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IGLY, KTORE CHRONIA, A NIE KLUJA: AKTYWNOSC
PRZECIWDROBNOUSTROJOWA FERMENTOWANYCH NAPOJOW NA
BAZIE IGIEE. SOSNOWYCH

Streszczenie

Wprowadzenie. Zywno$é funkcjonalna to kategoria produktow spozywczych, ktére poza wartoécia
odzywcza wywieraja udowodniony korzystny wpltyw na jedng lub wigcej funkcji organizmu. Szczegdlng
role w tym zakresie odgrywaja produkty fermentowane, takie jak jogurt, kefir czy kiszonki, znane ze
swojego wplywu na regulacje rownowagi mikrobity jelitowej, wspieranie odpornosci oraz dostarczanie
bioaktywnych sktadnikow, w tym peptydow o wlasciwosciach antybakteryjnych i przeciwutleniajacych.
W ostatnich latach rosnie zainteresowanie fermentowanymi napojami jako alternatywa dla komercyjnych
napojow gazowanych. Przyktadem takiego napoju moze by¢ fermentowany napdj z igiet sosnowych (soda
sosnowa, ang. pine soda). W odpowiedzi na rosnace zainteresowanie zywnoscig nisko przetworzona
i funkcjonalng celem niniejszego badania bylo opracowanie fermentowanego napoju z igiet sosny oraz
jego wersji wzbogaconych w kurkume, szczep probiotyczny Lactobacillus acidophilus Narine lub kombi-
nacje¢ obu, a nastepnie ocena ich dziatania przeciwdrobnoustrojowego wobec wybranych patogenéw zyw-
nosci (Listeria monocytogenes 1326, Listeria monocytogenes 1327 oraz Salmonella enterica subsp. enteri-
ca serotyp Typhimurium PCM 2266).

Wyniki i wnioski. Badania wykazaly, ze supernatanty z napojéw sosnowych pozbawione komorek
bakteryjnych (ang. cell-free supernatants) wykazuja zréznicowane dziatanie hamujgce wzrost patogenow
zalezne glownie od wartosci pH. Obnizone pH zwigkszato efekt antybakteryjny, wskazujac na dominujaca
rolg kwasow organicznych w mechanizmie inhibicji. Dodatki funkcjonalne takie jak kurkuma i szczep
probiotyczny L. acidophilus Narine wptywaly na warto§¢ minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC)
W sposob zroznicowany — w zaleznosci od sktadu obserwowano zaréwno jej obnizenie, jak i wzrost. Su-
pernatant L. acidophilus Narine wykazywal najwyzsza skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jako osobny
komponent.
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Wprowadzenie

Koncepcja zywnosci funkcjonalnej pojawita si¢ w latach 80. XX wieku w Japonii,
gdzie zrodzita si¢ idea FOSHU (ang. Foods for Specified Health Use), czyli zywnosci
do okreslonego przeznaczenia zdrowotnego [38]. W Europie badania nad zywnoS$cia
funkcjonalng zapoczatkowano w roku 1996 w ramach programu FUFOSE (ang. Func-
tional Food Science in Europe) finansowanego przez Komisje Europejska [9]. W re-
zultacie w 1999 roku sformutowano definicje zywnosci funkcjonalnej, zgodnie z ktorg
zywno$¢ funkcjonalna to produkty spozywcze, ktore dostarczaja dodatkowych korzy-
$ci, innych niz sam efekt odzywczy, i wptywaja na jedna lub wiecej funkcji organizmu,
a dziatania te muszg by¢ udowodnione w badaniach klinicznych z udziatem ludzi [28].

