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Antimicrobial activity of American cranberry extract
in the antimicrobial protection of minced pork meat

Summary

The aim of the study was to determine the content of bioactive ingredients in American cranberry extracts
(Vaccinium macrocarpon), the antimicrobial activity of these extracts, and the efficiency of the selected extract
in minced pork meat together with its sensory evaluation. Three extracts were made: aqueous (W-FACE),
ethanol (e-FACE) and aqueous-ethanol (we-FACE). The content of bioactive components was tested by HPLC.
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were determined
against ten Gram-negative bacteria strains and six Gram-positive bacterial strains by the serial macrodilution
method. Minced pork meat with or without the addition of 2.5% w-FACE was inoculated with four pathogenic
strains (Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus) and
stored at 4°C for 6 days. At 0, 2, 4 and 6 days, the number of bacteria was determined by the plate method.
Sensory evaluation of meat samples with and without in-FACE included general appearance and smell. All
extracts contained organic acids (p-coumarin, benzoic, chlorogenic and coffee) and flavone (quercetin, miristin,
epicatechin and isorhamnetin). E-FACE also contains ursolic acid. The MIC/MBC values of the extracts were
in the range of 1.56-6.25 (3.13-25.0) mg/ml against Gram-positive bacteria and 6.25-12.5 (6.25-25.0) mg/ml
against Gram-negative bacteria. Statistically significant (p < 0.05) inhibition of the growth of all pathogens
in minced pork meat containing in-FACE was found. The 2.5% w-FACE had no significant effect (p < 0.05)
on the initial sensory characteristics of minced pork meat and after 4 and 6 days of storage was significantly
higher than that of FACE-free meat. The results of the study suggest the possibility of using an aqueous extract
of cranberry fruit as a natural preservative of minced pork meat.
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Kwestie dotyczace bezpieczenstwa zywnosci, w tym
mig¢sa, maja istotny wptyw na ksztaltowanie postaw
konsumentéw, dlatego wcigz poszukuje si¢ nowych
metod, mogacych znalez¢ zastosowanie w przedtuzaniu
mikrobiologicznej trwato$ci migsa. Jedna z nich jest
stosowanie naturalnych substancji przeciwdrobno-
ustrojowych (1). Ekstrakty czy koncentraty z zurawiny
mogg by¢ stosowane jako dodatki do zywnosci o wie-
lokierunkowym dzialaniu (20, 25). Owoce zurawiny
ze wzgledu na specyficzne wlasciwosci sg waznym
produktem prozdrowotnym. Bioaktywno$¢ 1 korzystny
efekt zurawiny w leczeniu choréb zakaznych, w tym
infekcji drog moczowych, zostaly obszernie przebadane
1 dobrze udokumentowane (24). Konsumpcja réznych

produktow z zurawiny, zwlaszcza przez kobiety, za-
pobiega infekcjom drog moczowych, a w potaczeniu
z antybiotykoterapig pomaga w zwalczaniu zakazenia
Helicobacter pylori (24). Dzigki obecnosci 1 synergi-
stycznemu dziataniu réznych polifenolowych sktad-
nikow, w tym antocyjandéw, flawonoli i procyjanidyn,
owoce zurawiny mogg by¢ skuteczne w profilaktyce np.
raka sutka (22). Wyniki badan Sun i wsp. (22) wskazuja,
ze zurawina moze zapobiegac starzeniu si¢ ludzi w r6z-
nym wieku. W licznych badaniach przedstawiono sktad
owocoOw zurawiny (6, 14), a takze przeciwutleniajacy
potencjat zurawinowych zwiazkoéw fenolowych (3, 15).

Ekstrakty z zurawiny proponowano jako dodatek do
produktéw migsnych w celu zahamowania niekorzyst-
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nych zmian przechowalniczych lipidow i barwnikow
migsniowych (8, 12, 20), jednakze mato jest dostep-
nych badan dotyczacych aktywnos$ci przeciwdrobno-
ustrojowej ekstraktow z zurawiny wielkoowocowej
w stosunku do mikrobioty zanieczyszczajacej migso,
w tym patogendw. Z uwagi na duzg popularno$¢ owo-
cow zurawiny zasadne bylo podjecie badan w zakresie
wykorzystania tych owocoéw do otrzymania ekstraktow
o potencjalnym dziataniu przeciwbakteryjnym i spraw-
dzenia ich skuteczno$ci jako naturalnych konserwantow.

Celem badan byto okreslenie zawartosci bioaktyw-
nych sktadnikow w ekstraktach z owocow Zurawiny
wielkoowocowej 1 przeciwbakteryjnej aktywnosci
tych ekstraktow wobec szczepéw wzorcowych oraz
skutecznos$ci dziatania przeciwbakteryjnego wybranego
ekstraktu w probce mielonej wieprzowy wraz z oceng
sensoryczng. Wyniki badan dostarczg wiedzy na temat
przydatnosci funkcjonalnej ekstraktow jako naturalnych
srodkow konserwujacych migso.

