ilosci teobrominy i teofiliny oraz
zawarto$¢ kofeiny na zblizonym poziomie. W trzecim wyodrgbnionym skupieniu znalazla si¢
najstarsza proba Raw Pu-erh sprowadzona bezposrednio z Chin (Raw 1998) oraz dwie proby
Ripe Pu-erh (firmy Mayo oraz proba z roku 2005 sprowadzona bezposrednio z Chin). W tym
skupieniu herbaty wykazywaly zroznicowang zawarto$¢ oznaczonych metyloksantyn:
teobrominy — od 21,6 do 43,6 mg/100 g produktu, teofiliny — od ,nie wykryto” do
13,4 mg/100 g produktu, kofeiny — od 451,9 do 588,2 mg/100 g produktu. Czwarte i ostatnie
skupienie tworzyty dwie proby pozyskane z lokalnego rynku: firmy Astra oraz z herbaciarni
,»Czas na Herbatg” (odleglo$¢ euklidesowa=13), poniewaz charakteryzowaty si¢ podobna

zawarto$cig wszystkich trzech analizowanych zwigzkéw. Ze wszystkich analizowanych prob
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najbardziej wyrdzniala si¢ herbata firmy Haichao, poniewaz przy stosunkowo niewielkiej ilosci
teobrominy zawierata najwigksza oznaczong zawartos¢ kofeiny.

Przedstawione grupowanie prezentuje duze zréznicowanie analizowanego materialu pod
wzgledem zawartosci wybranych wybranych metyloksantyn. Przez co analiza tych zwigzkow
nie moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana do identyfikacji rodzajow herbaty Pu-erh.

Dokonujac wizualnej oceny uzyskanych chromatogramoéw, zauwazono potencjalng
zalezno$¢ dla dwoéch pikoéw, wystepujacych w czasie 5,4 oraz 6,2 minuty. W surowcu oraz
tradycyjnej wersji Pu-erh oba piki byly wyraznie zaznaczone, a pierwszy z nich byt wyzszy od
drugiego. Z kolei w wersji sztucznie postarzanej pierwszy pik byt zdecydowanie nizszy od

drugiego (Tab. 7.5).

Tab. 7.5 Zalezno$¢ miedzy pikami w czasie 5,4 oraz 6,2 minuty w poszczego6lnych grupach
badanego materiatu
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Zrédto: opracowanie na podstawie badan wiasnych

Analiza chromatograficzna potaczona ze spektrometria mas wykazata, 1z pierwsza
wskazang substancja byta teogalina, a druga — kwas galusowy. Oznaczenie iloSciowe wykazato,
ze maocha oraz tradycyjna Pu-erh zawieraty kilkukrotnie wigcej teogaliny niz kwasu
galusowego. Z kolei w sztucznie postarzanej Pu-erh zalezno$¢ byta odwrotna, to znaczy —
kwasu galusowego byto kilkukrotnie wiecej niz teogaliny (Tab. 7.6).

Maocha oraz wersja tradycyjna herbaty Pu-erh zawieraly najwigksze z oznaczonych
zawarto$ci teogaliny. Zauwazono, ze w grupie tej proby starsze mialy mniejsza zawartos¢
teogaliny niz proby miodsze. Z kolei zawarto§¢ kwasu galusowego byla najwieksza
w przypadku herbaty Raw z 2003 roku. W grupie herbat Ripe sprowadzonych bezposrednio
z Chin zawarto$¢ teogaliny bylta kilkadziesiagt razy mniejsza niz w wersji tradycyjnej. Za to
zawarto$¢ kwasu galuoswgo w Ripe Pu-erh z 2010 roku byta najwigksza sposrod oznaczonych
(247,2 mg/100 g produktu). Proby zakupione na lokalnym rynku zawieraty teogaling na
podobnym poziomie co wersje Ripe sprowadzone bezposrednio z Chin. Natomiast zawartos§¢
kwasu galusowego byta bardzo zr6znicowana. Najmniej tego zwigzku oznaczono w produkcie
firmy Astra (71,2 mg/100 g produktu), a najwiecej w produkcie firmy Haichao — az
640,1 mg/100 g produktu. Jedynie w grupie herbat Ripe Pu-erh (sprowadzonych bezposrednio
z Chin 1 zakupionych na lokalnym rynku) wystepuje korelacja migdzy zawartoscia teogaliny
i kwasu galusowego. Jednak to nie taki rodzaj zalezno$ci jest tutaj istotny. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze to stosunek zawartosci tych dwoch zwigzkow moze
stanowi¢ narzedzie do identyfikacji rodzaju herbaty Pu-erh. Jego skutecznos$¢ 1 niezawodnos¢

oraz dalsze mozliwo$ci wykorzystania nalezaloby potwierdzi¢ dalszymi badaniami.
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Tab. 7.6 Zawartos¢ teogaliny i kwasu galusowego w 100g produktu

. . Rok [lo$¢ w 100g produktu (mg)
Oznaczenie Rodzaj orodukcji TG | KG
Herbaty sprowadzone z Chin
Autumn Di Jie Village Old Maocha 2014 667.6 60.9
Tree Maocha
Dgl Jia Gong Zhu Raw: Dai Raw 2007 795.1 118.2
princess
Xiaguan FT 7623 -3 Yi Ji Raw 2003 6295 165.4
Toucha Raw
CNNP Youle Qiaomu Raw Raw 1998 576.1 148 3
Puerh Cake
Shuangli Jingmaishan Ripe Ripe 2010 27,8 247,2
Jinggu Bai Long TF A Grade .
,Zao Xiang” Ripe Puerh Ripe 2005 19,2 114,5
Herbaty zakupione na lokalnym rynku
Herbaciarnia ,,Czas na .
Herbate” Ripe b.d. 22,7 221,0
Herbau:s}rnla ,,Herbata- Ripe b.d. 29,0 224.9
kawa.pl
Astra Ripe b.d. 15,4 71,2
Haichao Ripe b.d. 46,8 640,1
Mayo Ripe b.d. 18,1 75,1

Zrédlo: opracowanie na podstawie badan wiasnych

b.d — brak danych
TG —teogalina
KG - kwas galusowy

W dostepnej literaturze nie znaleziono doniesien mowigcych wprost o zaleznosci
zawartosci teogaliny i kwasu galusowego. Mimo to pojedyncze wyniki uzyskane przez Hou
i in. (2009) oraz Pedan i in. (2018) potwierdzaja t¢ zalezno$¢. Z tym ze pierwszy zespot nie
wykryt kwasu galusowego w niefermentowanej Pu-erh, a w wersji fermentowanej nie wykryt
teogaliny. Z kolei drugi zespot przeprowadzit oznaczenie wybranych zwigzkoéw aktywnych
w dojrzatych Raw Pu-erh (5 egzemplarzy z 2005 roku oraz po jednym z 1992 i 1980 roku) oraz
mitodych Ripe Pu-erh (5 egzemplarzy z 2016 roku, 5 egzemplarzy z 2017 roku oraz po jednym
z 1994 1 1980 roku) roéznego pochodzenia. We wszystkich tradycyjnych Pu-erh zawarto$¢
teogaliny byta od 2,6 do 11,1 razy wigksza od zawartosci kwasu galusowego, a we wszystkich
sztucznie postarzanych probach tej herbty kwasu galusowego oznaczono od 1,2 do 16,6 razy
wiecej niz teogaliny. Rowniez Wang 1 in. (2018b) wykonali oznaczenie dwoch omawianych
zwigzkéw w Raw i Ripe Pu-erh i uzyskali takg sama zalezno$¢ — z jednym wyjatkiem. Analize

ilosciowa wykonano dla prob z 2015, 2012 oraz 2011 roku. W tradycyjnej wersji tej herbaty
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oznaczona zawarto$¢ teogaliny byla ponownie kilkukrotnie wigksza (okoto 4,3 razy) od
zawartosci kwasu galusowego. W przypadku sztucznie postarzanej Pu-erh z 2015 i 2012 roku
zawarto$¢ kwasu galusowego byta 1,2-1,5 razy wigksza od zawartosci teogaliny. Zaleznos¢ ta
nie wystepowata w probie z 2011 roku. Wszystkie Ripe Pu-erh charakteryzowaty si¢
stosunkowo niskg zawartoscig kwasu galusowego, ktorego po fermentacji mikrobiologicznej
powinno by¢ zdecydowanie wigcej niz w Raw Pu-erh (Hou i in. 2009; Ku i in. 2010; Zhang
iin. 2011; Lviin. 2013; Ge i in. 2019). Watpliwo$¢ moze rowniez budzi¢ duze zré6znicowanie
wynikow uzyskanych dla Ripe Pu-erh. Z tego wzgledu autorka niniejszej dysertacji uwaza, iz
powyzsze odstepstwo od zaproponowanej zasady nie przekresla jednoznacznie mozliwosci
wystepowania zalezno$ci migdzy teogaling i kwasem galusowym, dzigki ktérej mozliwa jest
identyfikacja rodzaju herbaty Pu-erh. Potwierdzeniem moga by¢ réwniez wyniki
zaprezentowane przez Ge i in. (2019), ktorzy za pomoca nowo opracowanej metody
przeprowadzili profilowanie oraz iloSciowe oznaczenie kwaséw fenolowych w probkach
Pu-erh. Autorzy podkreslili w swojej pracy, ze kwas galusowy jest glownym kwasem
fenolowym sztucznie postarzanego Pu-erh, podczas gdy teogalina — surowego Pu-erh.

Wykazang w badaniach wlasnych oraz innych autorow zalezno$¢ mozna wytlumaczy¢
przemianami, zachodzacymi w trakcie fermentacji. W Ripe Pu-erh zawartos¢ teogaliny maleje,
poniewaz jest metabolizowana przez mikroorganizmy wiasnie do kwasu galusowgo. Zawartos¢
kwasu galusowego zdecydowanie wzrasta takze za sprawg innych przemian (np. z EGCQG)
(Geiin. 2019).

Teogalina (kwas 3-galloilochinowy) jako ester kwasu galusowego jest najbardziej
rozpowszechnionym kwasem fenolowym obecnym we wszystkich rodzajach herbaty.
Wykazano, ze w zielonych japonskich herbatach jest jednym ze zwigzkéw wzmacniajacych
intensywno$¢ smaku umami. Jego zawarto$¢ rozni si¢ w zaleznosci od gatunku Camellia
sinensis, dojrzatosci lisci, a takze pory =zbiorow. Teogalina wykazuje dziatanie
przeciwutleniajgce 1 przeciwzapalne. W organizmie jest metabolizowana do kwasu galusowego
i kwasu chinowego (Stagg i Swaine, 1971; Kaneko i in. 2006; Dimpfel i in. 2007a; Yagi, Goto
i Nanjo, 2009; Stodt i Engelhardt, 2013; Tan i in. 2017; Ge i in. 2019). Niemieccy naukowcy
wykazali, ze teogalina wraz z kwasem chinowym mogg by¢ skuteczne w zapobieganiu,
wzglednie leczeniu, demencji (np. choroby Alzheimera lub Parkinsona), depresji, a takze
zaburzen zdolnos$ci do koncentracji, takich jak zesp6t nadpobudliwosci ruchowej z deficytem
uwagi. Naukowcy opatentowali w roku 2007 zastosowanie tych dwoch zwigzkéw do
wytwarzania §rodka leczniczego (Dimpfel i in. 2007b; Kler, Zenger i Dimpfel 2014). Mimo iz

teogalina nie jest nowo poznanym zwigzkiem, a jej obecno$¢ w herbacie byta intensywnie
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analizowana juz w latach 60. 1 80. XX wieku, to w literaturze przedmiotu znajduje si¢ mato
informacji na jej temat.

Z kolei kwas galusowy (kwa 3,4,5-trihydroksybenzoesowy) jest szeroko
rozpowszechnionym w krolestwie roslin zwigzkiem fenolowym. Wystepuje w postaci wolnej
lub jako fenolowe metabolity wtorne. Kwas galusowy jest wykorzystywany przede wszystkim
w branzy farmaceutycznej oraz chemicznej ze wzgledu na kilka waznych wlasciwosci. Jako
silny przeciwutleniacz skutecznie wychwytuje wolne rodniki, redukujac skutki stresu
oksydacyjnego. Wykazuje rowniez dzialanie przeciwnowotworowe (poprzez hamowanie
proliferacji komorek i indukowanie apoptozy), przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwwirusowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe, neuroprotekcyjne oraz ochronne dla
uktadu sercowo-naczyniowego (Al Zahrani, EI-Shishtawy i Asiri 2020; Liao i in. 2018; Liu
1 in. 2020). Na zawarto$¢ kwasu galusowego w herbacie znaczacy wptyw ma zastosowana
obrobka technologiczna surowca. Wykazano bowiem, Zze wraz ze wzrostem stopnia
przetworzenia surowca ro$nie zawartos¢ kwasu galusowego w produkcie koncowym. Tak wiec
herbaty czarne i ciemne zawieraja wicksze ilosci tego zwigzku w poroéwnaniu z herbatami
zielonymi czy biatymi (Jiang i in. 2019; Kongpichitchoke i in. 2016; Lin i in. 1998). W herbacie
Pu-erh galusany katechiny i teaflawiny s3 hydrolizowane przez tanaze (wytwarzang przez
grzyby), uwalniajac kwas galusowy, katechiny (EC, C, GC i EGC) i teaflawing. Nastepnie
katechiny ulegaja dalszej polimeryzacji lub izomeryzacji, a kwas galusowy jest estryfikowany
do galusanu etylu (Lin i in. 1998; Liu i in. 2020). Stwierdzono rowniez, ze w trakcie procesOw
ogrzewania przy wytwarzaniu herbaty, strictinin ulega rozpadowi na kwas elagowy oraz kwas
galusowy (Chen i in. 2015).