Zywno$¢ funkcjonalng mozna podzielié ze wzgledu na zroéznicowane kryteria,
m.in. technologiczne, fizjologiczne, chemiczne czy regulacyjne [13]. Dla konsumen-
tow najbardziej uzyteczna jest klasyfikacja oparta o przeznaczenie danego produktu
spozywczego. Wyrdzniamy tu m.in.: zywno$¢ dla kobiet w ciazy (zawierajaca kwas
foliowy, zelazo, jod) [14], dla sportowcow i osob aktywnych fizyczne (zawierajaca
m.in. biatka serwatkowe, leucyne, glutaming, magnez, azotany, beta-alaning, kofeing)
[40], dla dzieci (zawierajaca choling, luteing, witaminge D) [45], dla oséb starszych
(zawierajacych omege 3, kurkuming, witaming D, polifenole) [32] czy dla diabetykow
(majacych w sktadzie btonnik rozpuszczalny, kwas chlorogenowy, cynamon) [25, 42].
Najbardziej zasadny wydaje si¢ jednak podzial ze wzgledu na sktadniki bioaktywne
i ich efekt funkcjonalny [3]. Przyktadem sktadnikéw funkcjonalnych sg probiotyki,
reprezentowane przez szczepy Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp., ktore przywra-
caja rownowage w ekosystemie jelitowym oraz zwigkszaja odpornos¢ organizmu
[2, 17, 42]. Kolejnym przyktadem sa prebiotyki, czyli substancje jakie jak inulina,
fruktooligosacharydy (FOS) i galaktooligosacharydy (GOS), ktére odzywiaja pozy-
teczne bakterie jelitowe i reguluja rownowage mikrobioty jelitowej [20]. Nastgpnie
fitosterole i stanole — beta-sitosterol i kampesterol, ktore obnizajg frakcje LDL (ang.
low-density lipoprotein) cholesterolu, czyli tzw. ztego cholesterolu [33]. Kolejny
sktadnik funkcjonalny to wiclonienasycone kwasy tluszczowe (ang. polyunsaturated
fatty acids, PUFA), do ktorych zaliczamy kwas eikozapentaenowy (EPA), dokozahek-
saenowy (DHA) i alfa-liponowy (ALA), ktore wykazuja dziatanie kardioprotekcyjne
i neuroprotekcyjne [16, 17]. Nastgpnie zwiazki fenolowe (potocznie zwane polifeno-
lami), tj. flawonoidy, resweratrol, kwas chlorogenowy, ktore dziatajg antyoksydacyj-
nie i przeciwzapalnie [6]. Do sktadnikow funkcjonalnych zaliczamy réwniez peptydy
bioaktywne, takie jak kazeina czy bialka serwatkowe, ktore reguluja ci$nienie krwi
I maja dziatanie immunomodulujace [27]. Witaminy i mineraty, np. witamina D, cynk,
jod 1 selen, to rowniez sktadniki funkcjonalne, wptywajace na zdrowie kosci, prawi-
diowe funkcjonowanie tarczycy oraz wykazujace dzialanie antyoksydacyjne [39].
Rowniez btonnik pokarmowy, ktorego przyktadem sa celuloza, pektyny i beta-glukany,
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zaliczane sa do komponentoéw funkcjonalnych zywnosci, dzigki regulacji gospodarki
weglowodanowej, obnizeniu poziomu lipidow we krwi i poprawie perystaltyki jelit
[22, 47]. W konsekwencji na potkach sklepowych mozna zaobserwowaé coraz wigkszy
asortyment zywnosci funkcjonalnej. Jej przyktadem sg jogurty probiotyczne, np. za-
wierajace szczep Lactobacillus rhamnosus GG, margaryny wzbogacone w fitosterole,
oleje roslinne bogate w kwasy tluszczowe omega-3, soki i napoje wzbogacone w wi-
taminy antyoksydacyjne (A, E, C) czy pieczywo i platki pelnoziarniste bogate w bton-
nik pokarmowy [8, 10, 43].

W ostatnich latach, m.in. w zwiazku z pandemiag COVID-19, na znaczeniu zysku-
je réwniez zywnos¢ funkcjonalna, zwigkszajagca odpornos$¢ organizmu, a jednym
Z najczesciej stosowanych w tym aspekcie sktadnikiem bioaktywnym jest kurkuma [5].
Kurkume (Curcuma longa L.) uznawaje si¢ za funkcjonalny dodatek do zywnosci. Jej
gtéwnym sktadnikiem bioaktywnym jest kurkumina. To ona posiada szeroki wachlarz
udokumentowanych wiasciwosci biologicznych, ktére nadaja jej silne wiasciwosci
funkcjonalne, zaré6wno w zywno$ci, jak i w suplementach diety [1, 36]. Dziatanie kur-
kuminy potwierdzono w licznych badaniach i przypisuje si¢ jej wlasciwosci przeciw-
zapalne, antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe, przeciwbakte-
ryjne, przeciwpierwotniakowe, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze i immunomodula-
cyjne [29]. Kurkume dodaje si¢ m.in. do: napojow funkcjonalnych (np. ,,golden milk™),
batonéw i przekasek ,,superfoods”, mieszanek przyprawowych (np. curry) oraz suple-
mentow diety (tabletki, kapsutki, ekstrakty liposomalne) [41]. Zalecane jest taczenie
kurkuminy z piperyna, zawarta m.in. w czarnym pieprzu, ktora zwigksza biodostep-
nos$¢ kurkuminy nawet o 2000 % [18].