Material i metody

Owoce zurawiny wielkoowocowej (Vaccinium macro-
carpon Aiton) pochodzity z uprawy ,,Grgbczewscy. Szkotki
od 1936” w Runowie (woj. mazowieckie). Swieze migso
wieprzowe z szynki (musculus semimembranosus) zaku-
piono w lokalnym sklepie.

Zastosowano jednostopniowg ekstrakcje owocoOw zu-
rawiny woda, 96% etanolem i 40% roztworem wodnym
etanolu. Stosunek §wiezego surowca (1 kg) do rozpuszczal-
nika (5 1) wynosit 1 : 5. Owoce ekstrahowano w pottech-
nicznym, prototypowym urzadzeniu do ekstrakcji (3EUO],
OBR Pleszew) w temperaturze 70°C przez 2 h. Nastepnie
ekstrakty zageszczano w wyparce rotacyjnej (R-205, Biichi)
i zliofilizowano (Alpha 1-4, Christ). Uzyskano trzy suche
ekstrakty: wodny (w-FACE), etanolowy (e-FACE) i wodno-
-etanolowy (we-FACE), ktore przechowywano w eksyka-
torze w szczelnie zamknigtych plastikowych pojemnikach,
bez dostepu $wiatla.

Analize sktadu chemicznego przeprowadzono metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) przy
zastosowaniu chromatografu cieczowego Agilent 1200
z detektorem DAD. Zastosowano kolumne Zorbax Eclipse
XDB C18, 4,6 x 150 mm, 5 um, a jako eluenty — acetoni-
tryl 1 0,05% TFA w wodzie. Szybko$¢ przeptywu wynosita
0,8 ml/min, a obje¢to$¢ nastrzyku 10 ul. Detekcja naste-
powata przy dtugosci fali 210 nm i 325 nm. Otrzymane
wyniki porownywano ze standardami (Sigma-Aldrich)
oznaczanych zwigzkow.

Minimalne Stezenie Hamujace (MIC) i Minimalne Ste-
zenie Bakteriobdjcze (MBC) ekstraktéw oznaczono metoda
seryjnych makrorozcienczen (5). Wykonano szereg dwu-
krotnych rozcienczen ekstraktow w zakresie 0,098-50 mg/
ml w bulionie Mueller-Hinton (BTL). W badaniach uzyto
referencyjnych szczepow z kolekceji czystych kultur ATCC
oraz z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — PZH:
Salmonella ser. Enteritidis ATCC 13076, S. ser. Enteriti-
dis NIPH-NIH 322/11, S. ser. Typhimurium NIPH-NIH
300/11, Shigella sonnei NIPH-NIH ,,s”, Escherichia coli
ATCC 25922, E. coli 026 NIPH-NIH 152/11, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Enterobacter aerogenes ATCC
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13048, Proteus mirabilis ATCC 35659, Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
S. aureus NIPH-NIH A-529, S. epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocyto-
genes NIPH-NIH 17/11, Bacillus cereus ATCC 11778. In-
okulum bakteryjne pochodzito z 20 h hodowli szczepow
(107 jtk/ml). Probki inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 h. MIC okreslono jako najnizsze stezenie badanego
ekstraktu hamujace rozwoj bakterii, oceniane wizualnie.
Minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC) oznaczano przez
przeniesienie 0,1 ml z kazdej probowki bez widocznego
wzrostu szczepow na podtoze Muller-Hinton Agar (BTL).
MBC definiowano jako najnizsze stezenie ekstraktu, ktore
redukowato liczb¢ mikroorganizmu o 99,9%.

Na podstawie warto$ci MIC obliczono aktywnos¢ prze-
ciwbakteryjna ekstraktu (%) wedtug wzoru: A (%) = (liczba
szczepow hamowanych przez badany ekstrakt) : (liczba
badanych szczepow) % 100.

