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Al Kefir je tradicionalni fermentirani mle¢ni napitek, ki izvira iz Kavkaza, Tibeta ali

Mongolije. Tradicionalno ga izdelujejo s pomocjo kefirnih zrn. Zaradi mnogih pozitivnih
ucinkov na zdravje in zanimanja potroSnikov za tradicionalne izdelke, proizvodnja in
poraba kefirja vztrajno rasteta. Industrijska proizvodnja kefirja je odvisna od aktivne in
stabilne starterske kulture — kefirnih zrn. V nasi raziskavi smo ugotavljali velikost in
stabilnost mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk v kefirnem zrnu, ki smo ga
ohranjali in razmnozevali v industrijskem obratu in raziskovalnem laboratoriju pod
enakimi pogoji. Stevilo kultivabilnih laktobacilov v kefirnem zrnu in kefirju smo dolo¢ali
na gojis¢u MRS, Stevilo kultivabilnih kvasovk pa na gojisS¢u KDM. Sestavo mikrobnih
populacij laktobacilov in kvasovk smo ugotavljali z metodo PCR in z metodo gelske
elektroforeze v denaturacijskem gradientu (DGGE). V kefirnem zrnu in kefirju so v
populaciji laktobacilov prevladovali Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens
subsp. kefirgranum in Lactobacillus parakefiri, v populaciji kvasovk pa Kluyveromyces
marxianus in Kazachstania exigua. Velikost populacij in sestava mikrobiomov
laktobacilov in kvasovk v kefirnih zrnih in kefirju sta bili stabilni med 10-tedenskim
vzdrzevanjem v obeh preucevanih okoljih. Najvecja razlika v sestavi mikrobiomov je bila
pri laktobacilih v kefirju. Z merjenjem pH in SH vrednosti smo preverjali aktivnost
mikrobne zdruzbe, kjer smo z meritvami dokazali, da so zrna aktivna in primerna za
raziskavo.
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LA sl

AL  sllen

AB  Kefir is a traditional fermented milk drink originating in the Caucasus, Tibet or
Mongolia. Traditionally it is made by using kefir grains. Due to the many positive effects
on health and consumers’ interest in traditional products the production and consumption
of kefir are steadily increasing. Industrial production of kefir depends on the active and
stable starter - kefir grains. In our study, we determined the size and stability of the
microbial populations of lactobacilli and yeasts in kefir grains that we maintained and
propagated in the industrial facility and in the research laboratory under the same
conditions. The cultivable number of lactobacilli and yeasts in the kefir grains and kefir
were determined on MRS and KDM media, respectively. The composition of lactobacilli
and yeasts microbiomes were determined by PCR and denaturing gradient gel
electrophoresis method (DGGE). In the lactobacilli population of kefir grains and kefir,
Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum and Lactobacillus
parakefiri were predominating. In the yeasts population of kefir grains and kefir,
Kluyveromyces marxianus and Kazachstania exigua have predominated. The size of
populations and composition of microbiomes of lactobacilli and yeasts in kefir grains and
kefir were stable during the 10 -week maintenance in both studied environments. The
biggest difference in the composition of microbiota of kefir was in lactobacilli in kefir. By
measuring pH and SH values, we examined the activity of microbiota of kefir grains. With
measurements we demonstrated that the grain is active and suitable for the study.
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1 UvOD

Kefir je tradicionalni fermentirani mlecni napitek, ki izvira iz Kavkaza, Tibeta ali
Mongolije. Verjetno je nastal naklju¢no, tako kot vse fermentirane vrste mleka. Prebivalci
na obmocju Kavkaza so hranili sveze mleko v usnjenih vrecah. Mleko je v vrecah
fermentiralo in dobili so mle¢ni napitek, imenovan kefir (Duitschaever in sod., 1987).
Prvotno so kefir izdelovali iz ov¢jega mleka, zdaj pa se kefir v evropskih industrijskih
obratih izdeluje predvsem iz kravjega mleka (Wojtowski in sod., 2003). Kefir lahko
izdelujemo tudi iz drugih vrst mleka (kozjega, ovc¢jega, kobiljega) ali rastlinskih sokov

kokosa, riza in soje (Otles in Cagindi, 2003).

Tradicionalna kefirna zrna za proizvodnjo kefirja uporabljajo v mnogih dezelah, posebno v
vzhodnih drzavah Evrope. Uporabljajo jih kot naravno startersko kulturo pri izdelavi
kefirja, ki je unikaten mlecni napitek. O kefirju in o njegovih blagodejnih ucinkih na
zdravje je bilo narejeno ze veliko Studij. Razlika med kefirjem in drugimi fermentiranimi
mle¢nimi izdelki je v obliki starterske kulture, ki je pri kefirju v obliki zrn. Zrna
spominjajo na majhen cvet cvetace. So razli¢nih velikosti od 3 do 30 mm. So mehka,
nepravilnih oblik, belo rumenkasto obarvana in imajo ¢vrsto strukturo (Cruz Pedrozo
Miguel in sod., 2010). Ker se kefirna zrna v mleku samodejno razmnozujejo, je sestava
mikrobne populacije kefirnega zrna nedefinirana in v veliki meri odvisna od razli¢nih
okoljskih pogojev. Ze majhne spremembe okoljskih pogojev lahko povzroéijo preraséanje
ali zmanjSevanje Stevila dolocene skupine mikroorganizmov. TakSne spremembe so
nezazeljene in se odrazajo v spremenjenem poteku fermentacije, senzori¢nih lastnostih in

kakovosti kefirja.