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata zréznicowanie uzyskanych wynikéw
w zalezno$ci od miejsca zakupu badanych herbat, z uwzglednieniem zawarto$¢ kwasu
galusowego w produkcie. Majac na uwadze, ze t Stat dla kwasu galusowego jest wigksze od
0 (2,77) i P(T<=t) jednostronny jest mniejszy od zatozonego 0=0,05 (0,0108), mozemy
stwierdzi¢, ze $rednia zawarto$¢ kwasu galusowego dla herbat, ktorych proby pochodza
bezposrednio z Chin, jest istotnie wigksza od $redniej zawarto$ci tego kwasu w herbatach,
ktérych proby zakupiono na lokalnym rynku. Dodatkowo wyniki wielowymiarowe] analizy
skupien pozwolily na uzyskanie dwoch skupien (odleglo$¢ aglomeracyjna réwna 400)

(Rys. 7.6).
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Rys. 7.6 Poziomy, hierarchiczny wykres drzewa analizy skupien wybranych zmiennych.
Grupowania rodzajow herbat ze wzgledu na zawarto$¢ kwasu galusowego oraz teogaliny
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbate”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikéw badan wiasnych

Przy wybranej odleglo$ci aglomeracyjnej pierwsze skupienie tworzg maocha oraz
wszystkie Raw Pu-erh sprowadzone z Chin. Herbaty te charakteryzuja najwicksza zawarto$¢
kwasu galusowego (576,1-795,1 mg/100 g produktu) oraz zblizona zawarto$¢ teogaliny (poza
maocha). W grupie tej najwigksze podobienstwo pod katem analizowanych czynnikow
wykazywaty dwie starsze Raw — z 1998 roku oraz z 2003 roku (odleglos¢ euklidesowa=56),
a nastgpnie maocha 1 Raw z 2007 roku (odleglo$¢ euklidesowa=140). Drugie skupienie
tworzyly Ripe Pu-erh sprowadzone bezposrednio z Chin, dwie proby zakupione w lokalnych
herbaciarniach oraz produkty firmy Astra i Mayo. Obie proby zakupione w herbaciarniach
(odlegtos¢ euklidesowa=7) charakteryzowaty bardzo zblizone zawartosci obu analizowanych
zwigzkow (teogalina: 221,0 1 224,9 mg/100 g produktu, kwas galusowy: 22,7 1 29,0 mg/100 g
produktu). Najwigksze podobienstwo do tych dwoch prob wykazywata herbata Ripe Pu-erh
z 2010 roku sprowadzona bezposrednio z Chin (teogalina: 247,2 mg/100 g produktu, kwas
galusowy: 27,8 mg/100 g produktu). Z kolei do produktéw firm Astra 1 Mayo (odleglos¢
euklidesowa=5), najwigksze podobienstwo wykazywata Ripe Pu-erh z 2005 roku sprowadzona
bezposrednio z Chin, ze wzgledu na zblizony poziom zawartosci kwasu galusowego. Poza

oméwionymi skupieniami znalazta si¢ herbata firmy Haichao, ktdrag wyrdzniata zawarto$¢
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teogaliny — najwieksza spos$rod oznaczonych — oraz zawartos¢ kwasu galusowego, roéznigca si¢
od pozostatych wynikoéw uzyskanych dla herbat Raw i Ripe Pu-erh.

Uzyskane wyniki badan wiasnych wskazuja, ze analiza zawartos$ci teofiliny, teobrominy
oraz kofeiny nie moze by¢ wykorzystywana z powodzeniem do identyfikacji rodzaju herbaty
Pu-erh. Natomiast analiza zawarto$ci kwasu galusowego 1 teogaliny, okreslana jako stosunek
zawartosci tych dwadch substancji, moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana w tym kierunku.
Jednak aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ tej metody potrzebne sg dalsze badania, w ktérych
wykorzystano by bardziej zréznicowany materiat badany, co pozwolitoby wykluczy¢ istnienie

pewnych wyjatkow.

7.5. Pomiar zawartosci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego

Kwas szczawiowy jest naturalnie wystgpujacym w ro$linach zwigzkiem. W zywnosci
wystepuje w formie nierozpuszczalnej (jako szczawian wapnia, magnezu 1 zelaza) lub
rozpuszczalnej (jako szczawian potasu, sodu, amonu i litu). Jego antyzywieniowe dziatanie
zwigzane jest w gtownej mierze z obecnoscig form rozpuszczalnych, ktore sa wchtaniane
z przewodu pokarmowego i tworzg z jonami wapnia nierozpuszczalne kompleksy — szczawiany
wapnia. Efektem tej reakcji jest migdzy innymi zwigkszone ryzyko rozwoju kamicy nerkowe;.
Kwas szczawiowy moze roéwniez zmniejsza¢ biodostgpnos¢ mineratow i1 niezbednych
sladowych pierwiastkéw. Jest on dostarczany glownie z pozywieniem, ale moze tez by¢
wytwarzany w organizmie jako produkt metabolizmu niektorych substancji (na przyktad kwasu
askorbinowego). Herbata obok rabarbaru, buraka, szpinaku, szczawiu i innych uzywek,
uznawana jest za produkt, w ktorym wystepuja najwieksze ilosci kwasu szczawiowego (Honow
i in. 2010; Koza i in. 2015; Lacka i Bielawska 2015; Michalak-Majewska 2013b).

Analizujac uzyskane wyniki, szczegolnie dla naparow herbat sprowadzonych z Chin,
zaobserwowano, ze Raw pu-erh charakteryzowaly si¢ mniejszg zawartoscig rozpuszczalnego
kwasu szczawiowego (od 21,38 do 31,95 mg/100ml naparu) niz wersja Ripe Pu-erh (od 37,13
do 50,18 mg/100ml naparu) (Tab. 7.7).
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Tab. 7.7 Srednia zawarto$ci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego w mg na 100 ml naparu

herbat sprowadzonych z Chin

Oznaczenie Rodzaj Rok | Srednia i zakres

- produkcji (mg/100ml)

s(r)i%e[;? Jia Gong Zhu Raw:.Diau Raw 2007 20’2251532;2 5
2010 Shuangli Jingmaishan Ripe Ripe 2010 49,5500’—1&;;0,85
Grade 7ot Xang" Ripe puerh | R | 2005 | 550750 50

Zrédlo: opracowanie na podstawie badan wiasnych
b.d — brak danych

Dodatkowo wsrod tradycyjnie wytwarzanych herbat zauwazono, ze proby starsze
zawieraly wieksze ilo$ci analizowanego zwigzku w porownaniu z mtodszymi odpowiednikami.
W grupie Ripe Pu-erh mozliwe jest istnienie odwrotnej zalezno$ci, poniewaz w herbacie z 2010
roku oznaczono wigkszg zawarto$¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego niz w herbacie
z 2005 roku. Jednak ze wzglgdu na posiadanie zaledwie dwoch reprezentantow tej grupy,
postawienie takiej tezy jest nieuzasadnione.

Na zawarto$¢ rozpuszczalnych szczawianéw w herbacie wplyw ma wiele czynnikéw, do
ktorych zaliczy¢ mozna: kraj/region pochodzenia surowca, prowadzony typ upraw, warunki
pogodowe panujace podczas wzrostu rosliny, wiek rosliny, wykorzystana cze$¢ rosliny oraz
zastosowana obrobka technologiczna surowca. Z kolei zawarto$¢ szczawiandw obecnych
W spozywanym napoju bedzie determinowana sposobem jego przygotowania.

Surowiec pozyskany z roznych krajow, ale rowniez z roznych regiondw kraju, bedzie si¢
r6zni¢ pod katem zawartosci szczawiandw. Nie mozna jednak przyja¢, aby konkretne kierunki
(pénoc lub potudnie kraju) charakteryzowaly si¢ surowcem o mniejszej zawartosci
omawianych zwigzkow. Herbata niskiej jakosci wykazuje nizszg zawarto$¢ szczawiandw niz
ta wysokiej jakosci. Spowodowane jest to najprawdopodobniej tym, ze do produkcji herbaty
niskiej jakos$ci wykorzystuje si¢ rowniez gorne czgsci lodyg, ktore w porownaniu z lisé¢mi
zawierajg mniej szczawianOw. Zawarto$¢ szczawianOw ros$nie wraz z wiekiem samej rosliny.

Materiat pozyskany w trakcie zbioréw jesiennych zawiera wigcej kwasu szczawiowego niz ten
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zbierany wiosng. Stosowanie pozywek bogatych w jon amonowy (w uprawach
hydroponicznych) skutkuje uzyskaniem lisci o zmniejszonej zawartosci szczawianow (Honow
I in. 2010; Mahdavi i in. 2013; Morita, Suzuki i Yokota 2004; Morita i Tuji 2002; Noonan
i Savage 1999).

Z danych zaprezentowanych w tabeli 7.7 wynika, ze surowiec poddany tradycyjnej
obrébce technologicznej bedzie zawiera¢ mniejszg zawarto$¢ analizowanego zwigzku niz ten
sam surowiec poddany procesowi Sztucznego postarzania. Dodatkowo czas i warunki
dojrzewania produktu beda wplywaé¢ na zmiany zawartosci tych szczawianéow w produkcie
koncowym. Przy takich zatozeniach najmniejszg zawarto$¢ rozpuszczalnych szczawianow
moga zawiera¢ mtode Raw Pu-erh lub Ripe Pu-erh poddane bardzo dlugiemu procesowi
dojrzewania — co jednak nie jest optacalnym dla producenta rozwigzaniem.

Zestawienie wynikow zawarto$ci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego uzyskanych dla
herbat zakupionych na rynku lokalnym z wynikami uzyskanymi dla herbat sprowadzonych
bezposrednio z Chin przedstawiono na rysunku 7.7. Przeprowadzona analiza wykazata duze
zréznicowanie wynikow uzyskanych w tej grupie produktow.

Najmniejszg zawarto$¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego oznaczono w naparach
herbaty firmy Astra (18,23 mg/100ml), a nastgpnie firmy Mayo (21,83 mg/100ml)
I z herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl” (21,83 mg/100ml). Z kolei najwigksza oznaczono
w produkcie firmy Haichao (51,98 mg/100ml). Proby zakupione w herbaciarniach wykazywaty
duze zroéznicowanie w zawarto$ci analizowanego zwiazku. Produkt z herbaciarni ,,Czas na
herbate” zawierat 47,48 mg rozpuszczalnych szczawianow w 100ml naparu. Natomiast drugi
o ponad polowe mniej — 21,83 mg rozpuszczalnych szczawianéw w 100ml naparu. Pierwszy
z przedstawionych produktow, zgodnie z deklaracjg sprzedawcy, poddany byt 3-letniemu
procesowi dojrzewania, a drugi — 6-letniemu procesowi lezakowania. Tak wiec wraz
z wydluzaniem okresu lezakowania mozliwe jest zmniejszanie zawarto$ci rozpuszczalnych

szczawianOw w produkcie.
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Rys. 7.7 Zawarto$ci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego w naparach wszystkich
analizowanych herbat z uwzglednieniem podziatu na grupy: Raw z Chin, Ripe z Chin,
herbaty z rynku lokalnego
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbate”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikow badan wiasnych

Oznaczenie zawartosci kwasu szczawiowego wykonano, bioragc pod uwage
bezpieczenstwo zdrowotne badanych herbat Pu-erh. Dokonujac poréwnania uzyskanych
wynikéw w grupie Raw Pu-erh i Ripe Pu-erh oraz herbat sprowadzonych bezposrednio z Chin
1 zakupionych na lokalnym rynku, wystepuje duze zréznicowanie oznaczonej zawarto$ci
rozpuszczalnych szczawianéw w naparach tych herbat. Dodatkowo ze wzgledu na liczne
czynniki wplywajace na zawarto$¢ analizowanych zwigzkow w tym rodzaju herbat, nie mozna
jednoznacznie wskaza¢ ktory rodzaj tej herbaty lub gdzie zakupiony bedzie zawieral

najmniejsza z mozliwych zawarto$¢ kwasu szczawiowego.
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Niektorzy autorzy wskazuja, ze herbaty 0 wigkszym stopniu utlenienia sktadnikow, beda
zawiera¢ wigksze ilosci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego (Liebman i Murphy 2007).
Jednak analiza dostepnej literatury nie pozwala na jednoznaczne wskazanie konkretnego
rodzaju herbaty, ktory charakteryzuje si¢ najwigksza lub najmniejsza zawartoscig szczawianow
rozpuszczalnych. Powodem zroznicowanych wynikéw jest ilos¢ czynnikow, wpltywajacych na
sktad produktu koncowego. Jablonska-Ry$ (2012) sposrod analizowanych herbat biatych,
zielonych, zottych, czerwonych 1 czarnych, najwigkszg zawarto$§¢ szczawiandow
rozpuszczalnych oznaczyta w herbacie czerwonej (438,26 mg/100 g s.m.). Kolejng herbatg
o wysokiej zawartosci analizowanej substancji byly dwie herbaty czarne (374,09 oraz
338,67 mg/100 g s.m.). Herbaty o najmniejszy stopniu utlenienia sktadnikow nie
charakteryzowata najmniejsza ilo$¢ szczawiandw rozpuszczalnych, poniewaz najmniej
wykryto ich w kolejnych dwoch probach herbat czarnych (ponizej 200 mg/100 g s.m.). Z kolei
Michalak-Majewska (2013b) otrzymata wyniki odmienne od prezentowanych przez Jabtonska-
Ry$ (2012). Najwicksze ilosci analizowanych zwigzkéw zawieraty herbaty czarne i zielone,
odpowiednio 16,81 i 10,67 mg/g produktu, podczas gdy w herbacie czerwonej oznaczyta
8,32 mg szczawiané6w na 1g produktu, a w herbacie biatej tylko 9,87 mg/g produktu.
Zrdznicowane poziomy szczawianOw rozpuszczalnych otrzymali rowniez Nawalany 1 Suwata
(2016), ktorzy poréwnali herbaty czarne, czerwone, zielone i biale w torebekach. Najwicksza
ilo§¢ szczawianOw ~w naparach 5-minutowych odnotowali w jednej probie (na dwie
analizowane) herbaty czerwonej (13,19 mg/g suchego produktu). Z kolei druga proba tego
rodzaju herbaty zawierala juz znacznie mniejsze ilo$ci oznaczanych zwiazkow (4,41 mg/g
suchego produktu). Najnizsze wyniki zaobserwowano w przypadku jednej herbaty zielonej
(3,32 mg/g suchego produktu) i jednej herbaty czarnej (3,91 mg/g suchego produktu). Pozostate
proby zawieraty od 4,66 (herbata czarna) do 6,45 mg szczawiandw rozpuszczalnych/g suchego
produktu (herbata biata). Interesujace wydaje si¢ opracowanie Brzezicha-Cirocka i wsp. (2016),
w  ktorym autorzy przeprowadzili poroOwnawcza ocen¢ zawartoSci Sszczawianow
rozpuszczalnych jedynie w trzech rodzajach herbaty: zielonych (10 préb), czarnych (10 préb)
i ciemnych (10 prob). Analizowane napary herbat Pu-erh zawieraty najwigksze iloSci
szczawianOw — $rednia wyniosta 224 mg/200 ml naparu (122-342 mg/200 ml). Wyraznie
mniejsza zawarto$¢ analizowanych sktadnikow miaty herbaty czarne — 156 mg/200 ml naparu
(51-304 mg/200 ml), a najmniejsza herbaty zielone — S$rednio 80 mg/200 ml naparu
(49-139 mg/200 ml). Niektore herbaty zielone zawieraly wiecej szczawiandw niz herbaty
ciemne. Niektore proby herbat Pu-erh mialy mniejsza zawartoscig oznaczanych zwiazkdéw niz