Przeciwbakteryjng aktywnosc¢ ekstraktu oceniono w mie-
lonym migsie wieprzowym. Fragmenty migsa w ksztalcie
szescianu o krawedzi 5 cm zanurzano w etanolu (96% v/v)
i opalono nad ptomieniem palnika. Nastepnie jatowym skal-
pelem odkrawano z kazdej strony warstwe powierzchniowa
migsa grubosci okolo 3 mm. Pozostate fragmenty migsa
mielono w wyjalowionej etanolem (96%) maszynce do
migsa ze stali z sitkiem o $rednicy otworéw 4 mm. Szczepy
testowe, tj. S. aureus A-529, L. monocytogenes 17/11, E. coli
026 152/11, §. ser. Enteritidis 322/11, byly dwukrotnie
namnozone w 10 ml bulionu odzywczego (BTL), indywi-
dualnie w temperaturze 37°C przez 24 h. Biomas¢ komor-
kowa odwirowywano w temperaturze 4°C przez 5 min przy
10 000 x g, przemywano sterylnym roztworem 0,1% wody
peptonowej (BTL), a nastepnie zawieszano w 20 ml steryl-
nej 0,1% wody peptonowej (okoto 8 log, jtk/ml). Cztery
szczepy zmieszano i zastosowano do zaszczepienia probek
mielonego migsa wieprzowego. Czterysta gramow mielone-
go mig¢sa wieprzowego podzielono na cztery porcje o masie
100 g kazda, ktére umieszczono w sterylnych plastikowych
torebkach. Po 1 ml hodowli dodawano do dwoch probek,
aby uzyskac okoto 6 log,  jtk/g. Do dwoch pozostatych
probek zamiast inokulum dodawano 1 ml sterylnego 0,1%
roztworu wody peptonowej. Probki dokladnie mieszano
sterylng bagietka. Nastepnie do dwoch probek (jednej z in-
okulum i drugiej bez inokulum) dodawano wodny ekstrakt
z owocow zurawiny wielkoowocowej (W-FACE) w stezeniu
2,5% (w/w), a nastepnie doktadnie mieszano. Uzyskano
nastepujace probki: 1 — (migso + inokulum + w-FACE),
2 — (migso + inokulum), 3 — (migso + w-FACE), 4 — (migso
bez dodatkow). Kazda probke podzielono na cztery porcje
0 masie 25 g, umieszczono w sterylnych plastikowych to-
rebkach i przechowywano w temperaturze 4°C przez 6 dni
(7, 26). Caty eksperyment powtorzono trzy razy.

Analize mikrobiologiczng przeprowadzono w dniu 0
(po 30 min od dodania w-FACE do mig¢sa) oraz po 2., 4.
i 6. dniu chlodniczego przechowywania. Do 25 g probki
dodawano 225 ml sterylnej 0,1% wody peptonowej i ho-
mogenizowano w Stomacher 400C Lab Blender (Seward,
London, UK) w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.
Nastepnie przygotowano dziesigtne rozcienczenia, po czym
przenoszono po 100 ul na powierzchnie dwoch réwnole-
ghych ptytek z podtozami Baird Parker Agar, Palcam Listeria
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Tab. 1. Zawarto$¢ zidentyfikowanych skladnikéw ekstraktéw z owocow
zurawiny wielkoowocowej (FACE)

Agar (BTL), Hektoen Agar i Chromogenic
Coliform Agar (Merck). Po inkubacji liczono

chgrakterystyczne kqlpnie. Wynik przeliczano _ ot e-FACE W-FACE we-FACE
na jtk/g miesa. Ptytki inkubowano w tempera- Sktadnik [min] .
o . ; mg/100 g = SD

turze 37°C przez 24 godziny. W celu potwier-
dzenia przynaleZnos’ci gatunkowej bakterii Kwas p-kumarowy 7,25 146,2 5,12 117,4+7,5° 179,9 £ 3,4°
losowo Wybierano kolonie, ktore barwiono Kwas benzoesowy 11,77 109,2 +3,1° 108,2 +4,1° 99,8 +1,2
metodg Grama i sprawdzano przy uzyciu | Kwas chlorogenowy 2,09 60,9+ 2,00 793:2,20 | 1199£29
komercy’JnyCI} zestawow diagnostycznych. Kwas kawowy 4,15 14202 0301 05+01°

pH prébek swiezego mielonego migsa wie- K 482 00500 06202 22402

. . . + + + a

przowego z i bez w-FACE w stezeniu 2,5% was gentyzynowy ’ T e e
badano przez Zmieszanie 10 g prébkl 7z 30 ml Suma kwasow 317,7 e 10,4 305,9 * 14,1 402,3 + 8,3
destylowanej wody 1 przy uzyciu pehametru | Kwercetyna 18,86 14,3+0,7° 38,4+1,20 44,7+1,5
(Cfc’l"‘lléa Ellmetron) wyposazonego w elek- | yirystyna 13,08 83:1,1° | 182:13 | 19,8213
trodg 12-01 (Metron), . Epikatechina 3,94 58:02 | 16315 | 191211

Oceng sensoryczng przeprowadzit panel
8 0s0b w wieku od 30 do 51 lat Zgodnie lzoramnetyna 22,15 2,6 +0,9° 2,8+0,4° 4,2+0,9
z mi¢dzynarodowymi standardami (11). Ba- | Suma flawonoli 31,029 75,7+4,4 87,8+4,8
dano wyglad i zapach probek surowego mie- | Terpeny (kwas ursolowy) | 12,34 23,0+2,4 0,00,0 0,0£0,0
lonego migsa wieprzowego z i bez W-FACE | cup o o ceratrol) 15,84 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0

w stezeniu 2,5% w czasie 0 oraz po 2, 4, 6
dniach chtodniczego przechowywania (4°C).
Probki oceniano w 9-punktowej skali. Oceny
5 i powyzej wskazywaly na akceptowalnosc¢
probki, oceny 3 i nizsze — na brak akcepto-
walnosci probek.