1.1  NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je bil preuciti velikost, stabilnost in sestavo populacije
laktobacilov in kvasovk ter aktivnost kefirnih zrn, vzdrzevanih v dveh razli¢nih okoljih, in

sicer v dobro kontroliranih laboratorijskih pogojih in v industrijskih pogojih, v mlekarni.
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1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predvidevali smo, da bo pri vzdrzevanju kefirnih zrn v razli¢nih okoljih prislo do razlik v
velikosti in sestavi populacije laktobacilov in kvasovk ter posledi¢no do spremenjene

aktivnosti kefirnih zrn, ki bo vplivala tudi na fermentacijo kefirja.
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2 PREGLED OBJAV
21 ZGODOVINA PROIZVODNJE KEFIRJA

Zgodovina proizvodnje kefirja, ki je ena najstarejSih fermentiranih mlecnih pijac, je
omenjena v legendi. Med ljudstvi severnih pobocij kavkaskih gora obstaja legenda, da je
pravoslavnim vernikom na tem obmocju kefirna zrna dal Mohamed, ki naj bi skozi to
podro¢je potoval pred priblizno 1400 leti. Naucil jih je tudi izdelovati kefir. Kot prvi
proizvajalci kefirja sta omenjeni dve ljudstvi: Osetijci in Kabardinijci. Zrna so imenovali
»prerokova zrna«, kefir pa »prerokova pijaca«. Verjeli so, da bi zrna izgubila moc, ¢e bi z
njimi v stik prisel kdo drug, zato so jih skrbno varovali in jih niso delili z nikomer. Kefirna
zrna so obravnavali kot del druzinskega in plemenskega bogastva ter so jih prenasali iz
generacije v generacijo. Druga ljudstva so le obCasno sliSala pripovedi o tem napitku, ki
naj bi imel ¢udezne lastnosti. Kefir je omenil tudi Marco Polo v svojih kronikah o
potovanju na vzhod (Jashbhai in Baboo, 2008; Anfiteatro, 2014).

Kefirna zrna naj bi bila darilo Boga. Pojavljajo pa se tudi namigovanja, da bi kefirna zrna
lahko ustrezala opisu »nebeske mane«. To naj bi Bog poslal iz nebes, da bi nahranil lacne

Izraelce, ko jih je Mojzes vodil v deZelo »mleka in medu« (Anfiteatro, 2014).

Kefir dolgo ni bil poznan po svetu, saj so ga ljudstva kavkaskih gora hotela obdrzati le
zase, vendar so se po svetu razsirile novice o njegovih pozitivnih ucinkih na zdravje in
pocutje (Jashbhai in Baboo, 2008). Predvsem Ruska zdravniSka skupnost si je mocno
prizadevala, da bi dobili kefirna zrna. Prosili so brata Blandov, lastnika sirarne v mestu
Kislovodsk, naj priskrbita kefirna zrna. Zeleli so dobiti kefirna zrna in nato komercialno
izdelovati kefir. Ker kefirnih zrn nista mogla priskrbeti, je Nikolaj Blandov preprical lepo
mlado usluzbenko Irino Sakharovo, naj uporabi svojo lepoto za pridobitev kefirnih zrn.
Potovala je do princa Bek-Mirza Barchorova in ga poskusala prepricati, naj ji da nekaj zrn.
Princ, ki se je bal povracilnih ukrepov zaradi krSenja verskih zakonov, ni hotel ugoditi
njeni pro$nji. Ker pa je bil tako prevzet od Irinine lepote, se ji ni mogel upreti in jo je na
poti domov ugrabil. Princ se je hotel porociti z njo, vendar sta jo njena delodajalca z drzno

reSevalno akcijo reSila. Irina je proti princu vlozila tozbo na carskem sodiS¢u in zahtevala
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kefirna zrna. Sodis€e ji je ugodilo in princ ji je moral pokloniti zrna. Kefirna zrna naj bi
prispela v Moskvo septembra 1908 in zacela se je proizvodnja kefirja tudi zunaj KavkaSkih
gora. Prve steklenice kefirja so bile namenjene predvsem v medicinske namene.
Izdelovanje kefirja v komercialne namene se je zacelo v Rusiji leta 1930 (Kefir, Yoghurt

..., 2002).