niektore herbaty czarne.
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Niestety w dostepnej literaturze nie znaleziono wynikoéw badan, dotyczacych analizy
zawarto$ci szczawianow rozpuszczalnych w réznych rodzajach herbaty Pu-erh, a takze zmian
ich zawarto$ci w zalezno$ci od warunkow oraz okresu przechowywania. Takie opracowania
moglyby wskaza¢ mozliwe zroznicowanie w kwestii bezpieczenstwa spozywania tego rodzaju

herbaty.

7.6. Oznaczenie ogodlnej liczby grzybdw na powierzchni suszu oraz w naparach

Bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci jest dla konsumenta najwazniejsza cechg zywnosci.
Podstawowym celem prawa zywnosciowego — zarowno krajowego, jak i unijnego — jest
zapewnienie bezpieczenstwa zywnosci 1 kompleksowej ochrony jej konsumenta. Zapewnienie
bezpieczenstwa zywnoS$ci wymaga uwzglednienia wszystkich aspektéw tancucha
produkcyjnego oraz sprzedazy i dostawy produktu do konsumenta, poniewaz kazdy etap moze
mie¢ potencjalny wptyw na bezpieczenstwo zywnosci (Rozporzadzenie (WE) nr 178/2002 PE
I Rady z 28 stycznia 2002).

Produkcja i jakos¢ herbaty Pu-erh sa Sci§le zwigzane z aktywnoscia drobnoustrojow,
zar6wno bakterii, jak i drozdzy oraz plesni. Jak przedstawiono w rozdziale 2.4, jakos$¢ koncowa
Ripe Pu-erh jest ksztalttowana przez odpowiednio dobrang kompozycje grzybow. Herbata ta
przechodzi gwattowny proces wymuszonej fermentacji mikrobiologicznej, ktory hamowany
jest jedynie przez suszenie surowca na sloncu (w wersji tradycyjnej; w duzych fabrykach
stosuje si¢ autoklawowanie). Watpliwosci autora budzi fakt, iz po tym etapie kazda Pu-erh
moze przechodzi¢ proces nawet wieloletniego dojrzewania, w ktorego trakcie moze dojs¢ do
rozwoju plesni zdolnych do wytwarzania mykotoksyn (np.: aflatoksyna, ochratoksyna,
fumonizyna). Z tego wzgledu postanowiono sprawdzi¢, czy Raw i Ripe Pu-erh r6znig si¢ pod
wzgledem jako$ci mikrobiologicznej oraz czy jako$¢ mikrobiologiczna herbat Pu-erh obecnych
na rynku krajowym jest inna od tych oferowanych na rynku azjatyckim. W tym celu
przeprowadzono badania, prowadzace do oznaczenia ogélnej liczby grzybdéw na powierzchni
suszu herbacianego oraz w gotowych naparach. Cho¢ nie istnieje opracowanie, w ktorym
okreslono by dopuszczalne poziomy poszczegélnych grup drobnoustrojow, to nie nalezy
spozywac produktow o watpliwej jakosci mikrobiologicznej ze wzgledu na potencjalne ryzyko
dla zdrowia (m.in. zatrucie pokarmowe).

Z danych zaprezentowanych w tabeli 7.8 wynika, Zze oznaczona ogdlna liczba drozdzy

1 plesni na powierzchni suszu herbat pozyskanych bezposrednio z rynku chinskiego nie réznita
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si¢ pomigdzy badanymi rodzajami. W obydwu rodzajach uzyskano wyniki ponizej 1 jtk/g
produktu.

Tab. 7.8 Ogolna liczba drozdzy i ple$ni na powierzchni suszu

Rok Ogodlna liczba
Oznaczenie Rodzaj rodukcii drozdzy
P J i plesni (jtk/g)
Herbaty sprowadzone z Chin
2014 Autumn Di Jie Village Old Tree Maocha 2014 <1
Maocha
20_07 Dai Jia Gong Zhu Raw: Dai Raw 2007 <1
princess
2003 Xiaguan FT 7623 -3 Yi Ji Raw 2003 <1
Toucha Raw
(139;?(3 CNNP Youle Qiaomu Raw Puerh Raw 1998 <1
2010 Shuangli Jingmaishan Ripe Ripe 2010 <1
2005 Jinggu Bai Long TF A Grade :
,,Zao0 Xiang” Ripe Puerh Ripe 2005 <1
Herbaty zakupione na lokalnym rynku

Herbaciarnia ,,Czas na Herbat¢” b.d. b.d. 9,4x10*
Herbaciarnia ,,Herbata-kawa.pl” b.d. b.d. 2,5x108
Astra b.d. b.d. <1
Haichao b.d. b.d. 2,2x10*
Mayo b.d. b.d. 9,1x10*

Zrédto: opracowanie na podstawie badan wiasnych

b.d — brak danych

W zwigzku z tym mozna przyjac, ze zarowno proces Wytworzenia, jak i dojrzewania nie
stanowig zagrozenia dla bezpieczenstwa produktu — pod wzgledem analizowanego parametru.
Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze herbaty te sprowadzono do Polski z wykorzystaniem
transportu lotniczego.

Herbaty zakupione na rynku lokalnym, pod katem zawartosci drozszy i plesni, wykazuja
duze zréznicowanie. Wielko$é populacji drozdzy i plesni wahata si¢ od < 1 do 2,5x10° jtk/g.
Tak wiec jako$¢ mikrobiologiczna herbat Pu-erh obecnych na rynku krajowym jest nizsza od
tych oferowanych na rynku azjatyckim.

Duze zanieczyszczenie wystegpowato w herbatach zakupionych w herbaciarniach
(9,4x10* jtk/g 2,5x10° jtk/g). Ich jako$¢ mikrobiologiczna moze wynikaé z nieprawidlowo
przeprowadzonego procesu produkcyjnego, nieodpowiednich warunkow panujacych w trakcie
transportu, a takze z nieodpowiedniego sposobu przechowywania. Jesli produkt zostanie

dostarczony do sklepu w warunkach niewplywajacych na pogorszenie jego cech
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mikrobiologicznych, to sam sposéb przechowywania i prezentacji produktu potencjalnym
klientom wptywa na jego zanieczyszczenie. W herbaciarni nowo dostarczony produkt moze
mie¢ kontakt z wczesniej zanieczyszczong partiag produktu, zanieczyszczonym opakowaniem
(pojemnikiem szklanym lub metalowym) oraz z powietrzem, w ktorym ilo$¢ zanieczyszczen
biologicznych moze wynosi¢ nawet 34% (wszystkich zanieczyszczen) (Korta-Peptowska,
Chmiel i Fraczek 2016). Z kolei Ha¢-Szymanczuk i in. (2017) nie potwierdzili wigkszej ilosci
drozdzy 1 plesni w produktach zakupionych na wage niz w herbatach paczkowanych.

W przeprowadoznym oznaczeniu w grupie herbat zaskupionych na lokalnym rynku
jedynie w produkcie firmy Astra nie zaobserwowano obecnos$ci drozdzy i ple$ni. Moze to
swiadczy¢ o pakowaniu produktu w miejscu jego produkcji lub o odpowiednich warunkach
zapewnionych podczas transportu i pakowania produktu. Niestety nie mozna tego stwierdzi¢
jednoznacznie, gdyz na opakowaniach produktow paczkowanych (Astra, Mayo, Haichao) nie
zamieszczono informacji o miejscu ich pakowania.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata zroéznicowanie uzyskanych wynikéw
w zalezno$ci od miejsca zakupu badanych herbat, z uwzglednieniem ogdlnej liczby drozdzy
i ple$ni na powierzchni suszu (Zatacznik 6). Majac na uwadze, ze t Stat dla drozdzy i ple$ni jest
mniejsze od 0 (-2,31) a P(T<=t) jednostronny mniejszy od zatozonego 0=0,05 stwierdzono, ze
Srednia zawarto$¢ drozdzy i ple$ni na powierzchni suszu mierzona w jtk/g dla herbat, ktorych
proby pochodza bezposrednio z Chin, jest istotnie mniejsza od Sredniej zawartosci tych
grzybow o0znaczonych w herbatach, ktore zakupiono na lokalnym rynku.

Dodatkowo przeprowadzono taczng analize wynikow uzyskanych z oznaczenia zawartosci
rozpuszczalnego kwasu szczawiowego oraz ogolnej liczby drozdzy 1 plesni na powierzchni
suszu w celu sprawdzenia czy herbaty Pu-erh obecne na lokalnym rynku charakteryzuja si¢
odmienng jako$cia w poréwnaniu z herbatami sprowdzonymi bezposrednio z Chin.
Grupowanie z wykorzystaniem metody Warda wykazato przy dtugosci aglomeracyjnej rowne;j
50 000 dwa skupienia (Rys. 7.8).
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Diagram drzewa
Metoda Warda
Odlegt euklidesowa

1 Maocha2014(Ch)
Astra (PI)

Raw 2007(Ch)

Raw 2003({Ch)

Raw 1998(Ch)

Ripe 2005(Ch)

Ripe 2010{Ch)

\\ Haichao (PI)

|
2 Herbaciarmia 1 (PI)

Kayo (PI)
- A

Herbaciamia 2 (PI)

0 1ES 2ES 3ES 4ES SES

Odlegtost wiaz.

Rys. 7.8 Poziomy, hierarchiczny wykres drzewa analizy skupien wybranych zmiennych.
Grupowania rodzajow herbat ze wzgledu na zawartos$¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego
oraz ogoblnej liczby drozdzy i plesni na powierzchni suszu
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbate”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikéw badan wiasnych

Pierwsze skupienie tworzyty wszystkie herbaty sprowadzone bezposrednio z Chin, a takze
dwie herbaty zakupione na lokalnym rynku — Astra i Haichao. Herbaty sprowdzone z Chin oraz
produkt firmy Astra charakteryzowata najmniejsza ogolna liczba drozdzy i plesni (< 1 jtk/g)
oraz zréznicowana zawarto$¢ kwasu szczawiowego (18,23-50,18 mg/100ml). Najbardziej
zblizone wyniki analizowanych parametrow wykazywata herbata firmy Haichao (odleglos¢
euklidesowa 21 999). Podobienstwo tego produktu wynikato z jednej z najnizszych oznaczonej
ogoblnej liczby drozdzy i plesni na powierzchni suszu (2,2x10* jtk/g). Zawarto$é kwasu
szczawiowego byla najwieksza sposrdd wszystkich oznaczonych (51,98 mg/100ml). Drugie
skupienie tworzyly herbata z herbaciarni ,,Czas na Herbate” oraz produkt firmy Mayo. Obie
proby charakteryzowala zblizona ogélna liczba drozdzy i plesni (9,1 oraz 9,4x10% jtk/g).
Zawarto$¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego w naparach byta zréznicowana (21,83 oraz
47,48 mg/100ml). Ze wszystkich analizowanych prob najbardziej wyrozniata si¢ herbata
zakupiona w herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl”, poniewaz charakteryzowala ja najwieksza ogolna
liczba drozdzy i plesni (2,5x10° jtk/g).

Na podstawie przeprowdzonej oceny mozna stwierdzi¢, ze herbaty Pu-erh dostepne na

lokalnym rynku wykazuja zroéznicowanag jako$¢ pod katem analizowanych parametrow.

117



Oznaczona w tych produktach zawartos¢ kwasu szczawiowego byta podobna do zawartosci
tego zwigzku w produktach sprowadzonych bezposrednio z Chin. Z kolei pod katem ogdlnej
liczby drozdzy i plesni produkty zakupione na lokalnym rynku byty odmienne od herbat
sprowadzonych bezposrednio z Chin. Wyjatek stanowit produkt firmy Astra. Nie mozna wiec
stwierdzi¢, ze herbaty Pu-erh obecne na lokalnym rynku sg nizszej jakosci od herbat
sprowadzonych bezposrednio z Chin.