Przyktadem zywnosci funkcjonalnej jest zywno$¢ fermentowana, ktéra powstaje
w wyniku aktywnos$ci drobnoustrojow, jednak pojecia te nie sa tozsame. By produkt
fermentowany mogt zosta¢ zaklasyfikowany jako funkcjonalny, konieczna jest w nim
obecnos$¢ zywych kultur bakterii lub drozdzy oraz udowodnione korzystne dziatanie na
organizm ludzki [23, 44]. Wsérdd produktow fermentowanych najlepiej poznane sg
produkty mleczne, tj. kefir, jogurt czy maslanka. Ich wlasciwosci prozdrowotne wyni-
kaja glownie z obecnosci zywych kultur bakterii fermentacji mlekowej, czgsto o ce-
chach probiotycznych oraz zwigzkéw bioaktywnych powstajacych w procesie fermen-
tacji. Szczepy bakterii, takie jak Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp., wspomagaja
zwalczanie infekcji uktadu pokarmowego, moczowo-piciowego, oddechowego, skory
i jamy ustnej, glownie poprzez modulacj¢ mikrobioty, wspieranie odpornosci i hamo-
wanie wzrostu patogenéw [46]. Ponadto w fermentowanych produktach mlecznych
wystepuja bioaktywne peptydy, ktore dziataja przeciwbakteryjnie, przeciwutleniajgco
oraz obnizaja ci$nienie krwi [34]. Dodatkowo dochodzi do zwigkszenia biodostepnosci
sktadnikow odzywczych — np. polepszenia wchtaniania wapnia i witamin z grupy B
[15].
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Fermentowane produkty mleczne, podobnie jak kiszona kapusta czy ogorki, od
stuleci sg obecne w diecie Polakow, a w ostatnich latach coraz bardziej popularne stajg
si¢ oOrientalne roslinne produkty fermentowane, takie jak miso, tempeh, kimchi [19]
oraz fermentowane napoje funkcjonalne, takie jak kombucha, zakwas imbirowy (gin-
ger bug), tepache, kefir wodny czy soda sosnowa (pine needle soda), bedace alternaty-
wa dla komercyjnych napojow gazowanych. Napoje fermentowane z tatwosciag moga
by¢ przygotowane w warunkach domowych, ze sktadnikéw znajdujacych si¢ w prak-
tycznie kazdej kuchni [7, 16, 24, 48]. Takie napoje moga potem stuzy¢ jako naturalne
startery do przygotowania domowych lemoniad, ,,szampandéw” czy gazowanych so-
kow.

Coraz wieksza swiadomo$¢ konsumentow na temat oddzialywania diety i sktad-
nikdw zywnosci na zdrowie sprawia, ze zainteresowanie zar6wno zywnoscig funkcjo-
nalna, jak i fermentowanymi napojami stale ro$nie, a w poszukiwaniu surowcow do
fermentacji ogranicza nas juz wlasciwie tylko wyobraznia.

Wychodzac naprzeciw wspotczesnym trendom i potrzebom rynku, zbadalismy
wlasciwosci antybakteryjne fermentowanego napoju z igiet sosnowych oraz jego mo-
dyfikowane warianty wzbogacone w dodatki funkcjonalne — szczep probiotyczny Lac-
tobacillus acidophilus Narine i ekstrakt z kurkumy i pieprzu oraz kombinacje¢ obu tych
dodatkow funkcjonalnych, a nastepnie oceniliSmy potencjat antybakteryjny uzyska-
nych napojow fermentowanych wobec wybranych patogendéw wystepujacych w zyw-
nosci.

Material

Materialy

Surowce potrzebne do przygotowania fermentowanego napoju sosnowego i jego
wariantéw - pieprz czarny (Prymat, Wietnam), kurkuma (Prymat, Indie) oraz sacharoza
(Diamant, Polska) zostaly zakupione w lokalnym sklepie w Gdansku. Igly sosny
(Pinus sylvestris) zebrano w marcu 2025 w Parku Nadmorskim im. Prezydenta R. Rea-
gana w Gdansku—Brzeznie i umyto celem usunigcCia zanieczyszczen powierzchnio-

wych.
Materiat biologiczny

Szczepy Lactobacillus acidophilus Er-2 szczep 317/402 Narine (probiotyk Nari-
ne, Narum), Listeria monocytogenes 1326 (L1326), Listeria monocytogenes 1327
(L1327) oraz Salmonella enterica subsp. enterica serotyp Typhimurium PCM 2266 (S.
Typhymurium; PCM2266) pozyskano z kolekcji drobnoustrojow Katedry Mikrobiolo-
gii (Wydzial Biologii Uniwersytetu Gdanskiego).
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Metody badan
Proces wstepnej fermentacji

Do przygotowanych wczesniej czterech jalowych stoikow odmierzono po 30 g
sacharozy i 500 cm® wody jatowej o temperaturze pokojowej. Po rozpuszczeniu cukru
do kazdego stoika dodano po 30 g igiet sosnowych, wyptukanych w wodzie jalowe;
i wysuszonych za pomoca recznikow papierowych. Stoiki szczelnie zamknieto w celu
zapewnienia warunkow zblizonych do beztlenowych. Wstepng fermentacje z wykorzy-
staniem naturalnej mikrobioty igiet sosny prowadzono przez 12 godzin w temperaturze
pokojowej (23 £ 2°C).