Obliczenia statystyczne wykonano stosujac jednoczyn-
nikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) przy uzyciu programu
Statistica 10PL. Istotno$¢ roznic migdzy wartosciami sred-
nimi zostata oceniona za pomocg testu Tukeya na poziomie
istotno$ci p <0,05. Wszystkie eksperymenty byty wykonane
w trzech powtorzeniach.

Wyniki i omowienie

W tab. 1 przedstawiono zawarto$¢ bioaktywnych
sktadnikow wystepujacych w ekstraktach otrzymanych
z owocow zurawiny wielkoowocowej. W skladzie eks-
traktéw dominujagcym kwasem byt kwas p-kumarowy,
nastepnie kwas benzoesowy i chlorogenowy. W znacz-
nie mniejszych zawarto$ciach byt kwas kawowy. Kwas
gentyzynowy obecny byt tylko w wodnym i1 wodno-
-etanolowym ekstrakcie. Stwierdzono, ze wodno-eta-
nolowy ekstrakt zawierat wigcej kwasdw organicznych
w poréwnaniu z ekstraktem etanolowym 1 wodnym.
Ekstrakt ten charakteryzowal si¢ takze istotnie staty-
stycznie wigksza zawartoscig flawonoli od zawarto$ci
tych zwigzkéw w dwoch pozostatych ekstraktach.
Ekstrakt etanolowy jako jedyny zawieral niewielkg
ilo$¢ kwasu ursolowego. Zaden ekstrakt nie zawierat
resweratrolu. Zwigzek ten wystepuje gtdéwnie w skor-
ce owocow (21), stad jego nieobecnos¢ w badanych
ekstraktach. Wszystkie ekstrakty zawieraty zwigzki
o udokumentowanym dziataniu przeciwdrobnoustrojo-
wym mimo stwierdzonych réznic w ich zawartosci (2,
9). Uzycie do ekstrakcji rozpuszczalnikow polarnych
(woda i etanol) spowodowalo, ze ekstrakty byly bogate
w zwiazki fenolowe. Dodatkowo z badan Caillet i wsp.
(4) wynika, ze ekstrakt z Zurawiny otrzymany przy
uzyciu mieszaniny wody z etanolem w stosunku 85 : 15

Objasnienia: e-FACE — etanolowy ekstrakt, w-FACE — wodny ekstrakt,
we-FACE — wodno-etanolowy ekstrakt; * wartosci $rednie = SD (z trzech od-
dzielnych eksperymentdw); a, b, ¢ — $rednie oznaczone ré6znymi literami w tym
samym wierszu r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05

wykazuje wiekszy potencjat wychwytujacy wolne
rodniki 1 ma wigksza aktywno$¢ przeciwutleniajgca
niz ekstrakty uzyskane przy zastosowaniu apolarnych
rozpuszczalnikéw np. acetonu.

W tab. 2 przedstawiono aktywnos¢ przeciwbakteryj-
ng ekstraktow z zurawiny wielkoowocowej w stosunku
do 16 szczepdw bakterii. W celu uzyskania petiejsze-

Tab. 2. Wartos$ci MIC i MBC ekstraktéw z owocéw Zurawiny
wielkoowocowej (FACE) wobec szczepow testowych

Baklsris e-FACE w-FACE we-FACE
MIC/MBC (mg/ml)