Po pierwszym etapie badan stwierdzono, ze poprawnie przeprowadzony proces produkcji
umozliwia otrzymanie produktu wolnego od zanieczyszczen grzybami. Jednak etap transportu
rowniez moze wplywaé na jako$¢ mikrobiologiczng produktu, trafiajgcego ostatecznie do
konsumenta. Ze wzgledow ekonomicznych, wiekszos¢ herbaty jest transportowana droga
morska — trwa to nawet kilka miesigcy. Herbate zalicza si¢ do tadunkow wrazliwych na obce
zapachy oraz fluktuacje temperatury i1 wilgotno$ci otoczenia. Ladownia lub kontenery
przeznaczone do transportu herbaty musza by¢ wolne od wszelkich obcych zapachéw,
poniewaz herbata ma zdolno$¢ do trwalego wchtaniania zapachéw z otoczenia, ktdre obnizaja
lub pozbawiaja ja wartosci handlowej. Produkt musi by¢ zabezpieczony przed wplywem
zmiennych warunkow pogodowymi, panujacych w trakcie transportu. Herbata jest produktem
o niskiej zawartosci wody (ponizej 9%) 1 higroskopijnym. Warunki panujace w trakcie
transportu nie mogg prowadzi¢ do przesuszenia produktu (wilgotno$¢ produktu ponizej 2%),
poniewaz obecne w nim olejki eteryczne tatwo si¢ ulatniajg i produkt staje si¢ ,,jalowy” pod
katem sensorycznym. Jezeli w trakcie transportu wilgotno$¢ produktu przekroczy 9%, to
zacznie on ple$niec, zbrylac si¢ i nabiera¢ stechtego zapachu oraz smaku. Zalecana temperatura
otoczenia w trakcie transportu to od 5 do 25°C, a wilgotno$¢ wzgledna powietrza — od 60 do
65%. Niezapewnienie odpowiednich warunkow bedzie skutkowaé wieloma niekorzystnymi
zmianami (biochemicznymi, fizykochemicznymi i mikrobiologicznymi), prowadzacymi do
utraty walorow biologicznych oraz sensorycznych (Dmowski 1 Ruszkowska 2018).

W procesie produkcyjnym obu rodzajéow Pu-erh udziat biora mikroorganizmy, wsrod
ktorych mogg wystgpowac te niewrazliwe na dziatanie podwyzszonej temperatury (mikroflora
cieptooporna). Naleza do nich przede wszystkim bakterie, takie jak ziarniaki Micrococcus sp.,
Enterococcus sp. oraz przetrwalniki laseczki Bacillus sp., Clostridium sp. i Geobacillus sp.
Takze niektére drozdze i plesnie wykazuja opornos$¢ na dziatanie podwyzszonej temperatury
(m.in. Byssochlamys sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.). Wykazano réwniez, ze w pewnych
warunkach (ilos¢ mikroorganizmow, wiek przetrwalnikow, zawartos¢ wody, pH produktu,
temperatura otoczenia) moga one przetrwaé krotkotrwate dziatanie temperatury wynoszacej

100°C. Zdolno$¢ ta zwigzana jest ze szczeg6lng odpornoscig zarodnikow tych plesni

118



(Laniewska-Trokenheim i in. 2009; Piotrowska 2017). W zwiazku z tym w Kkolejnym etapie
badan sprawdzono, czy po zalaniu suszu woda o odpowiedniej temperaturze, napary beda
wolne od drozdzy i ple$ni, czy moze czg$¢ z nich bgdzie odporna na dziatanie wysokiej
temperatury — odpowiedniej dla herbat Pu-erh. Oznaczenie ogélnej liczby drozdzy i ple$ni
w naparach wykazalo, ze przygotowanie naparow z wykorzystaniem wody o wysokiej
temperaturze (98°C+2°C) skutecznie zmniejsza ich ilos¢. We wszystkich analizowanych
herbatach otrzymano wyniki ponizej 1 jtk/ml.

Ze wzgledu na potencjalne zagrozenia zdrowotne, najwigksze znaczenie majg grzyby
zdolne do wytwarzania mykotoksyn (m.in. aflatoksyny, ochratoksyny czy patuliny).
W niektérych opracowaniach autorzy informuja, ze dominujacym mikroorganizmem
w herbacie Pu-erh jest Aspergillus niger (Chen i in. 2009; Chen, Liu i Chang 2010; Wang i in.
2013). Natomiast Mogensen i in. (2009) przeanalizowali 10 herbat czarnych (w tym 5 Pu-erh)
i na podstawie wykrytych metabolitow podjeli si¢ identyfikacji grzybow z sekcji Nigri — sg one
trudne do zidentyfikowania ze wzgledu na bardzo zblizong morfologi¢. Analiza uzyskanych
izolatow wykazata, ze Aspergillus niger nie byt dominujagcym grzybem. Byt nim Aspergillus
acidus. Dodatkowo autorzy nie stwierdzili w analizowanych herbatach obecnosci ochratoksyny
A oraz fumonizyny B2 i B4. Z kolei Haas i in. (2013) zbadali 36 prob Ripe Pu-erh pod katem
zawartosci grzybow nitkowatych oraz aflatoksyny (B1, B2, G1, G2), fumonizyny (B1, B2 i B3)
i ochratoksyny A. Na powierzchni analizowanych prob zidentyfikowali 19 rodzajéw grzybow.
Do najliczniej prezentowanych rodzajow nalezaty: Aspergillus, Eurotium, Mucor, Penicillium.
Najliczniej wystepujacymi gatunkami byty: Aspergillus acidus, Aspergillus fumigatus oraz
Rhizomucor sp. Najwiecej gatunkow grzybow oznaczono w herbatach lisciastych luznych,
aich ogélne zawarto$ci byty najwieksze (od 1,0 x 101 do 2,6 x 10°jtk/g) sposréd analizowanych
rodzajow produktu. Dominujacymi rodzajami grzyboéw byly Aspergillus oraz Penicillium.
W Zadnej z badanych probek herbaty nie potwierdzono obecnosci aflatoksyny i fumonizyny.
Z kolei ochartoksyna A zostata oznaczona w 4 probach, a jej stgzenie wynosito 0,65 pg/kg
(w dwoch probach luznych), 14,8 pg/kg (proba organiczna luzna) oraz 94,7 pg/kg (proba
sprasowana). Z kolei Zhang i in. (2016) dokonali szerokiej analizy porownawczej §wiezych
lisci Camellia sinensis var. assamica, Raw i Ripe Pu-erh (zréznicowanych pod wzgledem czasu
sktadowania) pod katem obecnosci w nich grzybow, bakterii 1 ich metabolitow. Wykazano, ze
Swieze liscie sg waznym rezerwuarem mikrobiologicznym dla procesu fermentacji herbaty,
szczegllnie jezeli chodzi o wystepujace na nich grzyby. We wszystkich probach Pu-erh
wykryto obecnos¢ Aspergillus niger, ktorego wigksze ilosci wystgpowaly w odmianie Ripe.

Jednak dominujacym grzybem w Raw Pu-erh byt Aspergillus sp. o nieokres§lonym gatunku,
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a w odmianie Ripe — Blastobotrys adeninivorans. W przypadku bakterii najliczniej
wystepowaty: Actinobacteria, Firmicutes i Proteobacteria. Swieze liscie zawieraly wigcej
grzybowych OTU (operacyjne jednostki taksonomiczne) a mniej bakteryjnych niz herbata
Pu-erh (Rys. 7.9). Wigksze zrdznicowanie miedzy rodzajami Pu-erh zaobserwowano
w przypadku bakterii w nich wystepujacych. Proces dojrzewania herbaty powoduje znaczne
zmiany w roznorodnosci drobnoustrojow wystepujacych w surowej Pu-erh, ale nie
w postarzanej. Odmiana Ripe oraz Vintage Raw wykazywaty zblizone spotecznos$ci

drobnoustrojow, roznigce je od surowej Pu-erh.

A) Wszystkie grzybowe OTU B) Wszystkie bakteryjne OTU

Raw Pu-erh

Swieze liscie
herbaty

Raw Pu-erh

Swieze liscie
herbaty

Ripe Pu-erh
Ripe Pu-erh R

Rys. 7.9 Diagramy ilustrujace liczbe wspolnych OTU (operacyjne jednostki taksonomiczne)
grzybowych i bakteryjnych dla §wiezych lisci, surowej i sztucznie postarzanej Pu-erh
Zrédto: Zhang i in. 2016

Zhang i in. (2016) wykryli rowniez 25 toksycznych metabolitéw — gldwnie pochodzenia
grzybowego. Dominowata patulina (w 9 na 15 prob Raw, w $rednim st¢zeniu 1169 ug/kg;
w 2 na 16 prob Ripe, w érednim stezeniu 915 pg/kg) oraz asperglaucide (octan
N-benzoilofenyloalanylofenyloalinolu) (wykryty we wszystkich probach; $rednie st¢zenie
w Raw — 6596 ng/kg, srednie stezenie w Ripe — 6799 ng/kg). Pozostate zwigzki wystgpowatly
w niewielkich ilo$ciach, niezagrazajacych bezpieczenstwu konsumentow. Wyniki te wskazuja,
iz chinski zwyczaj wylewania pierwszego naparu moze mie¢ uzasadnienie zdrowotne. Réwniez
Liiin. (2018a) potwierdzili, ze w procesie sztucznego postarzania najczesciej wystgpujacymi
grzybami sg Aspergillus niger oraz Blastobotrys adeninivorans. Naukowcy wykazali
dodatkowo, ze catkowita liczba mikroorganizmoéw w trakcie procesu sztucznego postarzania
waha sie od 2,3x10% do 4,0x108 komérek na gram probki i jest zdominowana gtéwnie przez
grzyby. Na wczesnych etapach fermentacji dominujg plesnie, a w koncowych — drozdze. Ich

zdaniem bakterie majg niewielki udzial w przebiegu procesu. Jednak Li 1 in. (2018b) doniesli,
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iz na poczatku procesu sztucznego postarzania (pomiar w czasie 0) herbat ciemnych,
dominujgcymi rodzajami grzybow byty Cyberlindnera, Aspergillus, Uwebraunia i nieznany
Pleosporales, a obok nich bakterie z rodzaju Klebsiella i Lactobacillus. Po fermentacji
trwajacej 3 oraz 6 godzin tylko Cyberlindnera i Klebsiella nadal dominowaty i pozostawaty na
niemal stalym poziomie az do zakonczenia procesu. Aktywno$¢ oksydazy polifenolowe;,
celulazy i pektynazy rosta wraz ze wzrostem spoteczno$ci drobnoustrojow i zapewnita
efektywna moc biochemiczng, prowadzaca do biotransformacji zwigzkéw chemicznych
zawartych w liciach, w trakcie procesu fermentacji.

Wiekszo$¢ przytoczonych badan dotyczy wersji Ripe Pu-erh, jednak nie zawsze autorzy
zaznaczaja to w swoich pracach. Pozyskanie Vintage Raw Pu-erh, dojrzewajacej jedynie
w suchym oraz jedynie w mokrym magazynie, uzyskanej z tego samego surowca i wytworzonej
przez ta samg fabryke jest rozwigzaniem trudnym lub nawet niemozliwym, drogim oraz
wymagajacym zastosowania nowoczesnych metod izolacji i identyfikacji drobnoustrojow. Stad
poréwnanie §rodowiska mikrobiologicznego tej samej herbaty przechowywanej w roéznych
warunkach lub $wiezej i dojrzalej Raw stanowi wyzwanie dla naukowcow, zajmujacych si¢
tym produktem. Autorce nieniejszej dysertacji udato si¢ dotrze¢ do dwodch opracowan
naukowych, traktujacych o zmianach §rodowiska mikrobiologicznego w trakcie dojrzewania
produktu. W pierwszym z nich Tian 1 in. (2013) poréwnali zmiany ro6znorodnosci
drobnoustrojow w 9 Raw Pu-erh przechowywanych od 1 do 192 miesigcy oraz 10 Ripe Pu-erh
przechowywanych od 12 do 132 miesigcy. Laczna liczba grzybow byta mniejsza w probach
surowych niz sztucznie postarzanych. W obu rodzajach herbaty wraz ze wzrostem czasu
lezakowania ilo$¢ wykrytych grzybow malata. Moze to by¢ spowodowane spadkiem zawartosci
wody lub ograniczong ilo$cig dostepnych sktadnikow odzywczych. Zaobserwowano rowniez
dodatnia korelacje migdzy ilo$cig obecnych bakterii i grzyboéw, co najprawdopodobniej byto
spowodowane iloscig rozkladanych przez grzyby zwiazkow, stanowiacych pozywke dla
bakterii. Dlugi czas dojrzewania prowadzit do zwigkszonej roznorodnosci bakteryjnej w obu
odmianach Pu-erh i moze stanowi¢ zwigkszone ryzyko zanieczyszczen produktu bakteriami
chorobotwodrczymi i odpowiedzialnymi za jego psucie. Doniesienie to jest zgodne z pogladami
niektorych kolekcjoneréw Pu-erh, ktdrzy twierdza, ze herbata ta powinna starze¢ si¢ nie dluzej
niz 120 miesiecy. Drugie opracowanie Zhou i in. (2020a) prezentuje réznice zachodzace
w Srodowisku mikrobiologicznym w trakcie przechowywania Ripe Pu-erh w suchym i mokrym
magazynie przez okres 15 lat. Autorzy stwierdzili, ze mozna byto zauwazy¢ istotne roznice juz
po samej ocenie wizualnej badanego materialu. Material przechowywany w wilgotnym

otoczeniu charakteryzowal si¢ ciemna zielong barwa z rozwinig¢ta zlota cleistothecia
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(tzw. ,,ztotym kwiatem”). Z kolei proba przechowywana w suchym otoczeniu pozostala
ciemnobrgzowa 1 nie posiadata zlotej cleistothecia. Naukowcy wyizolowali oraz
zidentyfikowali pig¢ grzybow nitkowatych: Aspergillus niger, Aspergillus pallidofulvus,
Aspergillus sesamicola, Aspergillus tamarii oraz Penicillium mangini, ktére dominowaty
w analizowanym produkcie. Obecno$¢ A. niger i A. tamarii miata Scisty zwigzek
z przeprowadzonym procesem sztucznego postarzania. Przechowywanie Ripe Pu-erh
w wilgotny srodowisku prowadzi do znaczacego zmniejszenia ilosci A. niger, A. tamarii oraz
zwigkszonego udziatu A. pallidofilvus, A. sesemicola i rozwoju P. manginii, ktorych nie
wykryto w materiale przechowywanym w suchym $rodowisku. Ostatnim trzem gatunkom
grzybow przypisano zdolnos¢ do wytwarzania tzw. ,,ztotego kwiatu”. Zmiany w spolecznosci
grzybow nalezy przypisa¢ zmianom zawarto$ci wody oraz warunkom przechowywania.
Autorzy badania wykazali rdwniez, ze grzyby nitkowate mialy znaczacy wpltyw na zmiany
zawartosci polifenoli, teaflawin, tearubigin, theabrownin i cukrow rozpuszczalnych w wodzie.