Przygotowanie ekstraktu z kurkumy i pieprzu

Do przygotowania ekstraktu z kurkumy i pieprzu odmierzono 5 g sproszkowane-
go korzenia kurkumy (Curcuma longa) i 0,5 g $wiezo mielonego pieprzu czarnego
(Piper nigrum L.), nastepnie uzupeliono woda do objetosci 100 cm®. Po energicznym
wymieszaniu ekstrakty zostawiano na 12 godzin w temperaturze pokojowej (23 +
2°C).

Przygotowanie szczepu probiotycznego

Plynna pozywke MRS (Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy) o objetosci 50 cm?
zaszczepiono szczepem probiotycznym Lactobacillus acidophilus Narine i namnazano
przez noc w temperaturze 37 °C w warunkach beztlenowych (BD GasPak™ system:;
Warszawa, Polska).

Proces fermentacji wtasciwej

Po 12 godzinach wstepnej fermentacji wykonano pomiary pH. Wariant podsta-
wowy (kontrola) napoju bez dodatkéw (1) oznaczono kodem P. Do wariantu ekspery-
mentalnego (2) dodano 5 cm® ekstraktu z kurkumy i pieprzu i oznaczono kodem P + K.
Do wariantu eksperymentalnego napoju (3) dodano 25 cm® hodowli nocnej probio-
tycznego szczepu Lactobacillus acidophilus Narine (ODggo= 0.7) i 0znaczono jako P +
N. Do wariantu eksperymentalnego napoju (4) dodano 5 cm?® ekstraktu z kurkumy
i pieprzu oraz 25 cm® hodowli nocnej Lactobacillus acidophilus Narine (ODggo = 0.7)
i 0znaczono jako P + K + N. Fermentacj¢ prowadzono przez nast¢gpne 96 godzin, mo-
nitorujac warto$¢ pH co 24 godziny. Schemat warunkow eksperymentow przedstawio-
no na Ryc. 1.

Przygotowanie supernatantéw pozbawionych komaorek (Cell-Free Supernatants)

W celu otrzymania supernatantow wolnych od komorek hodowle bakterii oraz
warianty napojow poddawano wirowaniu (11 627 x g, 30 minut, 4 °C). Po usuni¢ciu
osadu komorek supernatanty filtrowano przez filtry strzykawkowe (@ 0.2 um), a na-
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stepnie korygowano warto$¢ pH do 4.6 oraz 7.0 w celu przeprowadzenia testow ak-
tywno$ci antybakteryjne;j.
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Rycina 1. Schemat przygotowania wariantow fermentowanego napoju sosnowego: 1 — nap6j bez dodat-
kéw, 2 — napdj z dodatkiem ekstraktu z kurkumy i czarnego pieprzu, 3 — nap6j z dodatkiem
szczepu probiotycznego Lactobacillus acidophilus Narine, 4 — nap6j z dodatkiem ekstraktu
z kurkumy i czarnego pieprzu oraz szczepu probiotycznego Lactobacillus acidophilus Narine

Figure 1. Scheme for the preparation of fermented pine beverage variants: 1 — beverage without addi-
tives, 2 — beverage with turmeric and black pepper extract, 3 — beverage with the probiotic
strain Lactobacillus acidophilus Narine, 4 — beverage with turmeric and black pepper extract
and the probiotic strain Lactobacillus acidophilus Narine

Oznaczenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Dziatanie antybakteryjne przygotowanych supernatantow oceniono na podstawie
wyznaczenia warto$ci minimalnego stezenia hamujacego wzrost (ang. minimum inhibi-
tory concentration, MIC) wobec drobnoustrojow: S. Typhimurium PCM 2266 oraz
Listeria monocytogenes 1326 i Listeria monocytogenes 1327. W tym celu w 96-
dotkowych ptytkach testowych, metoda seryjnych dwukrotnych rozcienczen (2-fold
dilution), przygotowano supernatanty o st¢zeniach w zakresie od 100 do 1.5625 %
w pozywce Mueller-Hinton (MH; BD Difco™, Poznan, Polska). Dodatkowo przepro-
wadzano kontrole jalowosci i wzrostu drobnoustrojow.
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Pomiar wartosci pH

Podczas badan dokonywano pomiaru pH, wykorzystujac do tego celu pH-metr
(Toledo, Szwajcaria).

Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednig = odchylenie standardowe z trzech
powtdrzen. Oceny istotnosci statystycznej wynikodw dokonano przy uzyciu niezalezne-
go testu t. Za istotne statystycznie rdznice uznano przy wartosci p < 0,05. Analizy wy-
konano przy uzyciu oprogramowania Origin Pro (OriginLab Corp., Massachusetts,
USA), Statistica (TIBCO Software Inc., USA).

Wyniki i dyskusja
Kontrola pH i wzrostu patogenow

Wartos¢ pH wariantéw napojow sosnowych przed fermentacja wlasciwg wynosita
6,38 (£ 0.02) . Wraz z czasem fermentacji warto$¢ pH stopniowo obnizata sie, uzysku-
jac wartosci koncowe rowne 4,68 dla wariantu (1), 4,51 dla wariantu (2), 3,55 dla wa-
riantu (3), 3,6 dla wariantu (4). Zmiany wartoSci pH w czasie fermentacji zostaty
przedstawione na Ryc. 2.
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Rycina 2. Wptyw procesu fermentacji na warto§¢ pH wariantdw napojow sosnowych: 1 (P — nap6j ba-
zowy), 2 (P+K — nap¢j z dodatkiem ekstraktu z kurkumy i pieprzu), 3 (P+N — napdj z dodat-
kiem szczepu L. acidophilus Narine) oraz 4 (P+K+N — napdj z dodatkiem ekstraktu jak
i szczepu probiotycznego)

Figure 2. Effect of the fermentation process on the pH value of pine beverage variants: 1 (P — base
drink), 2 (P+K — with turmeric and pepper extract), 3 (P+N — with L. acidophilus Narine
strain) and 4 (P+K+N — with both extract and probiotic strain)
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Przeprowadzono ocen¢ wzrostu szczepow L1326, L1327 oraz PCM 2266 w po-
zywce MH o pH odpowiadajacym koficowym warto$ciom pH fermentowanych napo-
jow sosnowych (4,6 dla wariantéw P i P+K oraz 3,6 dla P+N i P+K+N) w celu weryfi-
kacji mozliwosci oznaczenia wartosci MIC w warunkach zblizonych do rzeczywistych.
Sposrod analizowanych szczepdw jedynie L1326 wykazywal ograniczony wzrost przy
pH 4,6, natomiast dla zadnych z badanych drobnoustrojow nie zaobserwowano wzro-
stu przy pH 3,6.

[
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Rycina 3. Wptyw pH pozywki MH na wzrost drobnoustrojow. Kolorem zielonym oznaczono L. mono-
cytogenes 1326 (L 1326), kolorem zottym oznaczono L. monocytogenes 1327 (L 1327), kolo-
rem czerwonym o0znaczono S. enterica PCM 2266 (PCM 2266). Szara pozioma linia na dole
wykresu odzwierciedla warto$¢ absorbancji dla jalowej pozywki MH

Figure 3. Effect of MH medium pH on microbial growth. L. monocytogenes 1326 is indicated in green
(L1326), L. monocytogenes 1327 is indicated in yellow (L 1327), and S. enterica PCM 2266 is
indicated in red (PCM 2266). The gray horizontal line at the bottom of the graph represents the
absorbance value of sterile MH medium

Aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa

Przeprowadzone badania wykazaly, ze supernatanty pozbawione komoérek z fer-
mentowanego napoju z igiet sosny wykazujg zréznicowane dziatanie hamujace na
wzrost L. monocytogenes oraz S. Typhimurium w zaleznosci od pH. W kazdym testo-
wanym przypadku w nizszych warto$ciach pH obserwowano nizsze warto$ci MIC.
Supernatanty pozbawione komoérek bakteryjnych tracity lub znaczaco ostabiaty swoja
aktywnos$¢ inhibitujaca po neutralizacji, co znajduje odzwierciedlenie w literaturze



IGLY, KTORE CHRONIA, A NIE KLUJA: AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA...

161

A)

Absorbance (ODgpg)
o
o
1

Absorbancja (ODgg)

0.1

B)

“m

P+N MIC

3.1%

MIC
3.1%

Mic
25%

MIC
5%

o
2
1

4m >

wi

Absorbancja (ODggq)
Absorbance (ODg;)
ud

= P
P+K
P+N

v P+K+N

m P
P+K
P+N

2]

Absorbancja (ODgg)
4
@
!

