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1.UVOD

Vodeni kefir je napitak pripremljen djelovanjem simbiotske mikrobioloske zajednice bakterija
(bakterije mlijecne i octene kiseline) 1 kvasaca (Franzetti i sur., 1998; Neve i Heller, 2002;
Pidoux i sur., 1988), ugradene u vodena kefirna zrnca. Proizvodi se iz vodene otopine saharoze
u koju je dodano suho ili svjeze voce, voéni sok ili kokosova voda nacijepljene zrncima, a
fermentacija traje 10-33 dana pri sobnoj temperaturi (Stadie, 2013). Tako dobiven napitak je
gorko-kiseo, ovisno o dodanom vocu i pjenusav s blagim udjelom alkohola. Op¢enito, kefirna
zrna sadrze relativno stabilnu i specificnu mikrobiotu zatvorenu u matrici od polisaharida i
proteina. Specificne populacije pojedinih zrna doprinose odredenim osjetilnim karakteristikama
prisutnim u fermentiranim pi¢ima.

Kefir je tradicionalni primjer suzivota bakterija i kvasaca, a vaznost ove simbiotske veze €ini se
jasnom jer je potrebno proizvesti spojeve korisne za zdravlje. lako dokazi nisu konacni i
trebalo bi provesti daljnje studije, postoje¢e znanstvene studije pokazuju zdravstvene koristi
koje su empirijski dokazane povijesnom konzumacijom kefira. Trenutno se primjena probiotika
u prehrambenoj industriji §iri, a i razumijevanje simbiotskih odnosa razli¢itih mikroorganizama
prisutnih u hrani, kao 1 njihovih interakcija, koja bi mogla pomo¢i poboljsanju tehnoloSkih
procesa. Na kvalitetu tradicionalnog kefira uglavnom utjecu mikroorganizmi prisutni u zrncima
kefira 1 uvjeti prerade kefira. lako su znanstvenici i prehrambene tvrtke u iskuSenju da razviju
komercijalni napitak tipa "kefir" proizveden od razli¢itih kultura mezofilnih 1 termofilnih
bakterija mlije¢ne kiseline (BMK), ili ¢ak c¢istih kultura izoliranih iz kefirnih zrna, njihov
uspjeh u usporedbi s tradicionalnim kefirom je ogranicen. Ogranicenje zbog mikrobne
raznolikosti prisutne u kefirnim zrncima 1 njihove interakcije, mogu odrediti probioticka i
terapijska svojstva konacnog proizvoda. S industrijskog stajalista, ta su kretanja dobrodosla, s
obzirom na nedostatak standardizacije u proizvodnji i stavljanju na trziste tradicionalnog kefira.
U posljednje vrijeme se intenzivno istrazuju kemijski i strukturni sastav polisaharida vodenih
kemijskih zrnaca.

U ovom radu istraZivana je biotransformacija zdruZene kulture bakterija octene 1 mlije¢ne
kiseline te kvasaca tijekom 14 dana uzgoja u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica kao
kompleksnoj podlozi. Glavni izvor ugljika bila je saharoza dodana u razli¢itim koncentracijama
(30, 50, 70,901 110 g/L). Tijekom fermentacije, provedene pomocu vodenih kefirnih zrnaca u

mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica, praceni su i odredivani sljedeci parametri:



utjecaj tijeka fermentacije na prinos biomase vodenih kefirnih zrnaca

promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije

promjena koncentracije octene, glukonske i mlijecne kiseline te etanola u aerobnim
uvjetima uzgoja tijekom 14 dana

kinetika sinteze vodenih kefirnih zrnaca

antimikrobna aktivnost fermentiranog napitka

antioksidacijski kapacitet fermentiranog napitka.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. Kefirna zrnca