Herbaty Pu-erh nie powinny stanowi¢ zagrozenia dla konsumenta pod warunkiem, ze
proces produkcyjny zostal przeprowadzony nalezycie, a warunki jego skladowania byly
odpowiednie dla tego rodzaju produktu. Transport herbaty z krajow azjatyckich do Europy
odbywa si¢ przede wszystkim droga morska, a W tym czasie materiat jest narazony na
niekorzystne warunki otoczenia. Ewentualne zmiany w produkcie mogloby zminimalizowac
paczkowanie produktu w miejscu jego wytworzenia. Jednak bytoby to trudne do zrealizowania
ze wzgledu na organizacj¢ transakcji kupna-sprzedazy. Analizowane herbaty dostgpne na
lokalnym rynku byty zréznicowane pod wzgledem jako$ci mikrobiologicznej. Po analizie
dostegpnej literatury mozna stwierdzi¢, iz herbata Pu-erh moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie
dla bezpieczenstwa konsumenta ze wzgledu na obecno$¢ grzybow 1 bakterii, mogacych
wytwarza¢ mykotoksyny. Herbaty Pu-erh (nawet tego samego rodzaju) r6znig si¢ mi¢dzy soba
pod wzgledem ilosci drobnoustrojow oraz ich zréznicowania, poniewaz wpltyw na to maja
w gltowne] mierze: pochodzenie surowca, lokalizacja 1 warunki panujagce w fabryce oraz
przebieg procesu produkcyjnego. Kontrola jakosci produktu wwozonego na teren kraju
powinna wychwyci¢ ewentualne nieprawidtowosci 1 zapewnié, iz produkt jest odpowiednie;j
jakosci. Niestety wymagania dla produktu, jakim jest herbata, sa bardzo ogoélne i tak naprawde
zostaly przedstawione jedynie dla herbaty czarnej. W normie PN-1SO 3720:1997 zawarto
podstawowe wymagania, jakie musi spetnia¢ herbata czarna. Przede wszystkim musi by¢ ona
wolna od zanieczyszczen obcych 1 nie moze by¢ zepsuta (nie podano narzedzi stosowanych do
tej oceny, poniewaz okresla je Gtéwny Inspektor Sanitarny). Z wymagah chemicznych podano

oznaczenia: wyciggu wodnego, popiotu rozpuszczalnego w wodzie, alkaliczno$ci popiotu
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rozpuszczalnego w wodzie, popiotu nierozpuszczalnego w wodzie oraz witdkna surowego.
Oznaczenia te nie obejmujg analizy zawarto$ci metali cigzkich, pestycydoéw czy mykotoksyn,
co w przypadku herbaty, a zwlaszcza Pu-erh, byloby zasadne. Za nadzor nad jakoscig
zdrowotng herbaty odpowiedzialny jest Gtéwny Inspektorat Sanitarny. Jednak kontrole
bezposrednie prowadzone sa tylko w uzasadnionych przypadkach. W przypadku kontroli
inspektorzy nie opieraja si¢ na normach jakosciowych, a jedynie na deklaracji kontrolowanego
podmiotu gospodarczego. Kontrolom granicznym poddawane sa wytacznie produkty
oznaczone kodem CN 0902 30 00 lub CN 0902 40 00 tj. herbaty czarne, co do ktorych zostaty
okreslone wymagania zawarte zarowno w polskiej normie, jak 1 w odrebnych kodeksach.
W przypadku importu herbaty zielonej czy Pu-erh nie przeprowadza si¢ kontroli jakoSci
handlowej produktu, chyba ze ma on by¢ wprowadzony jako produkty rolnictwa

ekologicznego. Wowczas kontrola odbywa si¢ zgodnie z zasadami odrgbnych przepisow.

7.7. Analiza skuteczno$ci zastosowanych narzgdzi badawczych

Zaprezentowane do tej pory wyniki badan wtasnych wykazaty, ze dzigki zastosowaniu
réznych analiz instrumentalnych (zaczynajac od pomiaru barwy, na analizie
chromatograficznej konczac) mozliwe jest okreslenie rodzaju herbaty Pu-erh. Problem pojawia
si¢, gdy produkt tradycyjny poddany jest wieloletniemu procesowi starzenia si¢, poniewaz
moze wtedy wykazywac elementy wspoOlne ze sztucznie postarzang wersjg. Dlatego
w przypadku tego produktu tak wazna jest doktadna charakterystyka chemiczna produktu oraz
znajomos¢ zachodzacych przemian w trakcie rdznych warunkéow dojrzewania. Odpowiednia
analiza chemometryczna powinna pomoc w uzyskaniu dokladniejszych informacji
0 analizowanym produkcie.

Dzigki zebranym wynikom i opisanym do tego miejsca analizom (z wykluczeniem
oznaczenia ogdlne;j liczby drozdzy i ple$ni®) mozna stwierdzi¢, ze herbaty zakupione na rynku
lokalnym reprezentuja Ripe Pu-erh — cho¢ herbata Haichao najbardziej wyrozniata si¢ sposrod

wszystkich analizowanych prob (Rys. 7.10).

8 Ze wzgledu na brak uzyskanego w tym oznaczeniu podziatu na rodzaje herbaty Pu-erh. Oznaczenie ogdlnej
liczby drozdzy i ple$ni wykazalo podzial na herbaty zakupione na lokalnym rynku oraz sprowadzone bezposrednio
z Chin.
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Diagram drzewa
Metoda Warda
Odlegt. euklidesowa
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Rys. 7.10 Poziomy, hierarchiczny wykres drzewa analizy skupieh wybranych zmiennych.
Grupowania rodzajow herbat ze wzgledu na wszystkie badane czynniki (bez drozdzy 1 plesni).
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbate”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikéw badan wiasnych

Wyniki wielowymiarowej analizy skupien pozwolily na wyodrebnienie dwoch skupien
(przy odlegtosci aglomeracyjnej réwniej 500). Pierwsze z nich stanowily surowiec i wersje
tradycyjne badanych herbat. Przy czym najbardziej do siebie zblizone byly maocha i proba
z 2007 roku (odlegto$¢ euklidesowa=195) oraz Raw z 2003 i z 1998 roku (odlegtosc¢
euklidesowa=156). Drugie skupienie tworzyly dwie Ripe Pu-erh sprowadzone bezposrednio
z Chin oraz 4 proby zakupione na lokalnym rynku (poza produktem firmy Haichao). W tej
grupie najwigksze podobienstwo, pod katem analizowanych czynnikoéw, wykazywaty produkty
firmy Astra 1 Mayo (odlegtos¢ euklidesowa=92), a takze Ripe Pu-erh z 2010 roku oraz préba
z herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl” (odleglo$¢ euklidesowa=158). Tak jak juz wspomniano,
herbata firmy Haichao wyrdzniata si¢ sposrdd innych analizowanych herbat, wykazujac mimo
wszystko stabe podobienstwo do herbat tworzacych drugie skupienie.

W zwigzku z powyzZszym w ostatnim etapie badan przyjeto, iz herbaty zakupione na
trojmiejskim rynku stanowig Ripe Pu-erh.

Wielowymiarowg analiz¢ skupien wykorzystano rowniez do sprawdzenia powigzania
czynnikow opisujacych poszczegdlne rodzaje herbat. Wykazano, ze najskuteczniej podziat ten
charakteryzuja parametry barwy napardéw, zawarto$¢ teofiliny oraz kwasu szczawiowego

(odleglos¢ wigzania rowna 180) (Rys. 7.11).
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Diagram drzewa
Metoda Warda
Odlegt. euklidesowa
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Rys. 7.11 Poziomy, hierarchiczny wykres drzewa analizy skupieh wybranych zmiennych.
Powigzania czynnikow opisujacych poszczegolne rodzaje herbat (bez drozdzy i plesni)

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikoéw badan wiasnych

Oba rodzaje herbaty Pu-erh najskuteczniej roznicuja parametry barwy a* i b* (odlegtos¢
euklidesowa=18) w potaczeniu z zawartoscig teofiliny (odlegltos¢ euklidesowa=44), a takze
parametr barwy L* 1 zawarto$¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego (odlegtosé
euklidesowa=171). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze uzyskane wyniki oznaczenia zawarto$ci
teofiliny faktycznie doktadnie r6znicowaty Raw od Ripe Pu-erh, ale wyniki uzyskane przez
innych naukowcow nie byly juz takie jednoznaczne. Najmniejszg ilo$¢ informacji o rodzaju
produktu dawata analiza zawarto$ci teogaliny, kwasu galusowego oraz kofeiny. Jak wykazano
wczesniej, to nie konkretna zawarto$¢ a stosunek zawartosci teogaliny i kwasu galusowego

moze by¢ skutecznym narzedziem do okres$lania rodzaju herbaty Pu-erh.

7.8. Pomiar widma fluorescencyjnego

W przytoczonych w czg¢sci teoretycznej pracach (rozdziat 4.4) zastosowano r6zne metody
przygotowania prob do analizy fluorymetrycznej. Tam, gdzie wymagano probek w postaci
ptynnej, cze$¢ autoréw (Dong iin. 2014; Shaniin. 2017; Casale i in. 2018; Margui i Voutchkov,
2018; Shan i in. 2018; Dankowska i Kowalewski, 2019; Tan, Li i Yang, 2020) wybrata prosty
schemat postgpowania, sktadajacy si¢ z nastepujacych etapdw: rozdrobnienie, ekstrakcja (lub
wielokrotna ekstrakcja), chtodzenie (w temperaturze pokojowej lub w tazni lodowej),

filtrowanie, ewentualne rozcienczenie. Dodatkowo Margui i Voutchkov (2018) zaznaczyli, iz
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analizowane napary zostaly przygotowane w sposob nasladujacy pospolite uzytkowanie
produktu przez konsumenta. Majac na uwadze opisane zalety metod fluorescencyjnych oraz
uwzgledniajac potrzeby rynku aukcyjnego, postanowiono w badaniach wtasnych zastosowac
najprostsza mozliwg procedure przygotowania proébek do analizy. Jednak ze wzgledu na
ztozonos$¢ produktu, mozliwos¢ zachodzenia reakcji miedzy skladnikami, potrzebe
zapewnienia odpowiedniego $rodowiska dla kazdego fluoroforu oraz uwzglgdniajac brak
addytywnosci intensywnosci fluorescencji w takim uktadzie, postanowiono przeanalizowac
rézne rozcienczenia naparow.

Na podstawie analizy uzyskanych w badaniach wiasnych widm fluorescencji macierzy
wzbudzenia i emisji réznych rodzajéw herbaty Pu-erh, mozna wskaza¢ na wystepowanie
pewnych charakterystycznych fluoryzujacych sktadnikow. Ze wzgledu na uzyskanie wigcej niz
jednej macierzy dla kazdej analizowanej proby postanowiono wyznaczy¢ 3 obszary,
charakteryzujace poszczegdlne rodzaje produktu. Obszar A wyznaczono dla zakresu
wzbudzenia 220-320 nm i emisji 280-370 nm, obszar B dla zakresu wzbudzenia 280-340 nm
I emisji 370-460 nm, a obszar C dla zakresu wzbudzenia 430-530 nm i emisji 490-590 nm.