2.1.1 Tradicionalna proizvodnja kefirja

Izdelava tradicionalnega kefirja se je zacela pred vec stoletji. Kefir so najprej izdelovali
prebivalci Kavkaskih gora s surovim, polnomastnim kozjim ali kravjim mlekom. Svezemu
mleku so dodali kefirna zrna in jih shranili v vrece iz kozjega usnja ter pustili 24 ur na
sobni temperaturi, da je potekla fermentacija. Kefir so precedili in ga lo¢ili od kefirnih zrn.
V hladnem vremenu so vrece hranili na soncu ali blizu kamina. Navada pa je bila tudi, da
so obesili vreCe blizu vrat, da je lahko vsak, ki je prisel ali odsel, nezno zazibal vrece in

tako premesal vsebino (Jashbhai in Baboo, 2008; Anfiteatro, 2014).

Neporabljeni kefir so ob¢asno shranjevali v lesene zaprte sode, kjer je potekla sekundarna
fermentacija brez kefirnih zrn in brez zraka. Kefir so pustili fermentirati nekaj dni, dodali
so mu tudi sveZe mleko. Dobili so napitek z vecjo vsebnostjo CO; in rahlo visjo

koncentracijo alkohola (Anfiteatro, 2014).

2.1.2  Lastnosti in uporaba kefirja
21.2.1 Pozitivni ucinki kefirja na zdravje

Kefirju pripisujejo Stevilne pozitivne uéinke za zdravje (Farnworth, 2005; Otles in Cagindi,

2003; Lopitz — Otsoa in sod., 2006; Libudzisz in Piatkiewicz,1990; Marshall, 1993a):

e Krepi imunski sistem
¢ Inhibira rast tumorskih celic
e Varuje pred patogenimi bakterijami

e Ima protimikrobne lastnosti (preprecuje okuzbe)
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e Ucinkuje na lipide v krvi in znizuje holesterol (izboljSuje razmerje med
LDL/HDL)

e Ugodno ucinkuje na prebavni trakt

e Ucinkuje na sladkor v krvi

e [zboljsa presnovo mascob, sladkorja in beljakovin

e Zavira proces staranja

e Pomaga pri odpravi aken

e Pomirja, spro$ca napetost, odpravlja tezave z nespecnostjo

e BlaZi stranske ucinke zdravil

e Pomaga pri preprecevanju vnetja ledvic

e 'V Rusiji ga uporabljajo tudi pri zdravljenju tuberkuloze

e Pomaga pri depresiji

e Pomaga astmatikom

e Pomaga pri slabokrvnosti

e Razstruplja organizem

e Pripomore k hitrejSemu okrevanju po bolezni

e Ugodno vpliva na dojeCe matere in dojencke, varuje pred okuzbami in
alergijami

e Lajsa tezave bolnikov z AIDS-om

Kefir poleg osnovnih hranil vsebuje tudi vitamine skupine: B (B;, Bs, Bs, Bg, Biz, folno
kislino, biotin), A, C, D, in E, niacin, esencialne aminokisline (npr. triptofan), minerale:
kalcij, magnezij, kalij, natrij in veliko fosforja, ki je drugi najbolj zastopan mineral v
¢loveskem telesu. Fosfor pomaga pri izkoriS¢anju ogljikovih hidratov, mascob in proteinov

za celi¢no rast (Otles in Cagindi, 2003; Sarkar, 2007).
2.1.2.2  Uporaba kefirja

Na internetnih straneh se pojavljajo Stevilni napotki za uporabo kefirja v kulinariki.
Primeren je za pripravo toplih ali hladnih juh, solatnih prelivov, sladoleda, tort, kruha,
frapejev, kot preliv za kosmice in Zgance, dodatek peCenkam, zrezkom, sirom, osvezilnim

pijaCam. Njegova uporaba v kulinariki je neomejena. Kefir lahko pri pripravi jedi
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uporabljamo namesto jogurta in mleka. Uporaba pa ni omejena samo na uporabo v
kulinariki, nekateri ga priporocajo tudi za pripravo »tradicionalne domace kozmetike« in

sicer za pripravo Cistila za obraz, maske za obraz, kreme za roke, balzama za lase, kopeli iz

kefirja (Kefir, Yoghurt ..., 2002).

2.2  MIKROBIOTA KEFIRNIH ZRN

Iz podatkov, objavljenih v znanstvenih ¢lankih, je mo¢ ugotoviti, da prihaja do velikih
razlik glede velikosti in sestave mikrobiote kefirnih zrn. Zmeraj pa so prisotni doloceni
mikroorganizmi. Do razlik prihaja zaradi razli¢nih serij zrn, izvora mleka v katerem so
kultivirana zrna, ¢asa kultivacije, sezonskih razlik in pogojev kultiviranja (Lopitz — Otsoa
in sod., 2006). Kefirna zrna so zelo kompleksna in spremenljiva mikrobna zdruzba
simbiotskih mikroorganizmov (Rattray in O’Connell, 2011). Razmerje kvasovk proti
mlecnokislinskim bakterijam, razmerje med heterofermentativnimi in
homofermentativnimi mikroorganizmi ter razmerje med mezofilnimi in termofilnimi
mikroorganizmi je edino, kar je priblizno konstantno v kefirnem zrnu (Stepaniak in
Fetlinski, 2002).

