STRESZCZENIE

Jakos$é i bezpieczenstwo zdrowotne konserw wieprzowych z dodatkiem

wierzbowki kiprzycy (E. angustifolium L.)

W oparciu o dokonany przeglad literaturowy oraz dotychczasowy stan wiedzy, wysunigto
nastepujaca hipoteze badawcza: Zastosowanie liofilizowanego ekstraktu z wierzbowki
kiprzycy w trakcie produkcji wieprzowej konserwy sterylizowanej pozwala na zredukowanie
ilosci azotanu(III) sodu (E 250) do 50 mg/kg.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie potencjatu liofilizowanego
ekstraktu wodnego z wierzbowki kiprzycy (Epilobium angustifolium L.) jako zamiennika
azotanu(IIl) sodu oraz ocena mozliwosci jego zastosowania w produkcji wieprzowej konserwy
sterylizowanej.

Weryfikacji tak sformulowanych zalozen badawczych dokonano poprzez wykonanie
nastepujgcych celow badawczych: (1) oceny bezpieczenstwa zdrowotnego sterylizowanej
konserwy migsnej z obnizonym dodatkiem azotanu(IIl) sodu, (I1) oméwienia potencjatu
ekstraktow roslinnych jako zamiennikdw chemicznych substancji konserwujacych, (I11)
zbadaniu wplywu dodatku liofilizowanego ekstraktu wodnego z wierzbowki kiprzycy
na bezpieczenstwo zdrowotne konserwy sterylizowanej w trakcie przechowywania oraz (1V)
poprzez oceng potencjatu prozdrowotnego wyrobu w oparciu o biologicznie aktywne peptydy
- badania in silico i in vitro.

Podejscie przedstawione w zalaczonych publikacjach dotyczy mozliwo$ci ograniczenia
stosowania dodatku E 250 — azotanu(lll) sodu — w sterylizowanym wyrobie migsnym.
Zatozono, ze zupela eliminacja w/w dodatku, ktory spetnia szereg dos¢ istotnych funkcji
w wyrobach migsnych, moze nie by¢ w pelni wykonalna. Zalozono jednak, ze suplementacja
materialem roslinnym moze przyczynic si¢ do zredukowania ilosci NaNO2 wprowadzanego do
surowca migsnego W czasie produkcji, co zostato zweryfikowane w trakcie badan in vitro.

Praca (l) dotyczyla redukcji dodatku azotanu(IIl) sodu o polowe¢ w stosunku do
obowigzujacych przepisow prawnych (Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego | Rady
(WE) nr 1333/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r.) oraz jego eliminacji z produktu. Przeprowadzone
badania pozwolily stwierdzi¢ o ile redukcja dodatku azotynu do 50 mg/kg pozwolito na
uzyskanie stabilnej i zblizonej barwy do wyrobu Kkontrolnego, nie uzyskano
satysfakcjonujgcych wynikow zwigzanych z potencjatem antyoksydacyjnym. Biorac pod

uwage szeroki zakres dziatania azotanu(IIl) sodu stwierdzono, ze przy zmniejszeniu jego



dodatku wyrob migsny powinien by¢ dodatkowo suplementowany. Niniejsze badanie postuzyto
do opracowania nastepnej pracy (I1) i zrealizowania kolejnego celu badawczego.

Charakterystyke dotyczaca wykorzystania surowcoéw roslinnych w roznych grupach
wyrobow miesnych przedstawiono w artykule (11) pt. ,,Reduction of nitrite in meat products
through the application of various plant-based ingredients”. W niniejszej pracy zebrano dane
dotyczace wplywu ekstraktow oraz proszkow pochodzacych z roéznych rodzajéow roslin
na barwe, wilasciwosci antyoksydacyjne, bezpieczenstwo mikrobiologiczne oraz cechy
sensoryczne wyrobow migsnych (zaréwno tych poddanych obrobce termicznej jak i nie).
W niniejszej pracy przedstawiono roéwniez zrodta azotanow 1 azotynow w diecie cztowieka,
konsekwencje zdrowotne zwigzane z ich spozyciem oraz poruszono temat obecnej sytuacji
prawnej zwigzanej z mozliwoscig stosowania azotanu(Ill) sodu w produktach migsnych.
Opracowanie przyczynito si¢ do wyboru wierzbowki kiprzycy jako zamiennika azotanu(III)
sodu i przeprowadzenia dalszych badan in vitro oraz in silico (111 i 1V).