Kefirna zrnca igraju ulogu prirodne starter kulture tijekom proizvodnje kefira i obnavljaju se
nakon procesa fermentacije procjedivanjem mlijeka (Rattray i O'Connel, 2011). Ta zrnca se
sastoje od mikroorganizama koji su imobilizirani na polisaharidnom 1 proteinskom nosacu, gdje
nekoliko vrsta bakterija 1 kvasca ¢ine simbiotsku zajednicu (Farnworth i Mainville, 2008;
Garrote 1 sur., 2010). U ovom ekosustavu postoji relativno stabilna populacija
mikroorganizama, koja utjece 1 na ostale ¢lanove te zajednice. Takva populacija omogucava
sintezu bioaktivnih metabolita, koji su nuZni za rast zrnca 1 inhibiciju mikroorganizama, koji su
patogeni i1 kontaminiraju hranu (Garrote i sur., 2010). Kefirna zrnca razlikuju se u veli¢ini,
promjera su od 0,3 do 3,0 cm (slika 1), karakterizira ih nepravilna povrSina, objedinjena s
jednim sredi$njim dijelom, a njihova boja varira od bijele do zuckasto bijele. Zrnca su elasti¢na
1 imaju viskoznu 1 ¢vrstu teksturu (Farnworth 1 Mainville, 2008; Magalhaes i sur., 2011; Rea i
sur., 1996). lako se kefirni napitak moze prona¢i u mnogim zemljama, u Hrvatskoj kefirna

zrnca nisu sluzbeno dostupna na trzistu, 1 daruju se od osobe do osobe.

Slika 1. Fotografija vodenih kefirnih zrnaca (Stadie, 2013).



2.2. Mikrobioloski aspekt

U kefiru su prisutne bakterije mlijecne kiseline (BMK) koje su prvenstveno odgovorne za
pretvorbu laktoze prisutne u mlijeku u mlijecnu kiselinu, Sto rezultira smanjenjem pH i
oc¢uvanju mlijeka. Ostali mikrobni sastojci kefira su kvasci koji fermentiraju laktozu i stvaraju
etanol 1 CO,. Takoder u procesu sudjeluju 1 kvasci koji ne fermentiraju laktozu te bakterije
octene kiseline (Magalhdes i sur., 2011; Rattray i O’Connel, 2011). Nakon fermentacije zrnce
se poveca za oko 5-7% biomase. Za vrijeme rasta u mlijeku, udjeli mikroorganizama u zrncima
razlikuju se od onih prisutnih u kona¢nom proizvodu (Rattray i O’Connel, 2011; Tamime,
2006). Ova razlika povezana je s uvjetima fermentacije kao Sto su trajanje fermentacije,
temperatura, stupanj mijeSanja, vrsta mlijeka, omjer inokuluma/mlijeka 1 raspodjela
mikroorganizama (Rattray i O'Connel, 2011; Simova i sur., 2002; Tamime, 2006). Klasi¢ne
mikrobioloske metode koriste se za proucavanje mikrobiote kefira (Rea i sur., 1996; Simova i
sur., 2002). Tako su ove metode korisne, u nekim slucajevima nisu dovoljno to¢ne za
prepoznavanje usko povezanih ili novih vrsta. Zbog mikrobioloskih simbiotskih udruZenja
prisutnih u zrncima, rast i opstanak pojedinacnih vrsta mikroorganizama ovise o prisutnosti
jednih o drugima. Cesto, kada su pojedinaéno mikroorganizmi izolirani iz zrnca, ne rastu dobro
u mlijeku i/ili pokazuju smanjenu biokemijsku aktivnost (Farnworth i Mainville, 2008). Stoga
se koriste neovisne metode uzgoja kao dodatak konvencionalnim metodama u studiji
mikrobiote zrnca kefira. Tehnika lanCane reakcije polimeraze, povezana s elektroforezom u
denaturiraju¢em gradijentnom gelu (PCR-DGGE), pokazala se prikladnom za analizu slozenih
mikrobnih udruZenja (Jianzhong 1 sur., 2009; Leite i sur., 2012; Magalhaeset i sur., 2010a,
2010b), dok se za identifikaciju vrsta koristi parcijalno sekvenciranje gena za koji kodira 16S
rRNA (Mainville i sur., 2006; Rattray i O'Connel, 2011). Medutim, neke studije pokazuju
kako tehnika elektroforezom u denaturiraju¢em gradijentnom gelu (PCR-DGGE) ne dopusta
otkrivanje znacajnih promjena tijekom fermentacije kefira (Magalhaes 1 sur., 2010a), vjerojatno
zbog relativne nestabilnosti dominantne vrste mikroorganizama u ovoj zajednici. SloZenost ove
zajednice moZe se bolje razumjeti uvodenjem tehnika masovnog sekvenciranja, poput
pirosekvenciranja. U dvije nedavne studije (Dobson i sur., 2011; Leite i sur., 2012) koriStena je
ova tehnika za procjenu mikrobne raznolikosti kefira i otkrivena prisutnost mikroorganizama
koji pripadaju manjim skupinama, o kojima prethodno nije izvijeSteno. Nadalje, Leite i sur.
(2012), usporedujuci tri vrste kefirna zrnca za koja se navodi da su sve vrste zrnaca razli¢itog
podrijetla, bakterije iz roda Lactobacillus su bile uvijek prisutne u svim zrncima. Autori su

zakljucili da manje 1 specificne populacije pojedinih zrnca mogu doprinijeti odredenim