Mikroorganizmi, ki so prisotni v kefirnih zrnih, Zivijo v simbiozi. Prevladujejo kvasovke in
mleénokislinske bakterije. Ce iz kefirnih zrn izoliramo ¢iste kulture mikroorganizmov,
pogosto ne rastejo v mleku ali pa imajo zmanj$ano aktivnost. To pa otezi raziskovanje
mikrobne populacije kefirnih zrn. Na splosno mle¢nokislinske bakterije prevladujejo nad

kvasovkami in ocetno kislinskimi bakterijami (Farnworth, 2005; Witthuhn in sod., 2005b).
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Preglednica 1:  Najpogosteje izolirani mikroorganizmi iz kefirnih zrn in kefirja (Farnworth, 2005; Ozer D.

in Ozer B. H., 2000; Lopitz — Otsoa in sod., 2006; Jianzhong in sod., 2009 ).

Mlecénokislinske bakterije

Laktobacili Lactobacillus kefiri

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum
Lactobacillus parakefiri

Lactobacillus brevis

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Lactobacillus casei subsp. alactosus
Lactobacillus casei subsp. tolerans

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Lactobacillus fructivorans

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus viridescens

Lactobacillus rhamnosus

Laktokoki Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

Streptokoki Streptococcus thermophilus

Leukonostoki Leuconostoc cremoris

Leuconostoc mesenteroides

Ocetno kislinske bakterije

Acetobacter aceti
Acetobacter pasteurianus

Acetobacter sp.

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 1: Najpogosteje izolirani mikroorganizmi iz kefirnih zrn in kefirja (Farnworth,
2005; Ozer D. in Ozer B. H., 2000; Lopitz — Otsoa in sod., 2006; Jianzhong in sod., 2009 ).

Druge bakterije

Bacillus sp.
Micrococcus sp.
Pediococcus sp.
Acetobacter sp.

Escherichia coli

Kvasovke

Kluyveromyces lactic
Kluyveromyces marxianus
Candida kefir

Candida pseudotropicalis
Candida tenuis

Candida inconspicua
Candida maris

Candida lambica
Candida holmii

Pichia fermentans

Torulaspora delbrueckii
Brettanomyces anomalus
Saccharomyces diarens
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces exiguus
Saccharomyces unisporus
Saccharomyces turicensis
Saccharomyces delbrueckii
Kazachstania unispora

Kazachstania exigua

Iz kefirnih zrn so izolirali veliko razli¢cnih vrst mikroorganizmov. Med njimi so tudi
kvasovke in bakterije, ki zivijo v simbiozi. To pomeni, da ene vrste mikroorganizmov
prezivijo in se razmnoZzujejo s pomocjo bioproduktov druge vrste mikroorganizmov.
Bioprodukti jim sluzijo kot vir energije ali kot rastni faktorji. Nekateri mikroorganizmi, ki
so bili izolirani iz kefirja, so dobili ime po njem, kot npr.: Lactobacillus kefiri, L.
kefiranofaciens, L. kefirgranum, L. parakefir, Candida kefyr. 1z kefirja so izolirali tudi
nove vrste mikroorganizmov, kot npr. Saccharomyces turicensis (Lopitz — Otsoa in sod.,
2006).

Mikroorganizmi v kefirnem zrnu so razporejeni nesimetri¢no. Elektronska mikroskopija je
pokazala, da kvasovke dominirajo v centru zrna in da je v centru zrna prisotno veliko manj
mikroorganizmov v primerjavi s perifernim delom (Wood in Hodge, 1985). Osrednji del
kefirnih zrn pa ni naseljen samo s kvasovkami, ampak se v njem nahaja tudi nekaj bakterij,

Ki so predvsem laktobacili dolge paliCaste oblike. Prav tako pa na perifernem delu niso
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prisotne samo bakterije, ampak so na povrsSini zrna prisotne tudi posamezne kvasovke. Na
povrsini zrna so prisotne predvsem kvasovke, ki fermentirajo laktozo, v notranjem delu pa

kvasovke nimajo te lastnosti (Marshall, 1993a).

2.2.1  Mleénokislinske bakterije

Pri predelavi mleka je najbolj razSirjena mlecnokislinska fermentacija s starterskimi
kulturami, ki so sestavljene iz ene ali ve¢ razlicnih vrst mlecnokislinskih bakterij.
Mle¢nokislinske bakterije povzro¢ajo mle¢nokislinsko fermentacijo, so po Gramu
pozitivne, v obliki kokov ali palck. Energijo pridobivajo s fermentacijo in ne potrebujejo
prisotnosti kisika (so aerotolerantne). Za rast potrebujejo rastne faktorje, ker so zaradi
prilagoditve na bogato naravno okolje, v katerem se navadno nahajajo (fermentirana hrana,

prebavni trakt), izgubile sposobnost sinteze razli¢nih metabolnih produktov (Hacin, 1996).

V kefirju in kefirnih zrnih so prisotne heterofermentativne in homofermentativne
mle¢nokislinske bakterije. Heterofermentativne bakterije s heterolakti¢no fermentacijo
poleg mlecne kisline proizvajajo tudi etanol in CO,. Pri homofermentativnih pa kot
veCinski produkt nastaja mle¢na kislina (Hammes in Hertel, 2006). Nekatere
homofermentativne mlec¢nokislinske bakterije v kefirju so (Rattray in O’Connell, 2011;
Farnworth, 2005; Simova in sod., 2002):

e laktobacili: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum,
Lactobacillus acidophilus,

o laktokoki: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,

e streptokoki: Streptococcus thermophilus.