Badania (Il1l) dotyczyly sprawdzenia wplywu dodatku réznych ilosci wodnego,
liofilizowanego ekstraktu z wierzbowki kiprzycy (E. angustifolium L.) na fizykochemiczne,
mikrobiologiczne oraz sensoryczne wiasciwosci konserwy wieprzowej podczas 6 miesiecy
przechowywania (4 °C). W niniejszej pracy zostaly rowniez wykonane badania dotyczace
charakterystyki samego ekstraktu — pozwolity one na oceng sktadu chemicznego, potencjatu
antyoksydacyjnego oraz wlasciwos$ci antymikrobiologicznych. Do§wiadczenie wykazato dos¢
wysoka zdolno$¢ inhibicji wolnych rodnikéw (szczegdlnie DPPH, mniejsza skuteczno$é
zostata zaobserwowana wobec rodnikow ABTS™); dominujagcym komponentem ekstraktu
okazata si¢ by¢ oenoteina B. Ekstrakt okazal si¢ by¢ szczegdlnie skuteczny wobec bakterii
Gram dodatnich; co ciekawe, odnotowano rowniez brak jego wplywu na bakterie kwasu
mlekowego. Dodatek ekstraktu do wyrobu migsnego przyczynit si¢ do zwigkszenia potencjatu
antyoksydacyjnego (ABTS ", DPPH, TBARS) konserw, ktory okazat si¢ by¢ zalezny od ilo$ci
zaaplikowanego liofilizatu. W tym kontek$cie zauwazono réwniez, ze dodatek ekstraktu
w ilosciach 150 mg/kg oraz 1000 mg/kg pozwolil na uzyskanie bardziej satysfakcjonujacych
wynikéw w poréwnaniu do innych prob, w szczegolnosci do proby kontrolnej, zawierajacej
dodatek azotanu(Ill) sodu w ilosci 100 mg/kg (zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu
Europejskiego i Rady (WE) nr 1333/2008). Jednakze, odnotowano nizszg stabilnos¢
antyoksydacyjng w przypadku konserwy z dodatkiem wierzbowki kiprzycy w najwyzszej
ilosci. Dodatek 1000 mg/kg liofilizatu przetozyt si¢ rowniez na negatywne noty w czasie oceny
sensorycznej. Produkt zostat zaakceptowany przez panel testujacy jednakze pojawity si¢ uwagi

co do obecnosci nietypowego, niezidentyfikowanego posmaku.



Wobec powyzszego, konserwy — zaréwno proby z dodatkiem ekstraktu z wierzbowki
kiprzycy jak i wyrdb kontrolny — zostaty poddane badaniom zwigzanym z okresleniem ich
aktywnosci peptydéw bioaktywnych in vitro oraz in silico (IV). Badania zostaty
przeprowadzona bezposrednio po produkcji (dzien zero) oraz po sze$ciu miesigcach
chtodniczego (4° C) przechowywania tj. po 180 dniach.