Gram-dodatnie
S. aureus ATCC 25923 6,25/25,0 | 1,56/12,5 | 6,25/25,0
S. aureus A-529 1,56/12,5 3,13/6,25 1,56/6,25
S. epidermidis ATCC 12228 3,13/6,25 | 3,13/6,25 | 3,13/6,25
E. faecalis ATCC 29212 6,25112,5 | 3,13/12,5 | 3,13/3,13
L. monocytogenes 17/11 6,25/25,0 3,13/25,0 3,13/25,0
B. cereus ATCC 11778 6,25112,5 | 3,13/6,25 | 6,25/6,25
Gram-ujemne
S. ser. Enteritidis ATCC 13076 | 12,5/12,5 | 12,5/25,0 12,5/25,0
S. ser. Enteritidis 322/11 12,5/25,0 | 12,5/25,0 6,25/12,5
S. ser. Typhimurium 300/11 12,5/25,0 12,5/12,5 12,5/25,0
S. sonnei ,,s” 6,25/25,0 6,25/6,25 6,25/6,25
E. coli ATCC 25922 12,512,5 | 12,512,5 | 12,5/25,0
E. coli 026 152/11 6,25/25,0 | 6,25/12,5 | 6,25/12,5
K. pneumoniae ATCC 13883 12,5/25,0 | 6,25/25,0 12,5/25,0
E. aerogenes ATCC 13048 25,0/25,0 | 12,5/25,0 12,5/25,0
P. mirabilis ATCC 35659 12,5/25,0 | 6,25/12,5 | 6,25/12,5
P. aerugionosa ATCC 27853 12,512,5 | 6,25/6,25 | 12,5/12,5
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go obrazu aktywnosci ekstraktow, oprocz szczepow
referencyjnych, w badaniach uzyto réwniez izolatow
klinicznych. W grupie bakterii Gram-dodatnich badano
wrazliwo$¢ ziarniakow, pateczek oraz przetrwalni-
kujacych laseczek (Bacillus) na ekstrakty z owocow
zurawiny. Wartosci MIC ekstraktow byly w zakresie
od 1,56 do 6,25 mg/ml, natomiast wartosci MBC byly
wieksze od wartosci MIC (3,13-25,0 mg/ml). W gru-
pie tych bakterii izolat kliniczny L. monocytogenes
wykazywat najwigksza opornos¢ na badane ekstrakty
(MBC 25,0 mg/ml). Poza tym obserwowano silniejsze
dziatanie bakteriostatyczne wszystkich ekstraktow
na szczep kliniczny S. aureus w stosunku do szczepu
referencyjnego.

Hamujace dziatanie ekstraktow wzgledem bakterii
Gram-ujemnych bylo stabsze niz na bakterie Gram-
-dodatnie. Wartosci MIC ekstraktow byly w zakresie
6,25-12,5 mg/ml, z wyjatkiem etanolowego ekstraktu
wobec E. aerogenes (MIC 25,0 mg/ml). MBC ekstrak-
tow wynosity 6,25-25,0 mg/ml i byly rowne lub wigksze
od wartosci MIC. Nie zaobserwowano jednoznacznych
roéznic we wrazliwosci S. ser. Enteritidis 1 £. coli w za-
lezno$ci od pochodzenia szczepdw na badane ekstrak-
ty. Jedynie zauwazono, ze ekstrakt wodno-etanolowy
silniej dzialal na szczepy kliniczne niz referencyjne
tych bakterii.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna ekstraktow z zu-
rawiny gtownie jest spowodowana niskim pH (19).
Kwasy organiczne zawarte w ekstraktach czesciowo
biorg udzial w uwalnianiu LPS z zewngtrzne] btony
bakterii Gram-ujemnych, przyczyniajac si¢ do jej
przepuszczalnosci (16). Poza tym sktadniki ekstraktow
wspotdzialajg z zewnetrzng btong komorki, zakldcajac
jej aktywnos$¢, a nastepnie przemieszczaja si¢ do wne-
trza komorki 1 hamujg transkrypcje genow (25). Moze
to zapobiec syntezie biatek, ktore sg niezbedne dla
wzrostu bakterii. Hamowanie transkrypcji genu moze
nastapi¢ w bardzo krotkim czasie. Lacombe 1 wsp. (13)
wykazali specyficzne oddziatywanie frakcji cukrow
wraz z kwasami organicznymi naturalnie wystepu-
jacych w owocach zurawiny wielkoowocowej, ktore
powodowaty widoczny stres osmotyczny w komorkach
bakterii E. coli. Przeciwbakteryjne dziatanie ekstraktow
z zurawiny zwigzane jest tez z dziataniem pozostaltych
zwigzkow fenolowych. W przeciwienstwie do kwasow
organicznych, zwigzki fenolowe 1 antocyjany obecne
w ekstraktach z zurawiny powoduja miejscowe uszko-
dzenia $ciany komorkowej i wyciek cytoplazmy do
srodowiska (13). Dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
zurawiny moze by¢ spowodowane przez wiele mecha-
nizmOw i synergii, poniewaz zawieraja rozne zwiazki
oraz ich mieszaniny wystepujace w roznych formach
chemicznych (16).

W celu poréwnania aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
badanych ekstraktow obliczono procentowg aktywnos¢
(A%) (tab. 3). Zaden z badanych ekstraktow nie wyka-
zywal aktywnosci hamowania szczepow w stezeniach
od 0,098 do 0,78 mg/ml. 6% badanych szczepdéw byto

Med. Weter. 2018, 74 (3), 209-214

Tab. 3. Procentowa aktywnos$¢ przeciwbakteryjna ekstraktow
z owocow zurawiny wielkoowocowej (FACE)

MIC mg/ml e-FACE w-FACE we-FACE
0,098 0 0 0
0,195 0 0 0
0,39 0 0 0
0,78 0 0 0
1,56 6 6 6
3,13 13 34 25
6,25 50 69 63

12,5 94 100 100
25,0 100 100 100
50,0 100 100 100

Objasnienie: MIC — minimalne st¢zenie hamujace ekstraktu

hamowanych przez ekstrakty dopiero w stgzeniu 1,56
mg/ml. W wyzszych stezeniach ekstrakt wodny wyr6z-
nial si¢ wigkszym spektrum dziatania niz etanolowy
1 wodno-etanolowy. 100% testowych szczepow byto
hamowanych przez badane ekstrakty dopiero w stezeniu
25,0 mg/ml. Biorac pod uwagg rodzaj uzytego rozpusz-
czalnika, do dalszych badan wybrano ekstrakt wodny
z zurawiny wielkoowocowej ze wzgledu na skutecz-
nos$¢ jego przeciwbakteryjnego dziatania i mozliwos¢
redukcji kosztow produkcji ekstraktu.