Surowiec, jakim jest maocha, wykazywal maksimum fluorescencji w obszarze
C w naparze bez rozcienczenia. W obszarze B nie zaobserwowano wyraznej aktywnosci.
Natomiast w obszarze A pasmo zaczelo si¢ ksztattowaé przy rozcienczeniu 1:8, osiagajac
maksimum fluorescencji przy rozcienczeniu 1:64 (EX: 250nm, EM: 340 nm). Zadna
zZ pozostatych prob nie wykazywata w tym obszarze tak duzej intensywnosci (Rys. 7.1211 7.13).
Aktywnos$¢ w tym obszarze miata charakter dwupunktowy. Raw Pu-erh charakteryzowaty si¢
osiggnieciem maksimum pasma w obszarze C oznaczonym w naparach bez rozcienczen. Im
starsza herbata, tym intensywniejsza fluorescencja w tym obszarze. Dla Raw Pu-erh z 2007
roku w obszarze B nie zaobserwowano wyraznej aktywnosci, podobnie jak w przypadku
surowca. Jednak juz w przypadku Raw Pu-erh z 1998 roku obszar ten byl aktywny 1 wyraZnie
zaznaczony. Pasmo zaczynato si¢ ksztattowac dla rozcienczenia 1:4, a wygasato przy 1:64,
osiggajac maksimum intensywnosci fluorescencji przy rozcienczeniu 1:16 (EX: 310nm,
EM: 410nm). Aktywno$¢ w obszarze A dla Raw Pu-erh zaczynata si¢ ksztattowal przy
rozcienczeniu 1:8 lub 1:16. Zauwazono, ze im starsza herbata, tym po6zniej aktywnos$¢
zaczynala si¢ ksztaltowac. Réwniez wraz z wiekiem zmieniala si¢ intensywnos¢ fluorescencji
— im starsza herbata, tym mniejsza intensywno$¢. Aktywno$¢ w tym obszarze najdiuzej
utrzymywata si¢ w surowcu, a najkrocej w najstarszej Raw Pu-erh. Aktywno$¢ widma
fluorescencyjnego tradycyjnej Pu-erh w tym obszarze miala charakter dwupunktowy
(EM1: 320-340, EX1: 220-250 oraz EM>: 320-340, EX»: 270-300).
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Rys. 7.12 Wybrane widma wzbudzenia-emisji w postaci map konturowych dla 2014 Autumn
Di Jie Village Old Tree Maocha (Maocha) i 2007 Dai Jia Gong Zhu Raw:
Dai princess (Raw 2007)

Zrédlo: opracowanie na podstawie wynikow badan wiasnych
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Rys. 7.13 Wybrane widma wzbudzenia-emisji w postaci map konturowych dla 2003 Xiaguan
FT 7623 — 3 Yi Ji Toucha Raw (Raw 2003) i 1998 CNNP Youle Qiaomu Raw Puerh Cake
(Raw 1998)

Zrédlo: opracowanie na podstawie wynikow badan wiasnych
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Herbaty Ripe Pu-erh, zarowno te pozyskane z lokalnego rynku, jak i te sprowadzone
bezposrednio z rynku chinskiego, wykazywaly pewne wspdlne elementy w uzyskanych
widmach fluorescencyjnych (Rys. 7.14, 7.15, 7.16 i 7.17) oraz elementy rdéznicujace je od
maocha i wersji tradycyjnych. Pierwszym wyraznym elementem odrozniajagcym wersje Raw

od Ripe jest aktywnos¢ w obszarze C.
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Rys. 7.14 Wybrane widma wzbudzenia-emisji w postaci map konturowych dla 2010 Shuangli
Jingmaishan Ripe (Ripe 2010) i 2005 Jinggu Bai Long TF A Grade Zao Xiang Ripe Puerh
(Ripe 2005)

Zrédlo: opracowanie na podstawie wynikoéw badan wiasnych
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Rys. 7.15 Wybrane widma wzbudzenia-emisji w postaci map konturowych dla herbat
z herbaciarni
Objasnienia: Herbaciarnia 1: ,,Czas na Herbat¢”; Herbaciarnia 2: ,,Herbata-kawa.pl”.

Zrédlo: opracowanie na podstawie wynikow badan wiasnych
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ASTRA HAICHAO
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Rys. 7.16 Wybrane widma wzbudzenia-emisji w postaci map konturowych dla herbat firm
Astra i Haichao

Zrédlo: opracowanie na podstawie wynikoéw badan wiasnych
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MAYO
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Rys. 7.17 Wybrane widma wzbudzenia-emisji w postaci map konturowych
dla herbaty firmy Mayo

Zrédto: opracowanie na podstawie wynikow badan wiasnych

W Ripe Pu-erh intensywnos$¢ fluorescencji w tym obszarze jest wyraznie mniejsza, a jej
maksimum zaobserwowano przy rozcienczeniu 1:2 (wyjatek dla proby z herbaciarni ,,Czas na
Herbate”, gdzie maksimum odnotowano dla rozcienczenia 1:4). Dwie herbaty zakupione
w lokalnych herbaciarniach wykazywaly zdecydowanie wigksza intensywno$¢
w analizowanym obszarze od pozostatych Ripe Pu-erh, a w przypadku proby starszej — zgodnie
z deklaracja sprzedawcy (6 lat dojrzewania) — zaobserwowano wigksza intensywnoscig

fluorescencji od herbaty lezakujacej krocej (3 lata). W probach bez rozcienczen w obszarze
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C jest wyksztalcone pasmo, jednak jedynie w przypadku herbat Mayo i z herbaciarni ,,Herbata-
Kawa.pl” posiada ono wyraznie zaznaczone maksimum.

W obszarze B rowniez mozna wskazaé rdznice migdzy Raw i Ripe Pu-erh. W przypadku
wersji sztucznie postarzanej zaobserwowano wickszg aktywno$¢ w omawianym obszarze,
a maksima pojawiaty si¢ w rozcienczeniach 1:16 oraz 1:32. Ripe Pu-erh 2010 jako préba
mlodsza wykazywata wigksza intensywno$¢ fluorescencji niz Ripe Pu-erh 2005. Moze to
oznaczaé, ze im starsza proba, tym mniejsza jest zawarto$¢ zwigzku odpowiedzialnego za
aktywno$¢ w tym obszarze. Potwierdzita to rowniez obserwacja dla herbat zakupionych
w herbaciarniach: herbata lezakujaca 3 lata (,,Czas na Herbate”) wykazywala wigksza
intensywno$¢ fluorescencji (EX: 310nm, EM: 410nm) od herbaty lezakujacej 6 lat (,,Herbata-
kawa.pl”) (EX: 310, EM: 400). Najwicksze maksimum w tym obszarze zaobserwowano dla
Ripe 2010, ktore byto wieksze od maksimum uzyskanego przez najstarsza herbate Raw z 1998
roku. Zawarto$¢ zwiazku odpowiedzialnego za aktywno$¢ w wyznaczonym obszarze B moze
by¢ zwigzana z aktywnoscig drobnoustrojow, a tym samym wiekiem herbat. W Raw Pu-erh im
starsza proba tym wigksza intensywnos¢, a w Ripe Pu-erh — im mtodsza proba tym wicksza
intensywno$¢. Na podstawie obserwacji aktywnosci jedynie tego obszaru nie mozna
jednoznacznie zidentyfikowa¢ rodzaju herbaty Pu-erh, poniewaz przy wiekowych Raw
i mlodych Ripe réznice w widmie fluorescencyjnym beda si¢ zacierac.

Obszar A w Ripe Pu-erh zaczyna si¢ ksztaltowa¢ w rozcienczeniach 1:16 oraz 1:32. Pod
tym wzgledem widma sa zblizone do dwoch starszych Raw Pu-erh — z 2003 oraz 1998 roku.
Aktywno$¢ w caltym obszarze réwniez ma charakter dwupunktowy, cho¢ jest mniejsza od tej
zaobserwowanej w Raw Pu-erh. Dokonujac analizy porownawczej dwoch par herbat: z 2010
1 2005 roku, sprowadzonych z rynku chinskiego oraz lezakujacej 3 1 6 lat, zakupionych
w herbaciarniach na rynku lokalnym, zauwazono pewne prawidlowosci. Im herbata byla
starsza/dtuzej dojrzewajaca, tym wykazywala mniejsza intensywnos$¢ fluorescencji
W omawianym obszarze, a obserwowana aktywno$¢ trwala krocej. W herbatach starszych
maksymalng intensywno$¢ odnotowano przy mniejszych rozcienczeniach naparow. Ripe
Pu-erh z herbaciani ,,Czas na herbat¢” (dojrzewajaca 3 lata) wykazywala maksymalng
intensywno$¢ fluorescencji w rozcienczeniu 1:128 (EX: 220, EM: 320), a proba zakupiona
w herbaciarni ,,Herbata-kawa.pl” (dojrzewajaca 6 lat) w rozcienczeniu 1:64 (EX: 270, EM:
330). Podobna zalezno$¢ wystepowata w herbatach sprowadzonych bezposrednio z Chin. Ripe
Pu-erh z 2010 roku wykazywata maksymalng intensywnos$¢ fluorescencji w rozcienczeniu 1:64

(EX: 280, EM: 330), a Ripe Pu-erh z 2005 roku w rozcienczeniu 1:32 (EX: 280, EM: 340).
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Z pozostatych Ripe Pu-erh najwicksza aktywnos$¢ w obszarze A wykazywata herbata Haichao,
a najmniejszg — Astra i Mayo.

Ze wzgledu na to, ze kazdy produkt tworzy charakterystyczne srodowisko dla substancji
fluoryzujacych 1 kazdy naturalny fluofor bedzie nieco inaczej si¢ zachowywa¢ w réznych
produktach, problemem moze by¢ poréwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami innych
autorow (Casale 1 in. 2018; Lia i in. 2020; Muhammad, Sahar i Hitzmann, 2017; Sikorska,
Khmelinskii i Sikorski, 2019).

Stad znaczgcym uzupelnieniem przedstawionych wynikow badan jest identyfikacja
zwigzkow odpowiedzialnych za aktywnosci w wyznaczonych obszarach, ktéra pozwolita na
pozyskanie wigkszej ilosci danych o jako$ci produktu. Nastepstwem tego byt kolejny etap
badan, polegajacy na identyfikacji zwigzkoéw ksztaltujacych uzyskane widma fluorescencyjne.

W badaniu wykorzystano zwigzki zastosowane w analizie chromatograficznej (Tab. 7.9).

Tab. 7.9 Lokalizacja maksymalnych wartosci fluorescencji uzyskanych dla analizowanych

zwigzkow
Wzorzec A EX (nm) A EM (nm)
Kofeina 320 380
Teofilina 320 370
Teobromina 340 380
Kwas galusowy 340 400
Teogalina 250 310

Zrodto: opracowanie na podstawie wynikow badan wtasnych

A EX — dlugos¢ fali wzbudzenia
A EM — dlugos$¢ fali emisji

Analizujac uzyskane wyniki stwierdzono, ze aktywnosci widm analizowanych zwiazkow
nie byly tozsame =z aktywnoSciami zaobserwowanymi w analizowanym materiale
(dokumentacja badan w zataczeniu na no$niku danych). Przesunigcia aktywnych obszarow
moga wynika¢ z roznych §rodowisk analizowanych zwigzkoéw. Biorgc powyzsze pod uwage
mozna przypuszczaé, ze za aktywno$¢ w obszarze A odpowiedzialna moze by¢ teogalina.
Jednak analiza chromatograficzna wykazata, ze surowiec i wszystkie herbaty Raw Pu-erh
posiadaly duza zawarto$¢ teogaliny, tak wigc wszystkie te herbaty powinny wykazywac
zblizong aktywnos$¢ fluorescencyjng w obszarze A. Takiej zaleznoSci jednak nie wykazano.

Kwas galusowy oraz teobromina wykazywaty aktywno$¢ w wyznaczonym obszarze B, jednak
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byly najbardziej oddalone od wyznaczonych punktéw maksymalnej intensywnosci
fluorescencji, jaka wykazywaty herbaty. Teofilina a tym bardziej kofeina, wykazywaty
aktywno$¢ fluorescencyjng odpowiadajaca wyznaczonemu obszarowi B i najbardziej zblizong
do tej odnotowanej w analizowanych herbatach. Ze wzgledu na bardzo zblizong budowe
czasteczek oznaczanych metyloksantyn, wykazuja one aktywnos$¢ fluorescencyjna
w podobnym obszarze. Mozna jedynie domniemywac, iz za aktywno$¢ w wyznaczonym
obszarze B, odpowiedzialna jest jedna z metyloksantyn lub inny zwigzek o podobnej budowie
czasteczki. Zaden z wykorzystanych wzorcow nie wykazywat aktywnosci fluorescencyjnej
odpowiedniej dla obszaru C.

Pomiar widma fluorescencyjnego w zaprezentowanym uktadzie zajmuje okoto 20 minut
dla jednego rozcienczenia. W celu skrocenia czasu pomiaru, wymaganego dla odpowiedniej
charakterystyki kazdej herbaty, nalezatoby ograniczy¢ ilo$¢ rozcienczen niezbednych do oceny
badanego materiatu.

Przeprowadzong analiz¢ widma fluorescencyjnego herbat Pu-erh nalezy uzna¢ za badania
wstepne, ktore potwierdzily potencjal zastosowania tej analizy w przypadku takiego rodzaju
produktu. Przeglad dostepnej literatury wykazal, ze metoda ta moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana do identyfikacji wybranych zwigzkéw lub charakterystyki przemian
zachodzacych w r6znych produktach spozywczych. Jednak zaledwie pojedyncze opracowania
dotyczyly herbaty. Z tego powodu wydaje si¢, ze ten obszar wiedzy nie zostal jeszcze

odpowiednio rozpoznany, co moze stanowi¢ przyczynek do dalszych badah w tym zakresie.
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8. Podsumowanie i wnioski

Informacje na temat herbaty Pu-erh, przedstawione w czgsci teoretycznej niniejszej pracy,
swiadcza o wyjatkowosci omawianego produktu — zaré6wno pod katem historycznym,
kulturowym, zdrowotnym, jak i organoleptycznym. Dla niektorych smakoszy herbaty sam fakt
jej wyboru na wzor wyboru wina, a nast¢gpnie degustacji wydaje si¢ niezwykle intrygujacy.
Roéwniez z tego wzgledu herbata Pu-erh zyskata i nadal zyskuje uznanie na calym $wiecie.
Natomiast konfrontacja z produktami dostgpnymi na rynku krajowym wypada zdecydowanie
niekorzystnie. Niewatpliwie najwiekszym uchybieniem dystrybutoréw jest brak informacji na
opakowaniu o rodzaju oferowanego produktu. Konsument ma zatem ograniczony dostep do
podstawowej wiedzy o spozywanym produkcie. Rowniez ceny herbaty Pu-erh na rynku
polskim sg wielokrotnie nizsze od cen tego produktu na rynkach zagranicznych i w handlu
internetowym. Produkty dostepne w herbaciarniach nie roéznig, pod wzgledem wrazen
organoleptycznych, za bardzo od produktow zakupionych w sklepach niespecjalistycznych.
Trudno jest rowniez doszuka¢ si¢ w produktach zakupionych na lokalnym rynku atrybutow
smaku czy zapachu, prezentowanego w opracowaniach naukowych. Z tego wzgledu jednym
z postawionych w pracy celow byta ocena jakosci herbaty Pu-erh dostgpnej na rodzimym rynku
w aspekcie jej autentycznos$ci. Jako drugi cel wyznaczono sobie probg poszukiwania prostej
i szybkiej metody identyfikowania r6znych rodzajow herbaty Pu-erh.