4



organoleptickim karakteristikama prisutnim u fermentiranim pi¢ima (Leite 1 sur., 2012). Neke
vrste izolirane od kefirnih zrnca i1 napitaka od kefira nisu klju¢ne vrste i obi¢no se smatraju
kontaminantima. Nedavno su gljive iz rodova Dipodascus capitus 1 Trichosporon
coremiiforme, koje se smatraju patogenima, identificirane sekvenciranjem gena u kefirnim
zrncima (Rattray i O’Connel, 2011). Opisana su i neka bakterijska onecis¢enja, poput
kontaminacija bakterijama roda Pseudomonas spp. (Dobson i sur., 2011; Jianzhong i sur.,
2009; Leite i sur., 2012) te iz roda Enterobacteriaceae (Dobson i sur., 2011) i Clostridiaceae
(Dobson i sur., 2011). Prisutnost ovih mikroorganizama moze biti povezana s onecis¢enjem
tijekom rukovanja kefirnim zrncima ili nepravilnim postupcima tijekom pripreme kefirnog

napitka.

2.3. Raspodjela mikroorganizama u zrncima kefira

Istrazivanjem raspodjele mikroorganizama unutar kefirnih zrnca, dobiveni rezultati su bili
kontroverzni. Skupina istraziva¢a podupire hipotezu da se kvasci uglavnom nalaze u zoni
unutarnjeg i1 srednjeg zrnca, zajedno sa Stapicastim bakterijama iz roda Lactobacillus i rijetkim
laktokokima na povrSini (Bottazzi 1 Bianchi, 1980; Lin 1 sur., 1999). Suprotno tome, drugi
istrazivaci (Guzel-Seydim i sur., 2005; Jianzhong i sur., 2009; Magalhaes i sur., 2011; Rea i
sur., 1996) opisuju da se kvasci nalaze i u vanjskom 1 u unutarnjem podruc¢ju zrna, s tim da su
razlike izmedu dva podruc¢ja povezane sa bakterijama Stapicastog oblika. Suprotno prethodno
objavljenim rezultatima (Bottazzi 1 Bianchi, 1980; Rea 1 sur., 1996), Guzel-Seydim 1 sur.
(2005) uocili su da prevladavaju bakterije Stapicastog oblika, bez ikakvih dokaza o postojanju
kvasca u unutarnjem zrnu. Nadalje, neki autori (Jianzhong i sur., 2009; Magalhaes i sur., 2011)
izvijestili su 0 manjem broju stanica opazenih u unutarnjem dijelu zrna u usporedbi s vanjskim.
Neki su autori pretpostavili da vlaknasti materijal opaZen u zrnu moze u stvari biti polisaharidni
kefir prisutan u cijelom zrnu (Guzel-Seydim i sur., 2005; Magalhdes i sur., 2010a, 2010b,
2011). Takoder postoji procjena raspodjele mikroorganizama u tri vrste kefirnih zrnaca (Slika
2) pri ¢emu je uocena relativna razlika u njihovoj distribuciji prema podrijetlu zrnca. Opcenito,
Stapicaste bakterije primije¢ene su i u unutarnjem (Slika 2 b, d, f) i vanjskom dijelu zrnca
(Slika 2 a, c, e), dok su kvasci najes¢e u vanjskom dijelu (Slika 2 a , c, e), kao i koki. U
vanjskom dijelu jednog zrna uoceni su koki. lako je L. lactis jedan od dominantnih
mikroorganizama izoliranih iz kefirnog napitka, nekoliko istraziva¢a (Guzel-Seydim i sur.,