Heterofermentativne mle¢nokislinske bakterije pa so: Lactobacillus kefiri, Lactobacillus
parakefiri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis ter nekatere druge (Rattray in
O’Connell, 2011; Simova in sod., 2002). Obstajajo pa tudi izjeme kot npr. Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus plantarum in Lactobacillus rhamnosus, ki so

fakultativne heterofermentativne mle¢nokislinske bakterije (Tamime, 2002).
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Delezi posameznih vrst mikroorganizmov se v kefirju in kefirnih zrnih razlikujejo. Vecino
mikrobne zdruzbe kefirnega zrna predstavljajo laktobacili Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus plantarum, in Lactobacillus kefiranofaciens. V kefirju predstavljajo nastete
vrste laktobacilov najveckrat 20 % vseh laktobacilov, ostalih 80 % laktobacilov v kefirju
pa predstavlja Lactobacillus kefiri (Lopitz — Otsoa in sod., 2006). Na splo$no predstavljajo
laktobacili 65 — 80 %, kvasovke 10 — 15 % ter Lactococci in Leuconostoc spp. 5 — 25 %
mikrobne populacije v zrnu (Rattray in O'Connell, 2011).

2211 Lactobacillus kefiri

Lactobacillus kefiri je po Gramu pozitivna, negibljiva, nesporulirajo¢a, mikroaerofilna,
heterofermentativna bakterija, paliaste oblike, z zaobljenimi konci. Bakterije se pogosto
povezejo v verizice. Kolonije na agarju MRS (De Man, Rogosa and Sharp agar) so sivkaste
barve, gladke in ploscate, velike od 2 do 4 mm. Rastejo pri temperaturah od 10 °C do
40 °C, optimum rasti imajo pri 30 °C. V kefirnem zrnu se nahajajo v majhnih regijah na
povrsini zrna (Kandler in Kunath, 1983; Rattray in O’Connell, 2011).

221.2 Lactobacillus kefiranofaciens

Lactobacillus kefiranofaciens je po Gramu pozitivna, homofermentativna, negibljiva,
nesporulirajoca, fakultativno anaerobna bakterija, palicaste oblike. Pojavlja se sama, v
parih ali obCasno v verizicah. Kolonije na agarju KPL (modificiran kefir grain
polysaccharide — producing lactobacillus agar) so okrogle in nepravilnih oblik, gladke in

izboCene, bele barve, velike od 0,5 do 3 mm. (Fujisawa in sod., 1988).
2.2.1.3 Lactobacillus parakefiri

Lactobacillus parakefiri je negibljiva, heterofermentativna bakterija v obliki palcke.
Kolonije na agarju Rogosa — CW (Rogosa agar z dodatkom raztopine sirotke; Rogosa
cheese whey agar) so po 5 dneh pri inkubaciji 30 °C okrogle in nepravilnih oblik, bele
barve, z ravno in hrapavo povrsino, velike 0,5 do 2 mm (Vos in sod., 2009; Kojima in sod.,

1993; Takizawa in sod., 1994).
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2214 Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides je po Gramu pozitivna, heterofermentativna, negibljiva,
nesporulirajoca kokoidna mlecnokislinska bakterija, ki se nahaja v parih ali verizicah.
Lahko tvori majhne do srednje velike verizice. Je fakultativni anaerob, Ki razgrajuje
laktozo na mle¢no kislino, ocetno kislino, etanol in ogljikov dioksid. Citronsko kislino pa
razgrajuje v diacetil, ki poskrbi za okus in aromo kefirja. Raste med 5 °C in 37 °C,

optimalno med 20 °C in 30 °C (Tamime, 2002; Jianzhong in sod., 2009).
2.2.15  Lactococcus lactis

Lactococcus lactis je zelo pomembna mle¢nokislinska bakterija v komercialni uporabi, saj
se mnogokrat uporablja v raziskavah pri proizvodnji mle¢nih produktov (Sandine in sod.
1972). Je po Gramu pozitivna, mezofilna, nemobilna, fakultativno anaerobna, nepatogena,
homofermentativna mle¢nokislinska bakterija. Pojavlja se v parih, lahko pa tvori verizice.