Nastepnie sprawdzono dziatanie przeciwbakteryj-
ne wodnego ekstraktu z zurawiny wielkoowocowe;j
w mielonym mig¢sie wieprzowym, ktore inokulowano
patogenami (E. coli 026 152/11, S. ser. Enteritidis
322/11, L. monocytogenes 17/11 1 S. aureus A-529)
i przechowywano w temperaturze chfodniczej przez
6 dni. Srednia warto$¢ pH mielonego mi¢sa wieprzo-
wego wynosita 6,59, a z dodatkiem wodnego ekstraktu
z zurawiny w stezeniu 2,5% — 6,04. W czasie sze-
sciodniowego przechowywania probek migsa pH nie
ulegalo znaczagcym zmianom.

W probkach kontrolnych mielonego migsa wieprzo-
wego, tj. (3) zawierajacej ekstrakt (migso + w-FACE)
oraz (4) w $wiezym mielonym migsie wieprzowym,
nie byto wzrostu patogendéw. W probcee kontrolnej (2)
inokulowanej mieszaning czterech patogenow (migso
+ inokulum) obserwowano wzrost L. monocytogenes
z poczatkowej liczby 5,54 log jtk/g do 6,78 log jtk/g
po 2 dniach chtodniczego przechowywania, ktora
utrzymywala si¢ na tym poziomie przez kolejne 4 dni
(tab. 4). Liczby pozostatych testowych patogendow po-
woli zmniejszaty si¢ 1 po 6 dniach odnotowano spadek
liczby S. aureus, S. ser. Enteritidis 1 E. coli o jeden
cykl logarytmiczny, tj. do 4,70, 4,56 1 4,30 log jtk/g,
odpowiednio.

W proébce (1) mielonego migsa wieprzowego zw-FACE
obserwowano spadek liczby komorek podczas ich
chlodniczego przechowywania (tab. 4). Stwierdzono,
ze badany ekstrakt skuteczniej hamowat wzrost bakterii
Gram-ujemnych niz bakterii Gram-dodatnich. Juz po
30 min. po dodaniu w-FACE do migsa liczba E. coli
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Tab. 4. Zmiany liczby komérek bakterii w mielonym miesie
wieprzowym z dodatkiem 2,5% wodnego ekstraktu z owocow
zurawiny wielkoowocowej (W-FACE) w czasie przechowywa-
nia w temp. 4°C

Mieso
Czas (dni) kontrolne (bez w-FACE) | z dodatkiem 2,5% w-FACE
log,, jtk/g
L. monocytogenes 17/11

0(30°) 5,54 + 0,26° 5,28 + 0,11°
2 6,78 + 0,14 1,90+ 0,18
4 6,26 + 0,28 <1
6 6,06 +0,14 <1

S. aureus A-529

0(30°) 5,41 + 0,36° 5,120,21°
2 5,86 + 0,27° 1,70 £ 0,25
4 5,18+0,23 <1
6 4,70 £ 0,31 <1

S. ser. Enteritidis 322/11

0(30°) 5,88 + 0,14° 5,24 + 0,33¢
2 5,28 + 0,17 <1
4 4,95 + 0,28 <1
6 4,56 +0,12 <1

E. coli 026 152/11

0(30°) 5,65 + 0,31° 2,09+0,11"
2 5,72 0,24 <1
4 5,60 £0,17 <1
6 4,30+0,22 <1

Objasnienia: wartosci $rednie + SD (z trzech oddzielnych eks-
perymentow); a, b — §rednie oznaczone réznymi literami w tym
samym wierszu roznia si¢ istotnie przy p < 0,05