Do realizacji postawionych celow niezbedny byt materiat wzorcowy, dlatego z chinskiej
prowincji Yunnan sprowadzono oryginalne herbaty Raw i Ripe Pu-erh. Ocena jako$ci herbat
sprowadzonych bezposrednio z Chin oraz zakupionych na trojmiejskim rynku obejmowata
oznaczenie: parametrOw barwy, zawartosci zwigzkéw polifenolowych, aktywnosci
antyoksydacyjnej, zawartoSci wybranych metyloksantyn 1 rozpuszczalnego kwasu
szczawiowego, a takze ogolnej liczby grzybow na powierzchni suszu i w naparach. W celu
zidentyfikowania poszczegélnych rodzajow herbaty Pu-erh zaproponowano metode
spektrometrii fluorescencyjnej.

Parametry jakos$ciowe takie jak barwa, zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych i wybranych
metylokstantyn w oryginalnych Raw i Ripe Pu-erh stanowity uktad odniesienia dla oceny
jakosci herbat dost¢gpnych na tréjmiejskim rynku. Wykorzystanie metody hierarchicznej
analizay skupien pozwolito na pogrupowanie badanych herbat w zakresie ich barwy, gdzie
pierwsza grupe stanowily maocha oraz wszystkie proby Raw Pu-erh, druga Ripe Pu-erh
sprowadzone bezposrednio z Chin oraz dwie herbaty zakupione na lokalnym rynku, a trzecig

pozostate 3 herbaty zakupione na lokalnym rynku. Podobienstwo herbat z rynku lokalnego do
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rodzaju Ripe Pu-erh, czyli herbat sztucznie postarzanych, potwierdzajg tez wyniki 0znaczenia
zawartosci polifenoli w naparach oraz ich zdolno$¢ do redukcji wolnych rodnikéw DPPH.
Zastosowana dla tych parametrow wielowymiarowa analiza skupie ponownie wykazala
podobienstwo maocha do dwoch Raw Pu-erh, a z kolei herbat zakupionych na trdjmiejskim
rynku do Ripe Pu-erh. Nalezy zaznaczy¢, ze Vintage Raw wykazywata najwicksze
podobienstwo wzgledem herbaty Ripe Pu-erh sprowadzonej bezposrednio z Chin. W tym
samym skupieniu znalazly si¢ takze dwie herbaty zakupione na rynku lokalnym. Takie
podobienstwo herbaty Raw do Ripe nie jest zaskoczeniem, poniewaz zgodnie z informacjami
zawartymi w czesci teoretycznej, wynika to ze zmian zachodzacych w skladzie herbaty
zwigzanych z dlugim okresem przechowywania produktu tradycyjnego (wiekiem herbaty).
Wykonane oznaczenie wybranych metyloksantyn jednoznacznie wykazalo, Zze obecno$¢
teofiliny jest charakterystyczna dla sztucznie postarzanej Pu-erh, cho¢ wyniki uzyskane przez
innych naukowcow wykazuja, ze zwigzek ten byt rowniez wykrywany w Raw Pu-erh.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozliwe byto okreslenie rodzaju herbaty Pu-erh
dostepnej na lokalnym rynku. W ten sposob osiggni¢to cel szczegdtowy. Dodatkowo
oznaczenie zawarto$ci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego oraz ogélnej liczby grzybow na
powierzchni suszu pozwolilo na poréwnanie jakosci produktéw zakupionych na trojmiejskim
rynku z produktami sprowadzonymi bezposrednio z Chin. Wyniki uzyskane w pierwszym
oznaczeniu wykazaty zroznicowang zawartos$¢ kwasu szczawiowego w herbatach zakupionych
na rynku lokalnym. Najwigkszg zawarto$¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego oznaczono
w produkcie firmy Haichao oraz z herbaciarni ,,Czas na Herbat¢”. W grupie herbat
sprowadzonych bezposrednio z Chin wersja Raw charakteryzowala si¢ mniejszg zawartoscia
oznaczonego zwigzku niz wersja Ripe. Tak wigc pod tym katem nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, aby produkty zakupione na lokalnym rynku byly nizszej jakoSci w poroéwnaniu
z produktami sprowadzonymi bezposrednio z Chin. Moze to wynikac¢ z ilo$ci czynnikow, ktore
wplywaja na zawarto$¢ tego zwigzku w produkcie koncowym. Z kolei oznaczenie ogodlnej
liczby grzybow na powierzchni suszu wykazato, ze produkty dostepne na rynku lokalnym byty
nizszej jakosci w poréwnaniu z produktami sprowadzonymi bezposrednio z Chin.

Do identyfikacji poszczegdlnych rodzajow herbaty Pu-erh zaproponowano metode
spektrometrii fluorescencyjnej. Wykazano, ze widma fluorescencyjne naparow herbacianych
poszczegolnych rodzajow herbaty Pu-erh wykazujg pewne roznice, co pozwala na okreslenie
rodzaju produktu oraz potwierdzenie jego autentycznosci. Dodatkowo analiza
chromatograficzna wykazata, ze stosunek zawartosci teogaliny do kwasu galusowego moze

stanowi¢ skuteczne narze¢dzie, stuzace do potwierdzania autentycznosci rodzajow herbaty
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Pu-erh. Oznaczenie ilosciowe wykazato, ze maocha oraz tradycyjna Pu-erh zawieraly
kilkukrotnie wigcej teogaliny niz kwasu galusowego. Z kolei w sztucznie postarzanej Pu-erh to
kwasu galusowego byto kilkukrotnie wigcej niz teogaliny. Tak wiec obok metody spektrometrii
fluorescencyjnej okreslenie zawartosci teogaliny 1 kwasu galusowego moze by¢ kolejnym
narzedziem do badania autentycznosci herbaty Pu-erh. W ten sposob osiagnic¢to glowny cel
sformulowany w pracy.

Otrzymane wyniki badan umozliwity weryfikacj¢ postawionych w pracy hipotez
badawczych:

1. Biorac pod uwage zawartos¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego oraz ogolna
liczbe grzybow na powierzchni suszu nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze
herbata Pu-erh dostepna na lokalnym rynku jest nizszej jakosci w porownaniu
z herbata sprowadzona bezpos$rednio z Chin. Na te parametry wptyw ma duza ilo$¢
czynnikow wewnetrznych 1 zewngtrznych, ktéorych nie mozna bylo uwzgledni¢
w zaplanowanych badaniach. Hipoteza zostala zweryfikowana negatywnie.

2. Wyniki przeprowadzonych badan pozwolily na pozytywna weryfikacje¢ hipotezy,
dotyczacej rodzaju herbaty Pu-erh, jaka reprezentuja produkty dostepne na
tréjmiejskim rynku. Nie stanowig one tradycyjnej wersji tego produktu, poniewaz
zostaly poddane procesowi sztucznego postarzania.

3. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, Ze stosunek zawartosci teogaliny
do kwasu galusowego moze stanowi¢ marker autentycznoSci (parametr
roznicujacy) herbaty Raw od Ripe. Hipoteza zostala zweryfikowana pozytywnie.

4. W wyniku przeprowadzonej analizy widm fluorescencyjnych stwierdzono, ze
metody fluorymetryczne moga by¢é wykorzystywane do identyfikacji
poszczegolnych rodzajow herbaty Pu-erh. Hipoteza zostala zweryfikowana
pozytywnie.

Tematyka niniejszej pracy wpisuje si¢ w aktualny stan badan krajowych 1 §wiatowych
osrodkow naukowych, wypetniajac tym samym luke poznawczg i badawczg. O oryginalnosci
przedstawionej pracy $wiadczy fakt, Zze po raz pierwszy w Polsce podjeto temat autentycznos$ci
herbaty Pu-erh, dokonano doktadnej charakterystyki tego produktu, a w badaniach
wykorzystano zarowno Raw jak i Ripe Pu-erh. Z kolei za pomoca wybranych metod
analitycznych zidentyfikowano rodzaj herbaty Pu-erh, oferowanej na tréjmiejskim rynku. Jako
innowacyjng metode okreslania jako$ci i badania autentycznos$ci herbat Pu-erh zaproponowano

pomiar widm fluorescencyjnych napardéw, a takze okreslenie zawartosci teogaliny i kwasu
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galusowego. Praca ma charakter interdyscyplinarny i niewatpliwie swoim zakresem wpisuje
si¢ w wymagania wlasciwe dla dyscypliny Nauki o zarzadzaniu i jakosci.

W $wietle aktualnego stanu wiedzy z zakresu zarzadzania i jako$ci produktoéw
spozywczych oraz nauk o zdrowiu, sformutowano nastepujace wnioski ogdlne:

1. Nalezy wprowadzi¢ odpowiednie sposoby przekazywania informacji o herbacie Pu-erh
dostgpnej na krajowym rynku Obecnie nie mamy wiedzy jaka herbata Pu-erh jest
dostepna na rynku.

2. Wyniki niniejszej pracy powinny przyczyni¢ si¢ do podniesienia Swiadomosci i wiedzy
wsrod  dystrybutorow, konsumentow, ale rowniez dietetykdw 1 zywieniowcoOw
w zakresie pochodzenia, jakosci i wlasciwosci herbaty Pu-erh.

3. Dalsze badania powinny skupia¢ si¢ na badaniach w zakresie przeznaczenia
dietetycznego i leczniczego herbaty Pu-erh, przede wszystkim w chorobie otytosci
i cukrzycy typu II.

4. Wiedza o herbacie Pu-erh, jak réwniez warunkach i zabiegach technologicznych
stosowanych w jej produkcji moze by¢ w przysztosci wykorzystana do projektowania

nowych produktéw jak zywnos$¢ funkcjonalna 1 suplementy diety.
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Streszczenie w jezyku polskim

Historia herbaty Pu-erh siega kilku tysiecy lat, jednak jej Swiatowa kariera zaczela sie
kilkadziesigt lat temu, a polski konsument zna ja znacznie krocej. Oryginalna Pu-erh byta
wytwarzana od wiekow w kilku chinskich prowincjach w wersji, ktora jest obecnie znana jako
Raw. Na $§wiatowym rynku herbata Pu-erh wystepuje w trzech rodzajach jako Raw, Vintage
Raw oraz Ripe. Do tej pory wiekszos¢ polskich konsumentéw nie ma wiedzy z jakim rodzajem
tej herbaty spotyka si¢ w handlu, gdyz na opakowaniach i etykietach produktéw
przeznaczonych do sprzedazy takich okreslen nie znajdujemy.

Odréznienie tych rodzajow herbaty Pu-erh nie jest sprawg prostg. Raw Pu-erh jest
otrzymywana z zielonej herbaty, ktora jest poddawana wieloletniemu i naturalnemu procesowi
dojrzewania 1 nosi nazwe Vintage Raw. Jest to wersja tradycyjna tego produktu, najchetniej
spozywana w Chinach. Natomiast Ripe Pu-erh poddawana jest procesowi tzw. sztucznego
postarzania, ktory zostal wprowadzony w celu skrocenia procesu produkcyjnego. Takie roznice
w obrobce technologicznej surowca prowadza do otrzymania produktéw o réznych profilach
chemicznych i sensorycznych. Rozroznienie Raw i Ripe Pu-erh nie jest trudne, jesli wersja Raw
jest stosunkowo mioda. Jednak w przypadku Vintage Raw oraz wysokiej jakosci Ripe Pu-erh
roznice nie sg juz tak oczywiste. Potwierdzenie pochodzenia danej herbaty, jej rocznika i typu
nalezy do mistrzéw herbaty. Handlowcy dokonujacy jej zakupu najczg$ciej opieraja si¢ na
opiniach mistrzow, ale od lat poszukuje si¢ metod, ktoére pozwolitby okresli¢ rodzaj herbaty
Pu-erh za pomocg metod instrumentalnych.

Stad tez glownym celem niniejszej pracy byla proba okre§lenia parametréw,
pozwalajacych na identyfikacj¢ rodzajow herbaty Pu-erh. Celem szczegétowym byta ocena
jakosci herbaty Pu-erh dostgpnej na trdjmiejskim rynku w aspekcie jej autentycznos$ci, za
pomoca wybranych metod analitycznych.

Analiza jakos$ci herbaty Pu-erh zarowno zakupionej w Trojmiescie jak i herbaty zakupione;j
w Chinach polegata na okresleniu takich parametrow jak: zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych,
zawartos¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego oraz wybranych metyloksantyn, oznaczenie
parametry barwy, oznaczenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej oraz oznaczenie ogolnej liczby
grzybéw na powierzchni suszu 1 w naparach. Na podstawie otrzymanych wynikow
stwierdzono, ze herbata Pu-erh dostgpna na trojmiejskim rynku, stanowi wersje Ripe Pu-erh.
Jest to zatem produkt poddany procesowi sztucznego postarzania.

W celu zidentyfikowania poszczegdlnych rodzajow herbaty Pu-erh zaproponowano

metode spektrometrii fluorescencyjnej. Wykazano, ze widma fluorescencyjne naparow

164



herbacianych poszczegdlnych rodzajow herbaty Pu-erh wykazujg pewne rdznice, co pozwala
na okreslenie rodzaju produktu oraz potwierdzenie autentycznos$ci. Z Kolei przeprowadzona
analiza chromatograficzna wykazata, ze stosunek zawarto$ci teogaliny do kwasu galusowego
moze stanowi¢ skuteczne narzedzie, stuzace do potwierdzania autentycznosci rodzajow herbaty
Pu-erh. Dotychczasowe badania wykazaty, ze w produktach tradycyjnych jak Raw Pu-erh,
zawartos$¢ teogaliny przewyzszala oznaczong zawarto$§¢ kwasu galusowego. Z kolei surowiec
poddany procesowi sztucznego postarzania, czyli Ripe charakteryzowat si¢ wigkszg
zawartoscig kwasu galusowego. Obok metody spektrometrii fluorescencyjnej okreslenie
zawartosci teogaliny 1 kwasu galusowego moze by¢ kolejnym narzgdziem do badania
autentycznosci herbaty Pu-erh.