Optimalno raste med 28 °C in 31 °C, pri pH = 4,5, ob prisotnosti vitaminov B kompleksa.

onee

2.2.2 Kvasovke

Kvasovke so pomembne v kefirju, saj proizvajajo etanol in CO,. Imajo pa tudi pomembno
vlogo pri tvorbi rastnih faktorjev za MKB, kot npr. aminokislin in vitaminov (Farnworth,
2005). V kefirju so pomembne tudi pri oblikovanju okusa in arome (Simova in sod., 2002).
Kvasovke, izolirane iz kefirja, lahko razdelimo v dve skupini (Lopitz — Otsoa in sod.,
2006; Simova in sod., 2002; Rattray in O’Connell, 2011; Farnworth, 2005):

o Kvasovke, ki so sposobne fermentirati laktozo. Sem spadajo Kluyveromyces
marxianus, Kluyveromyces lactis var. lactis, Candida kefyr, Kluyveromyces
fragilis, Torulaspora kefir,

e Kvasovke, ki niso sposobne fermentirati laktoze. Te so predvsem:
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces unisporus,
Saccharomyces exiguus, Torulopsis holmii, Candida inconspicua in Candida

colliculosa.
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V kefirnem zrnu prevladujejo kvasovke, ki ne fermentirajo laktoze (60 — 100% od vseh
kvasovk) in se nahajajo predvsem v globokih plasteh kefirnega zrna. Najpogosteje prisotni
v kefirnem zrnu sta kvasovki Saccharomyces cerevisiae in Torulaspora delbrueckii
(Rattray in O’Connell, 2011; Simova in sod., 2002). Prezivijo se s fermentacijo galaktoze,
ki je produkt mikroorganizmov, sposobnih razgradnje laktoze (Cheirsilp in sod., 2003a). V
kefirju pa prevladujejo kvasovke, ki fermentirajo laktozo. Te so npr. Candida kefyr in
Kluyveromyces marxianus. Candida kefyr je nespolna oblika kvasovke Kluyveromyces

marxianus (Tamime, 2002).

2.2.3  Ocetnokislinske bakterije

V kefirnih zrnih so pogosto prisotne tudi ocetnokislinske bakterije. So po Gramu
negativne, spiralno zvite palcke. Te bakterije so pomembne pri ohranjanju simbioze
mikrobiote kefirnega zrna. NajpogostejSa predstavnika sta Acetobacter aceti in
Acetobacter rasens. Ocetnokislinske bakterije oksidirajo alkohole in sladkorje do
organskih kislin. Produkt nepopolne oksidacije alkohola je ocetna kislina. Ocetnokislinske
bakterije povecajo viskoznost s produkcijo sluzi in s tem izboljSajo konsistenco kefirja

(Robinson in sod., 2002; Zajsek, 2012).

2.3  KEMISKA SESTAVA KEFIRNIH ZRN

Podatki iz literature o sestavi kefirnih zrn so zelo razli¢ni. Glavni razlog velike
variabilnosti podatkov je najverjetneje razlicen izvor proucevanih kefirnih zrn. V nekaterih
Studijah so zrna prihajala iz razli¢nih regij, neimenovanih virov, v nekaterih primerih iz
domace uporabe, kjer je vprasljiva higiena vzdrZevanja zrn. Druge Studije pa SO se

nanasale na komercialno dostopna zrna.

Kefirna zrna so nepravilnih oblik in so podobna cvetu cvetace, so bele ali rumenkasto bele
barve. Velika so od 0,5 do 3 c¢m, so lepljiva in ¢vrste teksture. Farnworth (2005) navaja, da
kefirna zrna v mleku rastejo priblizno 20 ur in pri tem povecajo svojo zacetno maso za

priblizno 25 %. Medtem ko Libudzisz in Piatkiewicz (1990) navajata, da naj bi kefirna
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zrna v mleku povecala svojo prvotno maso za 5 — 7 % na dan. Intenzivno spiranje zrn pod
vodo poveca rast zrn. Rast se poveca zaradi spiranja povrSinskih mikroorganizmov in
njihovih metabolitov, kar povzroci boljSo dostopnost hranil iz mleka (Kolakowski in
Ozimkiewicz, 2011). Zrnom moramo vsakodnevno zagotoviti sveza hranila — mleko, da
lahko rastejo in obdrZijo sposobnost fermentacije mleka v kefir. Stara in suha zrna imajo
slabo ali pa sploh nimajo sposobnosti fermentacije mleka (Farnworth, 2005). Nekateri viri
navajajo, da je v kefirnem zrnu 10 - 11 % suhe snovi, ki jo v vecini sestavljajo ogljikovi
hidrati (60 %) in proteini (30 %), prisotni so Se lipidi (2 %), zrno pa vsebuje okoli 7 %
pepela (Ozer D. in Ozer B. H., 2000). Liutkevi¢ius in Sarkinas (2004) navajata, da kefirno
zrno vsebuje 13,7 % suhe snovi, v Kateri je 33 % proteinov, 0,2 % lipidov in 9 % pepela.
Otles in Cagindi (2003) pa navajata, da kefirno zrno vsebuje 13 % proteinov in 24 %

polisaharidov v suhi snovi.