2005; Jianzhong 1 sur., 2009; Magalhaes 1 sur., 2011) nisu primijetili koke u mikrografima,



vjerojatno zbog slabe laktokokne adhezije na zrnce tijekom rasta, Sto bi olaksalo oslobadanje
laktokoka u procesu pranja (Guzel-Seydim i sur., 2005; Jianzhong i sur., 2009; Magalhaes i
sur., 2011; Rea i sur., 1996). Nadalje, vjerojatno je da bi niski pH u unutras$njosti zrnca ometao
rast ovog mikroorganizma u tom posebnom mikrookruzenju (Rea i sur., 1996). Smatra se da su
povrSinski mikroorganizmi imali veéi utjecaj na proces fermentacije kefira (Farnworth i
Mainville, 2008). Kako god, studije su pokazale da se velike razlike u populaciji
mikroorganizama pojavljuju izmedu razliCitth zrna 1 unutar istog zrna. Lin i sur. (1999)
zakljucili su da samo mjesto nastanka zrnca moze objasniti razlike koje su zabiljeZzene u

nekoliko studija elektronskom mikroskopijom.

Slika 2. SEM fotografije mikrobnog sastava kefirnih zrnaca. A, C, E prikazuju vanjski sloj, a
B, D, F unutrasnji dio zrnaca. Sa strelicama su na A oznaceni koki, na D vlaknasti dio —
polisaharid kefiran, na E 1) granularna struktura — koagulirani proteini; 2) razliite vrste

mikroorganizama (Leite i sur., 2012).



2.3.1. Bakterijske kulture kefira

Homofermentativne bakterije mlijecne kiseline, ukljucujuéi vrste Lactobacillus, kao §to su L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, L.
kefiranofaciens subsp. kefirgranum 1 L. acidophilus; zatim vrste Lactococcus kao Sto su L.
lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris 1 Streptococcus thermophiles identificirane su u
kefirnim zrncima i fermentiranom napitku, kao 1 heterofermentativne bakterije mlije¢ne
kiseline, ukljucujuéi L. kefiri, L. parakefiri, L. fermentum i L. brevis (Leite i sur., 2012; Rattray
and O'Connel, 2011), kao i citrat pozitivni sojevi L. lactis (L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis), Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 1 Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroidi (Leite 1 sur., 2012; Lopitz-Otsoa i sur., 2006; Rattray 1 O'Connel, 2011). Upotreba
citrata rezultira proizvodnjom klju¢nih spojeva koji pridonose tipicnom okusu kefira (Rattray i
O'Connel, 2011). Kefir proizveden od L. kefiranofaciens je razgranati, u vodi topljivi
polisaharid, koji sadrzi jednake koli¢ine D-glukoze i D-galaktoze. Proizvodnja ovog
polisaharida stimulirana je rastom L. kefiranofaciens u kokulturi s kvascem S. cerevisiae
(Cheirsilp 1 sur., 2003). Bakterije octene kiseline izolirane su i identificirane kako u zrncu
kefira, tako 1 u kefirnom napitku (Tablica 1). Medutim, u nekim se zemljama prisustvo ovih
vrsta smatra nepozeljnim (Farnworth 1 Mainville, 2008; Rattray 1 O'Connel, 2011; Tamime,

2006).

Tablica 1. Rodovi i vrste bakterija izoliranih iz kefirnih zrnaca i kefira

Lactobacilli

Lactobacillus kefir Lactobacillus delbrueckii
Lactobacilus kefiranofaciens Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus kefirgranum Lactobacillus casei
Lactobacillus parakefir Lactobacillus paracasei
Lactobacillus brevis Lactobacillus fructivativorans
Lactobacillus plantarum Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus helveticus Lactobacillus fermentum
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus viridescens
Lactococci

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Streptococci

Streptococcus thermophiles
Enterococci

Enterococcus durans
Leuconostocs

Leuconostoc mesenteroides

Acetic acid bacteria

Acetobacter sp.




Acetobacter pasterianus
Acetobacter acti
Bacillus sp.

Bacillus subtilis
Micrococcus sp.
Ecsherichia coli
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Slika 3. Homofermentativna fermentacija bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) (Doenecke i sur.,

2005; Goyal, 1999).



2.3.2. Kefirni kvasci

Iako proizvodi metabolite koji doprinose pozeljnim i tipicnim senzornim svojstvima kefira
(Rattray i O'Connel, 2011; Simova i sur., 2002), kefirni kvasac je manje proucavan od kefirnih
bakterija. Glavne vrste kvasaca koji mogu fermentirati laktozu koja se nalazi u kefiru i zrncu
kefira su Kluyveromyces marxianus, Candida kefyr, Kluyveromyces lactis var. lactis,
Debaryomyces hansenii 1 Dekkera anomala, dok su kvasci koji ne fermentiraju laktozu
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans, Kazachstania

unispora, Saccharomyces turicensis, Issatchenkia orientalis 1 Debaryomyces occidentalis.