Absorbance (ODgq)

0.1 4

014 ¥ P+K+N

25 125 83 31 16

T T T T T
25 125 63 31 16

Stezenie (%)
Concentration (%)

Stezenie (%) 50

Concentration (%)

=)

MIC
1.6 %

)
o
b

Absorbancja (ODgyg)
Absorbance (ODgyq

po

[=]
L

Rycina 4.

Figure 4.
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Pomiar gesto$ci optycznej hodowli (ODggp) SzCzepu L. monocytogenes 1326 po inkubacji
z réznymi wariantami fermentowanego napoju sosnowego. Panele A i C przedstawiaja wyniki
uzyskane przy pH = 7,0, natomiast panele B i D przy pH = 4,6. Szary pasek odpowiada warto-
$ciom wzrostu drobnoustroju w pozywce MH o odpowiadajagcym pH. W tabelach z korespon-
dujacymi do wykreséw kolorami pokazano wartosci MIC, okreslone graficznie. Panele A i B
przedstawiaja wyniki pomiaréw dla badanych wariantow napojow: P (napdj bazowy), P+K
(z dodatkiem ekstraktu z kurkumy i pieprzu), P+N (z dodatkiem szczepu L. acidophilus Nari-
ne), oraz P+K+N (z dodatkiem zaréwno ekstraktu jak i szczepu probiotycznego). Panele C i D
przedstawiajg probki kontrolne: K (sam ekstrakt kurkumy i pieprzu) oraz N (sam szczep Nari-
ne). Wyniki przedstawiono jako $rednie z trzech powtdrzen + odchylenie standardowe.
Gwiazdki wskazujg na roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w badanym wariancie napoju
W poréwnaniu z kontrola wzrostu drobnoustroju

Measurement of optical density (ODgo0) Of L. monocytogenes 1326 culture after incubation
with different variants of fermented pine beverage. Panels A and C show the results obtained
at pH = 7.0, while panels B and D show the results at pH = 4.6. The gray bar represents the
microbial growth values in MH medium with the corresponding pH. The tables are color cod-
ed to the graphs displaying the MIC values, determined graphically. Panels A and B present
the results for the tested drink variants: P (base drink), P+K (with turmeric and pepper extract),
P+N (with L. acidophilus Narine strain), and P+K+N (with both extract and probiotic strain).
Panels C and D present control samples: K (only turmeric and pepper extract) and N (only
Narine strain). The results are presented as the mean of three repetitions + standard deviation.
Asterisks indicate statistically significant differences (p < 0.05) in the tested beverage variant
compared to the microbial growth control
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Pomiar gestosci optycznej hodowli (ODggo) Szczepu L. monocytogenes 1327 po inkubacji z
réznymi wariantami fermentowanego napoju sosnowego. Panele A i C przedstawiaja wyniki
uzyskane przy pH = 7,0, natomiast panele B i D przy pH = 4,6. Szary pasek odpowiada warto-
$ciom wzrostu drobnoustroju w pozywce MH o odpowiadajacym pH. W tabelach z korespondu-
jacymi do wykresow kolorami pokazano wartosci MIC. Wyniki przedstawiono jako $rednie
z trzech powtoérzen + odchylenie standardowe. Gwiazdki wskazuja na roznice istotne statystycz-
nie (p < 0,05) w badanym wariancie napoju w poréwnaniu z kontrolg wzrostu drobnoustroju
Measurement of optical density (ODgoo) Of L. monocytogenes 1327 culture after incubation
with different variants of fermented pine beverage. Panels A and C show the results obtained
at pH = 7.0, while panels B and D show the results at pH = 4.6. The gray bar represents the
microbial growth values in MH medium with the corresponding pH. The tables are color cod-
ed to the graphs displaying the MIC values. The results are presented as the mean of three rep-
etitions + standard deviation. Asterisks indicate statistically significant differences (p < 0.05)
in the tested beverage variant compared to the microbial growth control
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[26, 37].
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Pomiar gesto$ci optycznej hodowli (ODggo) SzCzepu S. enterica PCM 2266 po inkubacji
z réznymi wariantami fermentowanego napoju sosnowego. Panele A i C przedstawiaja wyniki
uzyskane przy pH = 7,0, natomiast panele B i D przy pH = 4,6. Szary pasek odpowiada warto-
$ciom wzrostu drobnoustroju w pozywce MH o odpowiadajacym pH. W tabelach z korespon-
dujacymi do wykresow kolorami pokazano wartosci MIC. Wyniki przedstawiono jako $rednie
z trzech powtorzen + odchylenie standardowe. Gwiazdki wskazuja na réznice istotne staty-
stycznie (p < 0,05) w badanym wariancie napoju w poréwnaniu z kontrolg wzrostu drobnou-
stroju