Kvasovke in bakterije so v kefirnem zrnu ujete v polisaharid imenovan kefiran. Kefiran je
v vodi topen glukogalaktan (Lopitz — Otsoa in sod., 2006). Sestavljajo ga razvejane verige
D-glukoze in D-galaktoze, ki sta v enakem razmerju (Farnworth, 2005). Kefiran v
najveéji meri proizvajajo laktobacili: Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus
bulgaricus in Lactobacillus kefir. Izmed teh ga najve¢ proizvede Lactobacillus
kefiranofaciens. Najve¢ ga nastane po 40 urah fermentacije, saj takrat poteka faza
odmiranja mikroorganizmov in se zmanjSuje deleZ mikroorganizmov v kefirnem zrnu, s
tem pa se poviSuje delez kefirana. DeleZz kefirana se povecuje zato, ker bakterije v fazi
odmiranja proizvedejo ve¢ kefirana za zascito svojih celic (Zajsek in sod., 2011). Vrednost
pH tekom fermentacije pada, kar pospeSuje rast laktobacilov, ki proizvajajo kefiran
(Frengova in sod., 2002). Lactobacillus kefiranofaciens kot ¢ista kultura med fermentacijo
ne proizvaja veliko kefirana, ker povecana koncentracija mle¢ne kisline zavira njegovo
rast. Ce dodamo ¢isti kulturi Lactobacillus kefiranofaciens kvasovke Saccharomyces
cerevisiae, se zmanjSa koncentracija mlecne kisline in poveca proizvodnja kefirana, kar
ponazarja pomembnost simbioze med bakterijami in kvasovkami (Cheirsilp in sod.,
2003a). Sestava kefirana je odvisna od bakterijske vrste, ki ga sintetizira. Poleg D—glukoze
in D—galaktoze so lahko v majhnih koli¢inah prisotne $e¢ arabinoza, manoza in ramnoza

(Frengova in sod., 2002).
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Kefirno zrno sestavljajo, poleg kefirana z ujetimi mikroorganizmi, tudi mle¢ne mascobe in
denaturirani mle¢ni proteini, ki so povezani s polisaharidnim matriksom (Kurmann in sod.,
1992).

2.4 KEFIR

Kefir je mle¢ni napitek, ki ga tradicionalno proizvajajo s pomocjo kefirnih zrn, ki jih
dodajo mleku, da poteCe fermentacija. Fermentacija traja 24 ur pri sobni temperaturi,
produkt pa je edinstven tako po okusu kot po obliki starterske kulture. Mle¢ni napitek ima
po fermentaciji znacilen okus po kvasu. Je rahlo kisel, gaziran in ima nizko vsebnost
alkohola (Rattray in O’Connell, 2011; Sarkar, 2007). Kefir ima pomembno vlogo v
prehrani ljudi. RazSirjen je v jugozahodni Aziji, vzhodni in severni Evropi, severni
Ameriki, Japonski, na bliznjem vzhodu, severni Afriki in Rusiji, predvsem zaradi hranilnih
in terapevtskih lastnosti (Sarkar, 2007). Kefir ima vrednost pH med 4,1 in 4,8, vsebuje CO,
(0,85 — 1,05 g/L), mle¢no kislino (7,6 — 8,8 g/L) in alkohol (0,01 % — 0,25 %) (Farnworth,
2005; Simova in sod., 2002). Lahko ga izdelamo iz razli¢nih vrst mleka, kot npr.: kravje,
kozje, ov¢je, kamelino, bivolje (Irigoyen in sod., 2005). Sestavine, ki dajo kefirju znacilen
okus, so predvsem: mle¢na Kkislina, etanol, mravlji¢na kislina, jantarna kislina, ocetna
kislina, propionska kislina, acetaldehid, diacetil in acetoin (Marshall 1993b; Marshall,
1984). Pri skladiscenju kefirja pri 5 °C ostaja Stevilo kvasovk in ocetnokislinskih bakterij
konstantno, Stevilo mle¢nokislinskih bakterij pa se med 7 in 14 dnem skladi$¢enja zmanjsa.
Delez maséobe, laktoze in vrednost pH (pH = 4,5) ostanejo konstantni do 14 dni
skladiS¢enja. Na viskoznost, koli¢ino laktoze, pH in Stevilo mikroorganizmov v kefirju pa

mocno vpliva delez kefirnih zrn, ki jih uporabimo za izdelavo kefirja (Irigoyen in sod.,
2005).

2.4.1  Mikrobiota kefirja

Kefirna zrna so klju¢na za proizvodnjo kefirja, ker ima kefir kot kon¢ni produkt
fermentacije druga¢no mikrobiolosko sestavo in ga ne moremo uporabiti kot inokulum za

izdelavo drugega kefirja (Farnworth, 2005). Mlec¢nokislinske bakterije v kefirju so v
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glavnem odgovorne za pretvorbo laktoze v mle¢no kislino, kar povzro¢i padec vrednosti
pH. Kvasovke, ki fermentirajo laktozo, pretvarjajo laktozo v etanol in CO,. V kefirju so
prisotne tudi kvasovke, ki ne fermentirajo laktoze in v nekaterih primerih Se
ocetnokislinske bakterije. Mikrobiota kefirnega zrna vsebuje 65 — 80 % laktobacilov, 10 —
15 % kvasovk in 5 — 25 % laktokokov in vrst rodu Leuconostoc. V kefirju pa je prisotnih
okoli 80 % (10° — 10° ke/g) laktokokov in levkonostokov, 10 — 15 % (10° — 10° ke/g)
kvasovk in 5 — 10 % (10" — 10® ke/g) laktobacilov. Razmerje med mikrobno zdruZzbo
kefirnih zrn in kefirja je lahko zelo spremenljivo in odvisno od ve¢ dejavnikov. Ti
dejavniki so ¢as fermentacije, temperatura fermentacije, stopnja aktivacije zrn in vrsta
mleka (Rattray in O’Connell, 2011).