2.4. Interakcije izmedu mikroorganizama u kefiru

Kompleksne interakcije izmedu kvasaca i bakterija 1 njthova meduovisnost u kefirnim zrncima
nisu do sada u potpunosti znanstveno razjasnjene. Medutim, kada se bakterije izdvoje od zrnca,
kvasac nece rasti jednako ucinkovito (Cheirsilp i sur., 2003; Farnworth i Mainville, 2008;
Rattray i O"Connel, 2011). Zbog velikog kapaciteta metabolizma laktoze (Rea i sur., 1996), rod
Lactococcus ima tendenciju brzeg rasta od kvasca u mlijeku (Rea i sur., 1996; Tamime, 2006).
Ovaj rod hidrolizira laktozu, stvaraju¢i mlije¢nu kiselinu i pogodno okruZenje za rast kvasaca
(Tamime, 2006). Nadalje, kvasci sintetiziraju slozene vitamine B skupine i hidroliziraju
mlije¢ne proteine, koriste¢i kisik za proizvodnju CO, i etanola (Lopitz-Otsoa i sur., 2006;
Tamime, 2006). Interakcija izmedu kvasaca i1 bakterija mlijene kiseline moZze biti potaknuta ili
inhibirana zbog kokulturnog suZivota. Ti se mikroorganizmi mogu natjecati za hranjive tvari
potrebne za rast 1 razmnoZavanje, ili mogu proizvoditi metabolite koji inhibiraju ili stimuliraju
jedni druge (Lopitz-Otsoa 1 sur., 2006). Neke vrste kvasaca su proteoliticke ili lipoliticke vrste,
¢ijim se metabolizmom sintetiziraju aminokiseline i masne kiseline (Rattray i O’Connel, 2011).
Vrste kao §to su Debaryomyces hansenii i Yarrowia lipolytica asimiliraju mlije¢nu kiselinu
nastalu od bakterija mlijecne kiseline, povecavajué¢i pH i stimuliraju rast bakterija. Proizvodnja
B vitamina pomocu Acetobacter spp. takoder pogoduje rastu drugih mikroorganizama koji su

prisutni u kefirnim zrnima (Lopitz-Otsoa i sur., 2006; Rea i sur., 1996).



2.4.1. Tehnoloski aspekti

Tijekom fermentacije, zrnca povecavaju svoju veli¢inu i broj te se redovito obnavljaju iz
mlijeka i ponovno koriste (Garrote i sur., 2010). Ako su pazljivo sacuvana, mogu zadrzati svoju
aktivnost godinama (Lopitz-Otsoa 1 sur., 2006; Rattray i O’Connel, 2011). Glavni pokazatelj
procjene simbiotskog odnosa izmedu razli¢itih mikroorganizama je povecanje biomase tijekom
fermentacije (Garrote i sur., 2010).

Kefirna zrna mogu se ¢uvati liofilizirana, suha ili mokra (Garrote i sur., 2010), a Cesto ispiranje
smanjuje njihovu odrzivost (Farnworth i Mainville, 2008). Medutim, Pintado i sur. (1996)
opazili da ¢uvana zrna u tim razli¢itim uvjetima sadrZze druk¢iji mikrobioloski sastav nego
svjeze zrnce. SuSena zrnca odrzavaju svoju aktivnost u roku trajanja od 12 do 18 mjeseci, dok
vlazna zrnca zadrzavaju svoju aktivnost 8 do 10 dana (Garrote i sur., 2010). Ispitane su razlicite
metode Cuvanja, a Garrote i sur. (1997), smatraju zamrzavanje najboljom metodom. Ispitana je
1 liofilizacija zrna, ali rezultirala je smanjenim metabolizmom laktoze, kao 1 modifikacijama
bakterijskog profila, koji su bili razli¢iti u odnosu na izvorni profil zrna (Farnworth i Mainville,

2008).