Liczba sekwencji zidentyfikowanych peptydow okazala si¢ by¢ najwigksza dla proby
kontrolnej, jednakze dla prob liofilizowanych ekstraktem z wierzbowki, odnotowano wzrost
liczb sekwencji w czasie przechowywanie; najwyzszy okazat si¢ by¢ dla prob zawierajacych
ekstrakt w ilosciach 100 mg/kg oraz 1000 mg/kg (wzrost, kolejno, o 233 oraz 211 sekwencji).
Spadek zostatl odnotowany dla proby zawierajacej najnizszg dawke ekstraktu - wskazuje to na
stabilizacj¢ protein przez obecnos$¢ wiekszych ilosci liofilizatu. Podczas przechowywania,
prawdopodobnie w czasie do$¢ intensywnych przemian bialek, doszto do zmian profilu
podobnych sekwencji wsérod pieciu wariantow konserw — w efekcie, po sze$ciu miesigcach
przechowywania, otrzymano 99 sekwencji peptydow, wsérod ktorych zidentyfikowano
74 fragmenty. Fragmenty te cechowaly si¢ 24 ro6znymi biologicznie aktywnymi
wlasciwosciami, wérod ktorych dominujaca byta zdolno$¢ do inhibicji enzymu konwertujacego
angiotensyn¢ (ACE-I), zdolno$¢ do hamowania peptydazy dipeptydylowej IV (DPP _IV)
a takze wlasciwosci antyoksydacyjne, ktére zostaly potwierdzone poprzez wykonane
stosownych badan (ABTS®, FRAP, chelatowanie jonow zelaza(Il)). Sprawdzono rowniez
zdolno$¢ wchtaniania z jelita grubego za pomoca Caco-2, ktore okazato si¢ dos¢ znaczne.

Niniejsze badania wskazujg na pozytywny wpltyw ekstraktow roslinnych na stabilizacje

oraz profil peptyddéw bioaktywnych.

1. Nie jest mozliwa catkowita eliminacja azotanu(l11) sodu z receptury konserwy
wieprzowej sterylizowanej bez wpltywu na pogorszenie jakosci i bezpieczenstwa
zdrowotnego produktu.

2. Mozliwa jest redukcja dodatku azotanu(III) sodu do 50 mg/kg w recepturze konserwy
wieprzowej sterylizowanej bez wptywu na pogorszenie jakosci mikrobiologiczne;j
(nieobecne bakterie patogenne C. botulinum, L. monocytogenes, Salmonella)

1 sensorycznej produktu oraz niektorych wlasciwosci fizykochemicznych
(barwa, tekstura, aktywnos$¢ wody).

3. Zastosowanie w recepturze konserwy wieprzowej sterylizowanej dodatku azotanu(l11)

sodu w ilosci 50 mg/kg spowodowato istotne obnizenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej

oraz wzrost zawarto$ci wtornych produktoéw utleniania lipidow.



. Zastosowanie w recepturze konserwy wieprzowej sterylizowanej dodatku azotanu(l11l)

sodu w ilosci 50 mg/kg z jednoczesng suplementacja ekstraktem wierzbowki kiprzycy
(100-1000 mg/kg) spowodowato istotny wzrost aktywnosci antyoksydacyjnej oraz

obnizenie zawarto$ci wtornych produktow utleniania lipidow.

. Dodatek ekstraktu z wierzbowki kiprzycy (E. angustifolium L.) w ilosci 150 1 1000

mg/kg w polaczeniu ze zmniejszonym do 50 mg/kg dodatkiem azotanu(IlI) sodu
wplywa na obnizenie zawarto$ci N-nitrozoamin i amin biogennych w produkcie.
Dodatek ekstraktu z wierzbowki kiprzycy (E. angustifolium L.) w ilosci 100 i 150
mg/kg w polaczeniu ze zmniejszonym do 50 mg/kg dodatkiem azotanu(IIl) sodu nie
wplynat negatywnie na wyrdzniki sensoryczne oceniane zaréwno po produkcji jak i

po 180 dniowym przechowywaniu.

. Dodatek ekstraktu z wierzbowki kiprzycy (E. angustifolium L.) w ilosci 150 1 1000

mg/kg w potaczeniu ze zmniejszonym do 50 mg/kg dodatkiem azotanu(III) sodu
zwiekszat potencjat antyoksydacyjny peptydow w konserwie po 180 dniach
przechowywania.

Konserwa migsna suplementowana ekstraktem ziotowym moze by¢ uznana za

potencjalne zrodto peptydoéw bioaktywnych.