Zaproponowane w pracy metody nie byly dotad wykorzystywane w badaniu
autentycznos$ci herbaty Pu-erh. Moga wigc stanowi¢ inspiracje dla naukowcoéw do dalszych

prac w tym kierunku, bowiem ten obszar wiedzy nie zostat jeszcze odpowiednio rozpoznany.
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Streszczenie w jezyku angielskim

The history of Pu-erh tea goes back several thousand years but its world career began
several decades ago, and the Polish consumer has known it much less. The original Pu-erh has
been manufactured for centuries in a few Chinese provinces in which it is known as Raw
Pu-erh. On the global market, Pu-erh tea is available in three types: Raw, Vintage Raw and
Ripe. Most Polish consumers do not know what type of tea is available in shops, because
packages are not labeled with such an information.

It is not easy to distinguish between these types of Pu-erh tea. Raw Pu-erh is obtained from
green tea, which undergoes a long and natural maturation process and is called Vintage Raw.
It is a traditional version of this product, most often consumed in China. Ripe Pu-erh, on the
other hand, undergoes the process of the so-called artificial aging which was introduced to
shorten the manufacturing process. Such differences in the technological processing of the raw
material lead to the production of tea with different chemical and sensory profiles.
Distinguishing Raw and Ripe Pu-erh is not that hard if the Raw version is relatively young.
However, in the case of Vintage Raw and high-quality Ripe Pu-erh, the differences are not so
obvious. Confirmation of the origin of a given tea, its age, and type should be done by tea
masters. While purchasing Pu-erh tea, traders most often rely on the opinions of the tea masters,
but instrumental methods allowing determination of the type of Pu-erh tea have been searched
for years.

Therefore, the main aim of this study was to determine the parameters that allow the
identification of types of Pu-erh tea. The specific aim was to assess the quality of Pu-erh tea
available on the Tri-City market in terms of its authenticity, using selected analytical methods.

The analysis of the quality of Pu-erh tea, both purchased in the Tri-City and purchased
in China, consisted in determining such parameters as content of polyphenolic compounds,
content of soluble oxalic acid and selected methyloxanthines, determination of color
parameters, determination of antioxidant activity, and also determination of the total number
of fungi on the dried surface and in infusions. On the basis of the obtained results, it was found
that Pu-erh tea available on the Tri-City market is the Ripe Pu-erh version. It is therefore
a product that has undergone a process of artificial aging.

The method of fluorescence spectrometry was proposed to identify the different types
of Pu-erh tea. It has been shown that the fluorescence spectra of tea infusions of particular types
of Pu-erh tea showed some differences, which allows for the determination of the type
of product and confirmation of its authenticity. In turn, the chromatographic analysis performed
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showed that the ratio of theogallin to gallic acid can be an effective tool for confirming the
authenticity of Pu-erh tea types. Previous studies have shown that in traditional products such
as Raw Pu-erh, the theogallin content exceeded the determined content of gallic acid. In turn,
the raw material subjected to the artificial aging process, i.e. Ripe, was characterized by a higher
content of gallic acid. In addition to the fluorescence spectrometry method, the determination
of theogallin and gallic acid content can be another tool to test the authenticity of Pu-erh tea.
The methods proposed in the study have not been used so far to test the authenticity
of Pu-erh tea. As this area has not been fully explored, the results obtained could inspire

scientists to conduct further research on Pu-erh tea authenticity.
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Dokumentacja pracy

Zalacznik 1: Oznaczenie barwy badanych naparéw

z

2z

Herbata L* Sr. a* Sr. b* Sr.
41,34 -1,37 6,28
Maocha 41,68 41,67 -1,30 -1,36 6,10 6,28
41,99 -1,41 6,46
39,70 0,13 10,89
Raw 2007 | 40,14 40,13 0,10 0,13 10,41 10,88
40,55 0,16 11,34
37,75 2,22 10,31
Raw 2003 | 37,35 37,74 2,00 2,21 9,74 10,30
Pu-erh 38,12 2,41 10,85
(Chiny) 37,50 2,59 10,16
Raw 1998 | 37,19 37,50 2,44 2,58 9,71 10,16
37,81 2,71 10,61
32,66 3,15 3,47
Ripe 2010 | 32,56 32,65 2,89 3,14 3,32 3,47
32,73 3,38 3,62
34,28 4,01 5,96
Ripe 2005 | 34,18 34,28 3,85 4,00 5,78 5,96
34,38 4,14 6,14
27,23 1,17 2,12
Herb. 1 27,22 27,23 1,09 1,16 2,08 2,11
27,24 1,22 2,13
21,93 6,25 4,77
Herb. 2 21,90 21,92 6,27 6,25 4,74 4,76
21,93 6,23 4,77
20,95 4,32 3,97
Pu-erh
(rynek) Astra 20,95 20,95 4,21 4,31 3,20 3,97
20,95 4,40 4,74
22,08 6,22 4,72
Haichao 22,09 22,08 6,14 6,21 4,71 4,72
22,07 6,27 4,73
27,76 2,14 3,31
Mayo 27,73 27,75 2,07 2,13 3,28 3,30
27,76 2,18 3,31

Zrédto: opracowanie na podstawie badan wlasnych
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Zalacznik 2: Pomiar zawartosci zwigzkow polifenolowych

Herbata ABS SL. Z KRZYWEJ | mg GAE/100ml
2,135 0,031| 461,500
Maocha 2,155 0,032 | 465,818 463,7
2,146 0,032 | 463,870
1,722 0,031| 372,106
Raw 2007 1,716 0,032 | 370,797 3714
1,719 0,032 | 371,446
1,534 0,031| 331,413
Raw 2003 1,520 0,032 | 328,372 330,0
Pu-erh 1,528 0,032 | 330,104
(Chiny) 1,262 0,021 | 272,647
Raw 1998 1,248 0,019 | 269,639 271,1
1,255 0,021 | 271,132
1,170 0,031 | 252,626
Ripe 2010 1,180 0,032 | 254,779 253,7
1,175 0,032 | 253,697
0,588 0,031| 126,652
Ripe 2005 0,570 0,032 122,745 124,7
0,579 0,032 | 124,693
0,941 0,016 | 203,221
Herb. 1 0,949 0,016 | 204,952 204,1
0,945 0,016 | 204,087
0,512 0,016| 110,364
Herb. 2 0,520 0,016 112,095 111,2
0,516 0,016 111,229
0,561 0,016 120,970
Pu-erh
(rynek) Astra 0,570 0,016 | 122,918 121,9
0,565 0,016 | 121,835
0,782 0,021 | 168,751
Haichao 0,780 0,019 | 168,340 168,5
0,781 0,021 | 168,535
0,447 0,021 96,240
Mayo 0,446 0,019 96,045 96,1
0,446 0,021 96,024

Zrédlo: opracowanie na podstawie badan wiasnych
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Zrédto: opracowanie na podstawie wynikow badan wtasnych
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Zalacznik 3: Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej

Herbata DPPH | ABS | CPA(%) | $R.CPA (%)
1,154 0,114| 90,121
Maocha | 1,278 0,102| 92,019 91,1
1,402 0,124 91,155
fay | L154 0,088 92,374
ooy L1278 0,097| 92,410 92,4
1,402 0,107| 92,368
fay | 1154 0,094| 91,854
roos |_L278 0,090| 92,958 92,4
Pu-erh 1,402 0,106| 92,439
(Chiny) [ [ 1358 0,129| 90,501
loog |_L350 0,129| 90,444 90,5
1,355 0,126| 90,701
Ripe | L1154 0,151| 86,915
Sore | L.278 0,153| 88,028 87,5
1,402 0,173| 87,660
, 1,154 0,121| 89,515
;')%'35 1,278 0,119 90,689 90,1
1,402 0,139| 90,086
1,466 0,139| 90,518
Herb.1 | 1,452 0,135 90,702 90,6
1,458 0,136 90,672
1,466 0,158| 89,222
Herb.2 | 1,452 0,146 89,945 89,6
1,458 0,150 89,712
1,466 0,138| 90,587
Pu-erh
(ynek) | Astra | 1452 0,149 89,738 90,2
1,458 0,140| 90,398
1,358 0,150| 88,954
Haichao | 1,350 0,150 88,889 88,9
1,355 0,152| 88,782
1,358 0,165| 87,850
Mayo | 1,350 0,154| 88,593 88,2
1,355 0,160 88,192

Zrédto: opracowanie na podstawie badan wlasnych
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Zalacznik 4: Oznaczenie zawartoS$ci kofeiny, teobrominy, teofiliny, kwasu galusowego
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Zrédlo: opracowanie na podstawie badan wiasnych
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Zrédlo: opracowanie na podstawie badan wiasnych
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Zalacznik 5: Pomiar zawartosci rozpuszczalnego kwasu szczawiowego

(COOH)2
Herbata 10ml | 100 ml w SR. 100 g (COOH)2 SR.

100 ml w100¢g

Maocha 2,00 2000] 18,00 100,00] 90,00
207| 2076 1869| 1868 | 10350| 93,15| 93,3

2,15| 21,50 19,35 107,50 96,75

Raw 2007 2,25 22550 20,25 112,50| 101,25
237| 2376| 21,39| 21,38 | 11850| 106,65| 106,8

2,50| 2500| 22,50 125,00| 112,50

Raw 2003 2,60 2600] 23,40 130,00| 117,00
2,65| 2650| 23,385| 23,85 | 132,50| 119,25| 119,25

Puerh 2,70 27,00 24,30 135,00 121,50

(Chiny) | Raw 1998 360 3600] 32,40 180,00| 162,00
3,55| 3550| 31,95| 31,95 | 177,50| 159,75| 159,75

350| 3500| 31,50 175,00 157,50

Ripe 2010 550| 5500| 49,50 275,00| 247,50
557| 5576| 50,19| 50,18 | 27850| 250,65| 250,8

565/ 5650| 50,85 282,50| 254,25

Ripe 2005 410 41,00| 3690 205,00| 184,50
412| 4126 37,14| 37,13 | 206,00| 18540 185,55

415| 41,50| 37,35 207,50 186,75

Herbaciarnia 1 520 52,00| 46,80 260,00| 234,00
528| 52,77| 4749| 47,48 | 263,83| 237,45 237,400

535| 5350| 4815 267,50| 240,75

Herbaciarnia 2 235| 2350 21,15 117,50| 105,75
2,42 2427 21,84| 21,83 | 121,00 108,90/ 109,05

2,50| 2500| 22,50 125,00| 112,50

Astra 2,00 2000| 18,00 100,00| 90,00
(':;’:;:) 2,02 2027| 1824| 1823 | 101,00| 90,90| 91,05

2,05| 2050| 1845 102,50 92,25

Haichao 575| 57,50| 51,75 287,50| 258,75
577| 5777 5199| 51,98 | 28850| 259,65| 259,8

58| 5800| 52,20 290,00| 261,00

Mayo 265| 2650 23,85 132,50| 119,25
2,42| 2427 21,84| 21,83 | 121,00 108,90/ 109,05

2,20| 2200 19,80 110,00| 99,00

Zrédto: opracowanie na podstawie badan wlasnych
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Zalacznik 6: test t-Studenta, miejsce zakupu jako determinant ksztaltujacy jej

parametry
P(T<=t) P(T<=t)
Srednia tStat |df| dwu- jedno- Odch.std ilorazF | p
Stronny StrOnny
£ Z £ Z 2 |2
O S © g e g
Oznaczenia > N > N e e
2 o Q o © ©
e o) (o] Ne) ; ;
o a a a
barwa L* 37,33 23,98| 6,6155| 9 0,0001 0,0000 2,01 2,33 1,34 | 0,74
barwa a* 1,78 401| -1,7045| 9 0,1225 0,0612 3,02 1,11 7,45 0,07
barwa b* 7,84 377| 2,8351| 9 0,0196 0,0098 | 11529 | 44,72 6,65| 0,09
zwigzki
polifenolowe | 302,42 140,39 | 2,9421| 9 0,0164 0,0082 3,62 13,07| 13,02 0,01
mgGAE/100ml
aktywnosci
antyoksydacyjne | 89,01 83,50| 0,9970| 9 0,3448 0,1724| 11,84 16,09 1,85| 0,52
CPA %
kwas szczawiowy | 3, oo 32,27| -02071| 9 0,8405 0,4203 0,00 | 97891,57|  0,00| 1,00
mg/100ml
drOZdjzti/'gp'esn' 090| 9140018 | -2,3129| 9|  00460|  00230| 9809 7632| 165| 065
metyloksantyny -
teobromina 148,78 61,36| 1,6209| 9 0,1395 0,0697| 9,73 12,42 1,63| 0,60
mg/100ml
metyloksantyny -
teofilina 5,35 10,80| -0,8177| 9 0,4347 02173 | 53,17| 271,01| 2598/ 0,00
mg/100ml
metyloksantyny -
kofeina 508,05 558,26 | -0,4483| 9 0,6645 0,3323| 340,11 12,51| 738,54 | 0,00
mg/100ml
kwas galusowy | 452,55 26,40 | 2,7747]| 9 0,0216 0,0108| 62,54| 232,46| 13,82] 0,01
teogalina 142,42 246,46 | -1,0618| 9 0,3160 0,1580 2,01 2,33 1,34 0,74

Zrédto: opracowanie na podstawie badan wlasnych
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