2.5. Proizvodnja kefira

Postoje tri glavna nacina proizvodnje kefira: (I) kuéni postupak, (II) komercijalni postupak
ruskom metodom 1 (III) komercijalni postupak koriStenjem c¢istih kultura (Farnworth, 2005;
Otles 1 Cagindi, 2003; Rattray 1 O'Connel, 2011). Mogu se koristiti 1 drugi supstrati, poput
mlijeka drugih Zivotinjskih vrsta, kokosovog mlijeka, sojinog mlijeka, voénih sokova i/ili
otopina Seéera i melase (Magalh3es i sur., 2010a; Oner i sur., 2010; Rattray i O'Connel , 2011).
Tradicionalna kuéna proizvodnja ukljucuje inokulaciju mlijeka ili voénog napitka s
promjenjivom koli¢inom zrnaca i fermentaciju u trajanju od 18 do 24 sati pri temperaturi od 20
do 25 °C. Na kraju procesa fermentacije zrnca se separiraju cijedenjem 1 mogu se koristiti za
novu fermentaciju ili se mogu cuvati (1-7 dana) u svjezem mlijeku ili kod vodenih kefirnih
zrnaca u zaSecerenoj vodi, dok se kefirni napitak ¢uva na 4 °C, spreman za konzumaciju
(Beshkova 1 sur., 2002; Farnworth i Mainville, 2008; Otles i Cagindi, 2003). Pocetna
koncentracija inokuluma (omjer zrnca/napitka) utjeCe na pH vrijednost, viskoznost, konacnu
koncentraciju laktoze 1 mikrobioloski profil kona¢nog proizvoda (Garrote 1 sur., 1998; Simova i
sur., 2002). Mijesanje tijekom fermentacije takoder utjeCe na mikrobioloski sastav kefira, sto

pogoduje razvoju homofermentativnih laktokoka i1 kvasca (Farnworth i Mainville, 2008;
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Rattray i O'Connel, 2011; Tamime, 2006). Inkubacija na temperaturama iznad 30 °C potice
rast termofilnih bakterija mlije¢nih kiselina, a nepovoljna je za rast kvasaca i mezofilnih
bakterija mlijecnih kiselina (Rattray i O’Connel, 2011). Druga metoda, poznata kao "ruska
metoda", omogucuje proizvodnju kefira u velikim omjerima i koristi postupak fermentacije u
serijama, od procjedivanja koje je rezultat prve fermentacije zrna (Farnworth i Mainville, 2008;
Rattray i O'Connel, 2011). U industrijskom procesu proizvodnje kefira mogu se koristiti
razliCite metode, ali se sve temelje na istom principu. Mlijeko ili voéni sok je inokuliran ¢istim
kulturama izoliranim iz kefirnih zrnca i komercijalnim kulturama (Beshkova i sur., 2002;
Rattray i O’Connel, 2011; Tamime, 2006). Faza sazrijevanja moze se provesti ili ne mora, a
sastoji se od odrzavanja kefira na temperaturi od 8 do 10 °C u trajanju do 24 h (Beshkova i sur.,
2002; Rattray 1 O'Connel, 2011), kako bi se omogucio rast mikroorganizama, prije svega
kvasaca koji doprinosi specificnom okusu proizvoda (Beshkova i sur., 2002). Izostanak ovog
koraka povezano je s razvojem atipi¢nog okusa kefira (Beshkova i sur., 2002; Rattray i
O’Connel, 2011). Tijekom skladiStenja, proizvodnja CO, kvascem ili heterofermentativnim
bakterijama mlijecne kiseline moze uzrokovati napuhavanje proizvoda, Sto bi trebalo uzeti u
obzir pri odabiru ambalaze (Farnworth i Mainville, 2008; Sarkar, 2008). lako je komercijalni
napitak dostupan u mnogim zemljama, nisu sva svojstva tradicionalnog kefira uvijek prisutna
(Farnworth 1 Mainville, 2008; Lopitz-Otsoa i sur., 2006). Assadi 1 sur. (2000) testirali su
nekoliko omjera starter kultura izoliranih iz zrna (bakterije mlijecne kiseline, kvasac, bakterije
octene kiseline) i utvrdili su da je tradicionalni kefir proizveden sa zrncima kefira bolje
prihvacen od kefira dobivenog koriStenjem starter kulture. Rossi i Gobbetti (1991) proizveli su
napitak "kefir", s nizom viskozno$¢u i odsutnosti nekih sastojaka koji se Cesto nalaze u
tradicionalnom kefiru. S druge strane, Carneiro (2010) razvijao je starter kulturu iz
mikroorganizama izoliranih iz kefirnth zrnaca 1 proizvod je bio prihvacen bolje nego
tradicionalni kefir. Beshkova i sur. (2002) predlozili su dvije metode fermentacije kefira: jedna
od njih je istodobna fermentacija, a druga je uzastopna fermentacija. Stoga su koristili starter
kulturu koja se sastojala od bakterija i kvasaca izoliranih iz kefirnih zrnaca, u kombinaciji s dva
soja koji se Cesto koriste u proizvodnji jogurta. Kvasci su dodani u pocetnu kulturu sa
saharozom, oba na pocetku (istodobna fermentacija), tako i nakon fermentacije mlijecne
kiseline (uzastopna fermentacija). Dva postupka fermentacije proizvela su kefir s velikim
brojem odrzivih laktokoka i laktobacila, osjetnih svojstava sli¢nih tradicionalnom kefiru.
Upotreba komercijalnih kultura moze standardizirati komercijalnu proizvodnju kefira, ako se
odabir vrsta i sojeva kvasaca i bakterija provodi precizno i pazljivo, te na taj na¢in omogucava