. W konserwie wieprzowej sterylizowanej rekomenduje si¢ stosowanie liofilizowanego

ekstraktu z wierzbowki kiprzycy (E. angustifolium L.) w ilosci 150 mg/kg w celu
uzyskania cech jakosciowych najbardziej zblizonych do produktu z dodatkiem 100

mg/kg azotanu(l11) sodu.
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SUMMARY

Safety of meat product
with addition of willow herb (E. angustifolium L.) extract

Conclusions

Based on the review of the literature and the current state of knowledge, the following
research hypothesis was put forward: The use of freeze-dried willow herb extract during the
production of sterilized pork allows to reduce the amount of sodium nitrate (E 250) to 50 mg/kg.

The aim of this dissertation was to determine the potential use of the lyophilized water
extract of willow herb (Epilobium angustifolium L.) as a substitute for sodium nitrate and to
assess the possibility of its use in the production of sterilized pork.

The research assumptions formulated in this way were verified by performing the
following research objectives: (1) assessing the health safety of sterilized canned meat with a
reduced addition of sodium nitrate, (I1) discussing the potential of plant extracts as chemical
substitutes for preservatives, (111) examining the effect of a lyophilized additive water extract
from Kkiprzyca willow for the health safety of canned food sterilized during storage and (1V) by
assessing the health-promoting potential of the product based on biologically active peptides -
in silico and in vitro tests.

The approach presented in the accompanying publications concerns the possibility of
limiting the use of the additive E 250 — sodium nitrate — in a sterilized meat product. It was
assumed that the complete elimination of the abovementioned additive, which fulfills a number
of quite important functions in meat products, it may not be fully feasible. However, it was
assumed that supplementation with plant material may contribute to reducing the amount of
NaNO: introduced into the raw meat during production, which was verified during in vitro tests.

Paper (1) concerned the reduction of sodium nitrate addition by half in relation to the
applicable legal provisions (Regulation of the European Parliament and of the Council (EC)
No. 1333/2008 of December 16, 2008) and its elimination from the product. The conducted
research made it possible to state if the reduction of the nitrite addition to 50 mg/kg allowed to
obtain a stable and similar color to the control product, the satisfactory results related to the
antioxidant potential were not obtained. Taking into account the wide range of action of sodium

nitrate, it was found that with the reduction of its addition, the meat product should be



additionally supplemented. This study was used to develop the next work (1) and to achieve
another research goal.

The characteristics of the use of plant raw materials in various groups of meat products are
presented in the article (Il) entitled "Reduction of nitrite in meat products through the
application of various plant-based ingredients”. In this study, data on the effect of extracts and
powders from various types of plants on the color, antioxidant properties, microbiological
safety and sensory properties of meat products (both heat-treated and not) were collected.
This paper also presents the sources of nitrates and nitrites in the human diet, health
consequences related to their consumption, and discusses the current legal situation related to
the possibility of using sodium nitrate in meat products. The study contributed to the selection
of willow herb as a substitute for sodium nitrate and further in vitro and in silico (Il and 1V)
studies.

The research (111) concerned the verification of the effect of the addition of various amounts
of water-based, freeze-dried extract of willow herb (E. angustifolium L.) on the
physicochemical, microbiological and sensory properties of the canned pork during 6 months
of storage (4 °C). In this work, studies were also carried out on the characteristics of the extract
itself — they allowed for the assessment of the chemical composition, antioxidant potential and
antimicrobial properties. The experiment showed quite high ability to inhibit free radicals
(especially DPPH, lower effectiveness was observed against ABTS* radicals); the dominant
component of the extract turned out to be oenotein B. The extract turned out to be particularly
effective against gram-positive bacteria; Interestingly, its lack of effect on lactic acid bacteria
was also noted. The addition of the extract to the meat product contributed to the increase of
the antioxidation potential (ABTS*, DPPH, TBARS) of canned food, which turned out to be
dependent on the amount of lyophilizate applied. In this context, it was also noticed that the
addition of the extract in the amount of 150 mg/kg and 1000 mg/kg allowed to obtain more
satisfactory results compared to other trials, in particular to the control sample containing the
addition of sodium nitrate in the amount of 100 mg/kg (in accordance with the Regulation of
the European Parliament and of the Council (EC) No. 1333/2008). However, lower antioxidant
stability was noted in the case of canned food with the highest amount of willow herb. The
addition of 1000 mg/kg of lyophilizate also resulted in negative scores during the sensory
evaluation. The product was accepted by the testing panel, however, there were comments about
the presence of an unusual, unidentified aftertaste.