Measurement of optical density (ODggo) Of S. enterica PCM 2266 culture after incubation
with different variants of fermented pine beverage. Panels A and C show the results obtained
at pH = 7.0, while panels B and D show the results at pH = 4.6. The gray bar represents the
microbial growth values in MH medium with the corresponding pH. The tables are color cod-
ed to the graphs displaying the MIC values. The results are presented as the mean of three rep-
etitions + standard deviation. Asterisks indicate statistically significant differences (p < 0.05)
in the tested beverage variant compared to the microbial growth control

Badacze podkreslili role pH w inhibicji wzrostu wybranych patogenow, pole-

gajaca na deregulacji waznych funkcji metabolicznych, prowadzacych w konsekwencji
do $mierci mikroorganizmow.
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Inni badacze wykazali, ze nizsze warto$ci pH supernatantow pozbawionych ko-
morek przyczyniaty si¢ do silniejszego efektu inhibitujacego bakteriocyn oraz innych
peptydow o dziataniu antybakteryjnym produkowanych przez bakterie fermentacji
mlekowej [12, 31]. Na przyktad w badaniu Prudéncio i wsp. [31] sprawdzono wplyw
temperatury i pH na efekt antybakteryjny nizyny oraz nizyny potaczonej z EDTA (che-
latorem jondéw dwuwartosciowych, wzmacniajgcych efekt antybakteryjny przeciwko
bakteriom Gram-ujemnych) wobec szczepu bakteryjnego Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Wykazano, ze niskie pH (5.3) i temperatura 15,1 °C przy-
czynialy sie do redukcji liczby zywych komorek S. Typhimurium. Co istotne, podobny
efekt uzyskano dla wariantu z samg nizyna, bez dodatku EDTA, przy wydluzonej in-
kubacji [31], co wskazuje, ze czynniki $rodowiskowe, takie jak temperatura i pH,
wpltywajg na skuteczno$¢ stosowanych substancji antybakteryjnych. Badania innej
grupy wskazujg, ze obnizone pH nie tylko zwigksza efekt antybakteryjny szeregu sub-
stancji antybakteryjnych, ale réowniez, w obecno$ci krotkotancuchowych kwaséw
thuszczowych, hamuje wzrost Salmonella sp., E. coli i L. monocytogenes oraz przeciw-
dziata adhezji tych bakterii do komorek nablonkowych jelita [30]. W kwasnym $rodo-
wisku krotkotancuchowe kwasy thuszczowe sg zdolne do przenikania przez btone ko-
moérkowa wspomnianych patogenow, dysocjuja w cytoplazmie, co prowadzi do jej
zakwaszenia i1 deregulacji szlakow metabolicznych, skutkujacych $miercia bakterii
[30].

W niniejszych badaniach zauwazono, ze sosnowe supernatanty pozbawione ko-
morek bakterii wykazywaly silniejsze dziatanie przeciwko L. monocytogenes niz S.
Typhimurium. Zaobserwowane roznice wskazujg na mozliwos¢ istnienia swoistych
mechanizmoéw wrazliwosci mikroorganizmow na sktadniki napoju i wynikajg najpraw-
dopodobniej z réznic pomiedzy budowg bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
[21]. Dodatek ekstraktu z kurkumy zwigkszat dziatanie inhibicyjnie wzrostu badanych
drobnoustrojow niezaleznie od pH, jednak obserwowano to tylko dla najwyzszego
stezenia. Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan w celu identyfikacji zwigz-
kow obecnych w uzyskanych przez nas fermentowanych napojach z igiet sosnowych.

Fermentowany nap6j sosnowy wykazuje obiecujaca aktywnos¢ przeciwdrobnou-
strojowa wobec wybranych patogenéw zywnosci, co w powiazaniu z obecno$cig zroz-
nicowanej mikrobioty, w tym z bakterii kwasu mlekowego, zwigzkami bioaktywnymi
i witaminami, moze kwalifikowa¢ go jako kandydata do grona zywnosci funkcjonalne;j.
Zawarte w nim substancje bioaktywne powstate po procesie fermentacji moga wspie-
ra¢ zdrowie konsumentéw. Cho¢ nie przeprowadzono formalnej analizy sensorycznej,
to wariant podstawowy (P) charakteryzowatl si¢ wyczuwalnym cytrusowo-zywiczym
smakiem i aromatem, natomiast w przypadku napoju z ekstraktem kurkumy (P+K)
zaobserwowano intensywniejszg barwe oraz zmieniong konsystencje, ktora przybrata
postac lekko zaggszczonej zelowej struktury przypominajgcej rozwodniony zel z na-
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sion szatwii hiszpanskiej (chia). Wariant wzbogacony o szczep probiotyczny Narine
(P+N) wykazywat subtelny wptyw na zmian¢ smaku napoju, nadajac mu bardziej jo-
gurtowy posmak. Wariant z dodatkiem ekstraktu z kurkumy oraz szczepu probiotycz-
nego (P+K+N) charakteryzowat si¢ intensywniejsza barwa i jogurtowym posmakiem,
bez zmiany konsystencji.