proizvodnju ,.kefirskog* napitka prihvatljivog okusa i dobrih zastitnih svojstava ( Beshkova i

11



sur., 2002; Carneiro, 2010). Komercijalni napitak moze imati komercijalni vijek trajanja do 28
dana, dok se konzumiranje kefira sa zrncima preporucuje u roku 3 do 12 dana. Kako god,
napitak "kefir" nema ista terapeutska i probioticka svojstva kao u tradicionalnom kefiru
(Rattray i O'Connel, 2011). Razvoj napitka "kefir" nije jedina industrijska primjena koja se
proucavala. Kefirna zrnca su takoder proucavana u vezi s proizvodnjom jednostani¢nih
proteina (SCP) u biokonverziji sirutke i njihovoj primjeni u prehrambenoj industriji radi
poboljsanja senzornih karakteristika odredenih proizvoda (Paraskevopoulou i sur., 2003).
Glavni nedostaci u proizvodnji kefira mogu se pripisati neugodnom okusu i aromi tipi¢noj za
kvasac (Tamime, 2006). Kasniji uzrok moze biti brz rast kvasca S. cerevisiae, popracen
tipicnom aromom octa (Tamime, 2006). Prekomjerna proizvodnja octene kiseline moze imati
utjecaj 1 na aromu kefira, a javlja se zbog intenzivnog rasta Acetobacter spp. ili prisutnosti
Dekkera spp. u zrncima. Gorak okus moze izazvati i prisustvo Geotrichum candidum i/ili

aktivnost nekih atipi¢nih kvasaca koji mogu biti prisutni u proizvodu (Tamime, 2006).

2.6. Terapijski aspekti

U povijesti se kefir preporucio za lijeCenje gastrointestinalnih bolesti, hipertenzija, alergija 1
ishemijskih bolest srca (Farnworth i Mainville, 2008; Rattray i O’Connel, 2011). Ocijenjenom
sposobnosti 1 produktivnosti fermentacije zrnca kefira iz razli€itih supstrata (Farnworth, 2005;
Magalhdes i sur., 2010a; Oner i sur., 2010) primijeéeni su Siroki spektri bioaktivnih spojeva,
poput organskih kiselina, CO,, H,0,, etanola, bioaktivni peptida, egzopolisaharida (kefiran) 1
bakteriocina. Ovi spojevi mogu djelovati neovisno ili zajednicki kako bi doprinijeli razliitim
zdravstvenim koristima pripisanim konzumiranju kefira (Garrote i sur., 2010; Rattray i

O'Connel, 2011).
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Slika 4. Zdravstvene koristi kefira (Rattray i O'Connel, 2011).
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2.6.1. Antimikrobna aktivnost

Santos 1 sur. (2003) su uocili antagonisticko ponasanje laktobacila izoliranih iz kefirnih zrna
prema E. coli, L. monocytogenes, Salmonella typhimurium, S. enteritidis, Shigella flexneri iY.
enterocolitica. Silva 1 sur. (2009) primijetili su inhibiciju Candida albicans, Salmonella
typhimurium, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus i E. coli pomocu kefira uzgojenog u
smedem SeCeru. S druge strane, Chifiriuc 1 sur. (2011) primijetili su da je sve mlijeko
fermentirano zrnima kefira imalo antimikrobno djelovanje prema bakterijama Bacillus subtilis,
S. aureus, E. coli, E. faecalis i S. enteritidis, ali nije inhibiralo P. aeruginosa i C. albicans. Sva
ova istrazivanja pokazuju da je antimikrobno djelovanje kefira povezano s proizvodnjom
organskih kiselina, peptida (bakteriocina), uglji¢énog dioksida, vodikovog peroksida, etanola i
diacetila. Ti spojevi mogu imati korisne u¢inke ne samo na smanjenje patogena koje se prenose
u hrani i propadanje bakterija tijekom proizvodnje i skladiStenja pica, ve¢ i na lijeCenje i
sprjeCavanje gastroenteritisa i vaginalnih infekcija (Farnworth, 2005; Sarkar, 2007). Pored
toga, antimikrobna aktivnost polisaharidnog kefirana takoder je dokazana prema bakterijama i