In view of the above, the canned food — both the samples with the addition of kiprzyca

willow extract and the control product — were subjected to tests related to the determination of



their activity of bioactive peptides in vitro and in silico (IV). The tests were carried out
immediately after production (day zero) and after six months of refrigerated (4 °C) storage,
i.e. after 180 days.

The number of sequences of the identified peptides turned out to be the highest for the
control sample, however, for the samples freeze-dried with the willow herb extract, there was
an increase in sequence numbers over the time of storage; the highest was found for samples
containing the extract in amounts of 100 mg/kg and 1000 mg/kg (increase, successively, by 233
and 211 sequences). A decrease was noted for the sample containing the lowest dose of the
extract - this indicates that the proteins were stabilized by the presence of larger amounts of
lyophilizate. During storage, probably during quite intensive protein transformations, there
were changes in the profile of similar sequences among the five canned variants - as a result,
after six months of storage, 99 peptide sequences were obtained, among which 74 fragments
were identified. These fragments were characterized by 24 different biologically active
properties, the dominant among which was the ability to inhibit angiotensin converting enzyme
(ACE-I), the ability to inhibit dipeptidyl peptidase 1V (DPP-1V) and antioxidant properties,
which were confirmed by appropriate tests (ABTS ™, FRAP, iron (Il) ion chelation). The
absorption capacity from the colon with Caco-2 was also tested and it turned out to be quite
significant.

These studies show the positive effect of plant extracts on the stabilization and profile of

bioactive peptides.

1. Itis not possible to completely eliminate sodium nitrite from the recipe for sterilized
canned pork without affecting the quality and health safety of the product itself.

2. ltis possible to reduce the addition of sodium nitrite to 50 mg per kg in the recipe of
canned pork without affecting the deterioration of the microbiological quality (absence
of pathogenic bacteria C. botulinum, L. monocytogenes, Salmonella) and the sensory
quality of the product and some physicochemical properties (e.g. color, texture, water
activity).

3. Application of sodium nitrite in amount of 50 mg/kg in canned pork resulted in
a significant decrease of antioxidant activity and an increase in the content of
secondary lipid oxidation products.

4. The use of sterilized pork in the recipe of the addition of sodium nitrite in the amount

of 50 mg/kg with simultaneous supplementation with willow herb extract (100-1000



mg/kg) resulted in a significant increase in antioxidant activity and a reduction in the

content of secondary lipid oxidation products.

. The addition of willow herb (E. angustifolium L.) extract in the amount of 150 and

1000 mg/kg in combination with the reduced addition of sodium nitrite (50 mg/kg)

allow to reduce the content of N-nitrosamines and biogenic amines in the product.

. The addition of willow herb (E. angustifolium L.) extract in the amount of 100 and

150 mg/kg in combination with the sodium nitrite in amount of 50 mg/kg did not
adversely affect the sensory characteristics assessed both after production and after

180 days of storage.

. The addition of willow herb (E. angustifolium L.) extract in the amount of 150 and

1000 mg/kg with addition of sodium nitrite (in amount of 50 mg/kg) allow to increase

the antioxidant potential of peptides in product after 180 days of storage.

. Canned meat supplemented with herbal extract may be considered as a potential

source of bioactive peptides.
In sterilized pork, it is recommended to use freeze-dried willow herb (E. angustifolium
L.) extract in the amount of 150 mg/kg in order to obtain the qualitative characteristics

similar to the product with only sodium nitrite addition in amount of 100 mg/kg.
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