zmniejszyla si¢ o 3,56 cykle logarytmiczne. Po dwdch
dniach komorki E. coli i S. ser. Enteritidis nie byty juz
wykrywane w probkach migsa (zmniejszyly si¢ o 4 log
cykle) (p <0,05). Z kolei liczby komorek L. monocyto-
genes 1S. aureus po 2 dniach przechowywania zostaty
istotnie statystycznie zmniejszone (p < 0,05) o 4,88
14,16 log cykle, odpowiednio. Po 4 dniach inkubacji
probek nie wykryto juz zywych komorek tych szcze-
pow. Lepsza przezywalno$¢ bakterii Gram-dodatnich
W migsie wieprzowym wynika z przystosowania si¢
tych bakterii do niskich temperatur. Onyango 1 wsp.
(18) dowodza, ze bakterie S. aureus w niskich tem-
peraturach zachowuja dobrg zywotnos¢ dzigki mor-
fologicznym, ultrastrukturalnym i biochemicznym
zmianom w sktadzie $ciany komoérkowej. Czynnik ten
moze mie¢ znaczenie przy oddziatywaniu ekstraktu
z zurawiny, ktorego aktywnos¢ w takiej sytuacji moze
by¢ utrudniona. Podobnie pateczki L. monocytogenes
sg bakteriami termotolerancyjnymi i dzigki ochronnym
biatkom szoku termicznego mogg zachowywac¢ dobra
zywotno$¢ w niskich temperaturach (17), co mogto
mie¢ wplyw na ich lepsza przezywalno$¢ w badanej
probcee. Nie bez znaczenia jest rowniez wptyw matry-
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Tab. 5. Wplyw dodatku wodnego ekstraktu z owocow z Zu-
rawiny wielkoowocowej (w-FACE) na sensoryczne cechy
mielonej wieprzowiny (x = SD; n = 24)

Czas (dni) Migso .
kontrolne | z dodatkiem 2,5% w-FACE
0golny wyglad
0 8,62 + 0,61° 8,46 + 0,78"
2 8,04 + 0,86° 8,29 +0,79°
4 7,59 +0,23° 8,31 + 0,52
6 6,80 +0,17° 7,44 +0,93°
Zapach
0 8,11 +1,22 8,43 +0,97°
2 7,68 +0,79° 8,38 + 0,89°
4 6,39 + 0,93° 8,11 £0,90°
6 5,12 + 0,62° 8,02 +0,81"

Objasnienia: a, b — $rednie oznaczone réznymi literami w tym
samym wierszu ro6znig si¢ istotnie przy p < 0,05

cy zywnosciowej, jakg jest surowe mig¢so wieprzowe.
Holzapfel (10) sugeruje lepsza przezywalnos¢ bakterii
Gram-dodatnich niz Gram-ujemnych w surowcach
migsnych, szczegdlnie w warunkach dziatania niskich
temperatur.

W tab. 5 przedstawiono wyniki oceny sensoryczne;j
mielonego migsa wieprzowego z i bez dodatku w-FACE
w czasie 6 dni chlodniczego przechowywania. Dodatek
tego ekstraktu w stezeniu 2,5% do mielonej wieprzowi-
ny nie mial istotnego wptywu (p < 0,05) na poczgtkowe
cechy sensoryczne surowego migsa. Srednia ocena
zapachu mig¢sa mielonego wieprzowego z dodatkiem
w-FACE po 41 6 dniach chtodniczego przechowywania
byla istotnie statystycznie wyzsza (p < 0,05) niz migsa
mielonego wieprzowego bez tego ekstraktu.

Ekstrakty zowocow zurawiny wielkoowocowej wy-
kazuja szerokie spektrum przeciwbakteryjnego dziata-
nia. Duza skuteczno$¢ hamowania wzrostu patogenow
w mielonej wieprzowinie oraz korzystne cechy organo-
leptyczne podczas chtodniczego przechowywania przez
6 dni sugeruja mozliwos$¢ uzycia wodnego ekstraktu
z owocOw z zurawiny jako naturalnego konserwantu.

PiSmiennictwo

1. Aymerich T, Picouet P. A., Monfort J. M.: Decontamination technologies for
meat products. Meat Sci. 2008, 78, 114-129.

2.Aziz N. H., Farag S. E., Mousa L. A., Abo-Zaid M. A.: Comparative antibac-
terial and antifungal effects of some phenolic compounds. Microbios 1998,
93, 43-54.

3. Borges G., Degeneve A., Mullen W., Crozier A.: 1dentification of flavonoid and
phenolic antioxidants in black currants, blueberries, raspberries, red currants,
and cranberries. J. Agr. Food Chem. 2010, 58, 3901-3908.

4. Caillet S., Cété J., Doyon G., Sylvain J.-F., Lacroix M.: Antioxidant and anti-
radical properties of cranberry juice and extracts. Antioxidant and antiradical
properties of cranberry juice and extracts. Food Res. Int. 2011, 4, 1408-1413.

5. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Methods for dilution
antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically. Approved
standard (M07-A8) (8™ ed). Clin. Lab. Standard. Inst. Publ., Wayne 2009.

6. Coté J., Caillet S., Doyon G., Sylvain J. F., Lacroix M.: Bioactive compounds
in cranberries and their biological properties. Crit. Rev. Food Sci. 2010, 50,
666-679.