C. albicans (Rodrigues 1 sur., 2005).

2.6.2. Utjecaj na gastrointestinalni trakt (GIT)

Ucinak dobiven konzumiranjem kefira na sastav mikroflore crijeva moze biti posljedica
kombinacije razli¢itih ¢imbenika, poput izravne inhibicije patogena kiselinama 1 stvaranja
bakteriocina (Rattray 1 O'Connel, 2011). Prema Marquina 1 sur. (2002), konzumiranje kefira
znacajno je utjecalo na povecanje broja bakterija mlijeCne kiseline u crijevnoj sluznici, a
smanjio je populaciju enterobakterija 1 klostridija. Nadalje, konzumacija kefira takoder je
sprijecila kolonizaciju C. jejuni (Zacconi i sur., 2003), a bila je ucinkovita u postoperativnom
tretmanu i1 u bolesnika s gastrointestinalnim poremecajima (Sarkar, 2007). U Rusiji mnogi
istrazivaci koriste kefir u lijecenju peptickih Cireva na zelucu 1 dvanaestercu kod ljudskih
pacijenata (Farnworth i Mainville, 2008), a granulomatozno tkivo i zbrinjavanje induciraju
octenom kiselinom u miSeva. Husseini i sur. (2012) potvrdili su ljekovitu aktivnost kod

opeklina zarazenih Pseudomonas aeruginosa kod miSeva.
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2.6.3. Antikarcinogeni ucinci

Antikancerogena uloga fermentiranih mlije¢nih proizvoda moze se opcenito pripisati prevenciji
raka 1 suzbijanju tumora u ranom stadiju odgadanjem enzimskih aktivnosti koje pretvaraju
kancerogene spojeve u kancerogene tvari ili aktiviranje imunoloskog sustava (Sarkar, 2007).
Kubo 1 sur. (1992) izvijestili su o inhibiciji proliferacije potkozno transplantiranog Ehrlichova
ascitesa tumora kod miSeva. Liu i sur. (2002) promatrali su inhibiciju rasta tumora, indukciju
apoptoti¢nih tumora celulita i znacajno povecanje inzulina kod miseva Alevelsin, sugerirajuci
da kefir potencijalno ima protutumorska svojstva i potice otpornost crijevnih mukoznih
infekcija. Guven 1 Gulmez (2003) izvijestili su da miSevi tretirani kefirom imaju veéi zastitni
ucinak protiv oStecenja izazvanog karbon tetrakloridom, S$to ukazuje da kefir takoder moze

djelovati kao antioksidans.

2.6.4. Stimulacija imunoloskog sustava

Stvaranje bioaktivnih peptida tijekom procesa fermentacije ili probave pokazalo je razne
fizioloske aktivnosti, ukljucujuéi stimulaciju imunoloSkog sustava u Zivotinjskim modelima
(Farnworth, 2005). Thoreux 1 Schmucker (2001) su nakon hranjenja miSeva s kefirom
primijetili porast specificnog imunoloskog odgovora sluznice (IgA) na virus kolere. Stimulacija
imunoloskog sustava moze biti posljedica djelovanja egzopolisaharida koji se nalaze u zrncima
kefira (Farnworth, 2005; Furukawa 1 sur., 1992). Medrano i sur. (2011) primijetili su da je
konzumiranje kefira promijenilo ravnoteZzu imunoloskih stanica u crijevnoj mukozi. Vinderola i
sur. (2006) pokazali su imunomodulacijsku sposobnost kefira u imunoloskom odgovoru na
sluznicu crijeva miSeva. Davanje kefira takoder je induciralo odzivnu reakciju intestinalne
mukoze, ukazujuci da sastojci kefira mogu stimulirati stanice urodenog 