Fermentowany nap6j na bazie igiet sosnowych posiada wysoki potencjat aplika-
cyjny ze wzgledu na prostote przygotowania, unikatowy profil sensoryczny oraz wia-
Sciwosci prozdrowotne. Moze wiec by¢ chetnie wybierany przez konsumentow. Jed-
nak aby jednoznacznie zaklasyfikowa¢ ten produkt jako zywno$¢ funkcjonalna,
konieczna jest doktadna charakterystyka napoju pod wzgledem chemicznym, a w dal-
szej perspektywie rowniez przeprowadzenie badan klinicznych, potwierdzajacych jego
wplyw na organizm cztowieka.

Whioski

1. Supernatanty pozbawione komdrek pozyskane z fermentowanych napojow sosno-
wych wykazalty dzialanie inhibitujace wzrost patogenéw zywnosci L. monocytoge-
nes oraz S. Typhimurium.

2. Fortyfikacja fermentowanych napojow sosnowych wybranymi sktadnikami zyw-
nosci funkcjonalnej wptyneta na warto§¢ MIC w sposob zréznicowany — obser-
wowano zaro6wno obnizenie, jak i zwickszenie tej wartosci.

3. Supernatant pozbawiony komorek pozyskany z hodowli L. acidophilus Narine
wykazywal wicksza skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa samodzielnie niz jako
sktadnik fermentowanego napoju sosnowego, co wskazuje na syntez¢ substancji
antybakteryjnych przez ten szczep.

4. Fermentowany napdj z igiet sosnowych posiada cechy zywnosci funkcjonalnej,
jednak by zakwalifikowaé go do tej grupy zywnosci, nalezy przeprowadzi¢ dalsze
badania nad identyfikacja substancji bioaktywnych obecnych w napoju oraz oceng
ich wptywu na organizm ludzki w badaniach in vivo.

Wyniki niniejszych badan przedstawiono podczas XV Sympozjum ,, Probiotyki
i prebiotyki w zywnosci”, ktore odbyto sie w Kirach w dniach 02-04 kwietnia 2025.

Badania zrealizowano w ramach aktywnosci SKN “Bakterioza”, sfinansowano ze
srodkow DS Katedry Mikrobiologii Uniwersytetu Gdanskiego, Zadanie 531-D100-
D069-25.
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NEEDLES THAT PROTECT, NOT PRICK: ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF FERMENTED

PINE NEEDLE BEVERAGES

Summary

Introduction. Functional food refers to a category of food products that, beyond their nutritional val-
ue, have a proven beneficial effect on one or more functions of the human body. Fermented products such
as yogurt, kefir or pickled vegetables play a special role in this regard, known for their impact on regulat-
ing gut microbiota balance, supporting the immune system and providing bioactive compounds and pep-
tides with antibacterial and antioxidant properties. In recent years, there has been growing interest in fer-
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mented beverages as a healthier alternative to commercial fizzy drinks. An example of such a beverage is
pine needle soda — a fermented drink made from pine needles. In response to the increasing demand for
unprocessed and functional food, the aim of this study was to develop a fermented pine needle beverage
and its variants enriched with turmeric, the probiotic strain Lactobacillus acidophilus Narine, or their
combination, followed by the evaluation of their antimicrobial activity against selected foodborne patho-
gens (Listeria monocytogenes 1326, Listeria monocytogenes 1327 and Salmonella enterica subsp. enterica
serotyp Typhimurium PCM 2266).

Results and conclusions. The study showed that cell-free supernatants from fermented pine-based
beverages exhibit variable inhibitory effects on pathogen growth, primarily dependent on pH values. Low-
er pH enhanced the antimicrobial activity, indicating the predominant role of organic acids in the inhibi-
tion mechanism. The addition of functional ingredients: turmeric and probiotic strain L. acidophilus Nar-
ine influenced the minimum inhibitory concentration (MIC) values in different ways — both decreasing and
increasing MIC depending on the composition. The L. acidophilus Narine supernatant demonstrated the
highest antimicrobial efficacy when used as a separate component.

Key words: probiotics, functional food, Lactobacillus, bioactive food compounds, fermented pine needle
soda