214

7. Gadallah M. G. E., Fattah A. A. A.: The antibacterial effect of mango seed
kernel powder in minced beef during refrigerated storage. World J. Diary Food
Sci. 2011, 6, 219-228.

8. Ganhdo R., Morcuende D., Estévez M.: Protein oxidation in emulsified
cooked burger patties with added fruit extracts: Influence on colour and texture
deterioration during chill storage. Meat Sci. 2010, 85, 402-409.

9.Herald P. J., Davidson P. M.: Antibacterial activity of selected hydroxycin-
namic acids. J. Food Sci. 1983, 48, 1378-1379.

10. Holzapfel W. H.: The Gram-positive bacteria associated with meat and meat-
-products, [w:] Davies A., Board R. (red.): Microbiology of Meat and Poultry,
Blackie Academic & Professional, London 1998, s. 53.

11.ISO Standard No. 8586-1. Sensory Analysis — General Guidance for the
Selection, Training and Monitoring of Assessors. Internat. Org. Standard.,
Geneva 1993.

12. Kathirvel P, Gong Y., Richards M. P.: ldentification of the compound in
a potent cranberry juice extract that inhibits lipid oxidation in comminuted
muscle. Food Chem. 2009, 115, 924-932.

13. Lacombe A., Wu V. C. H., Tyler S., Edwards K.: Antimicrobial action of the
American cranberry constituents; phenolics, anthocyanins, and organic acids
against Escherichia coli O157:H7. Int. J. Food Microbiol. 2010, 139, 102-107.

14.Lin L.-Z., Harnly J. M.: A screening method for the identification of glyco-
sylated flavonoids and other phenolic compounds using a standard analytical
approach for all materials. J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 1084-1096.

15. Narwojsz A., Borowska E. J.: Cranberry and strawberry juices — Influence of
method production on antioxidants content and antioxidative capacity. Pol J.
Nat. Sci. 2010, 25, 209-214.

16. Nohynek L. J., Alakomi H. L., Kdhkénen M. P, Heinonen M., Helander I. M.,
Oksman-Caldentey K. M., Riitta H., Puupponen-Pimid R. H.: Berry phenolics:
antimicrobial properties and mechanisms of action against severe human
pathogens. Nutr. Cancer 2006, 54, 18-32.

17. Novak J. S., Juneja V. K.: Effects of refrigeration or freezing on survival of
Listeria monocytogenes Scott A in under-cooked ground beef. Food Control
2003, 14, 25-30.

Med. Weter. 2018, 74 (3), 209-214

18. Onyango L. A., Dunstan R. H., Gottfries J., von Eiff C., Roberts T. K.: Effect
of low temperature on growth and ultra-s of Staphylococcus spp. PLoS ONE
2012,7 (1), e29031.

19. Puupponen-Pimid R., Nohynek L., Hartmann-Schmidlin S., Kdhkénen M.,
Heinonen M., Mddttd-Riihinen K., Oksman-Caldentey K. M.: Berry phenolics
selectively inhibit the growth of intestinal pathogens. J. Appl. Microbiol 2005,
98, 991-1000.

20. Raghavan S., Richards M. P.: Comparison of solvent and microwave extracts
of cranberry press cake on the inhibition of lipid oxidation in mechanically
separated turkey. Food Chem. 2007, 102, 818-826.

21. StewartJ. R., Artime M. C., O Brian C. A.: Resveratrol: a candidate nutritional
substance for prostate cancer prevention. J. Nutr. 2003, 133 (7 Suppl.), 2440-
-2443.

22.Sun J., Liu R. H.: Cranberry phytochemical extracts induce cell cycle arrest
and apoptosis in human MCF-7 breast cancer cells. Cancer Lett. 2006, 241,
124-134.

23.8Sun Y, Yolitz J., Alberico T, Sun X., Zou S.: Lifespan extension by cranberry
supplementation partially requires SOD2 and is life stage independent. Exp.
Gerontol. 2014, 50, 57-63.

24. Vasileiou 1., Katsargyris A., Theocharis S., Giaginis C.: Current clinical sta-
tus on the preventive effects of cranberry consumption against urinary tract
infections. Nutr. Res. 2013, 33, 595-607.

25. Wu V. C. H., Qiu X. J., Bushway A., Harper L.: Antibacterial effects of American
cranberry (Vaccinium macrocarpon) concentrate on foodborne pathogens.
LWT Food Sci. Tech. 2008, 41, 1834-1841.

26. Wu V. C. H., Qiu X. J., de los Reyes B. G., Lin C. S., Pan Y. P.: Application of
cranberry concentrate (Vaccinium macrocarpon) to control Escherichia coli
0157:H7 in ground beef and its antimicrobial mechanism related to the down
regulated slp, hdeA and cfa. Food Microbiol. 2009, 26, 32-38.

Adres autora: dr inz. Agata Stobnicka, ul. Czerniakowska 16, 00-701
Warszawa; e-mail: agsto@ciop.pl