2.4.2 Postopki izdelave kefirja
2.4.2.1  Proizvodnja kefirja po tradicionalnem postopku

Pri tradicionalnem postopku izdelave kefirja dodajo kefirna zrna (2 — 10 %) neposredno v
pasterizirano in ohlajeno mleko. Zmes zrn in mleka nato pustijo fermentirati na 20 — 25 °C
za 18 do 24 ur (Otles in Cagindi, 2003), oziroma dokler ni dosezena dolo¢ena vrednost pH
ali dokler kefir ne doseZe Zelenega okusa in teksture. Zrna nato lo¢ijo od fermentiranega
mleka. Pogosto je v proces proizvodnje kefirja vkljucen tudi proces zorenja, ki pri
temperaturi 8 — 10 °C traja priblizno 15 — 20 ur (Zajsek, 2012). Po zorenju kefirna zrna s
filtriranjem odstranijo. Kefir nato ¢ez no¢ ohladijo in naslednji dan je pripravljen za
uzivanje (Ozer D. in Ozer B. H., 2000). Zrna lahko uporabijo za novo fermentacijo ali pa
shranijo v mleku (1 — 7 dni) (Zajsek, 2012). Lahko jih tudi posus$ijo, zamrznejo,
liofilizirajo ali pa shranijo v hladilniku. Razli¢ni avtorji navajajo, da je najboljse
shranjevanje zrn globoko zamrzovanje v mleku (Witthuhn in sod., 2005a; Irigoyen in sod.,

2005). Postopek proizvodnje tradicionalnega kefirja je shematsko prikazan na sliki 1.
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Slika 1:  Postopek proizvodnje tradicionalnega kefirja (Beshkova in sod., 2002).



Vozel G. Stabilnost populacije laktobacilov in kvasovk v kefirnem zrnu in kefirju. 17

Dipl. delo Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2016

2.4.2.2  Industrijska proizvodnja kefirja

Industrijska proizvodnja kefirja poteka v fermentorjih. V njih poteka fermentacija,
koagulacija, zorenje in hlajenje. V fermentorjih poteka tudi mesanje, ki je pomemben
dejavnik za zagotavljanje homogenega produkta (Zajsek, 2012). Industrijska proizvodnja
kefirja poteka v dveh stopnjah. Prva stopnja je priprava mati¢ne kulture z uporabo kefirnih
zrn, druga pa vkljuCuje primarno in sekundarno fermentacijo. Primarna fermentacija
poteka v fermentorju, sekundarna, ki je pravzaprav zorenje kefirja, pa po pakiranju v
embalazi. Mati¢no kulturo pripravijo tako, da dodajo kefirna zrna v ohlajeno pasterizirano
mleko v razmerju 1:10, 1 del zrn in 10 delov mleka. Kultivacija nato poteka 24 — 36 ur pri
20 — 22 °C, potem zrna odstranijo, jih operejo s sterilno vodo, in jih ponovno uporabijo za
pripravo nove mati¢ne kulture. Sledi priprava delovne kulture. Vzorec mati¢ne kulture
precepijo v vecji volumen mleka (npr. 2 1). Po 16 urah, ko potece fermentacija pri 20 — 22
°C, to mati¢no kulturo uporabijo kot inokulum za veéji volumen mleka. Mati¢na kultura
vsebuje samo 5 % kvasovk, ker se njthov delez zniza zaradi povecevanja deleza
mlecnokislinskih bakterij, kar pa pripomore k boljSemu okusu kefirja (Bostar, 2006). Kefir,
ki je narejen iz kefirnih zrn, se lahko od Sarze do Sarze zelo razlikuje, predvsem zaradi
razli¢ne mikrobioloske sestave kefirnih zrn. Fermentacijski proces pa vpliva predvsem na
okus in teksturo kefirja. Inkubacija pri vi§jih temperaturah (nad 30 °C) povisa rast
termofilnih mlec¢nokislinskih bakterij, predvsem na raun kvasovk in mezofilnih mle¢no
kislinskih bakterij. Ce pride do neugodnih pogojev med fermentacijo, se poveéa rast
homofermentativnih ~ mlecnokislinskih ~ bakterij ~ Rast  ocetno  kislinskih  in
heterofermentativnih mle¢no kislinskih bakterij pa se v tem primeru ne spreminja (Rattray

in O’Connell, 2011).

Novejse tehnologije proizvodnje kefirja ne vkljucujejo uporabe kefirnih zrn, ampak kefir
izdelujejo z uporabo ¢istih kultur mikroorganizmov, izoliranih iz kefirnih zrn. Postopek je
bolj enostaven, saj omogoca boljSo kontrolo prisotnih mikroorganizmov, kefir izdelan z
uporabo Cistih kultur pa ima boljSo konsistenco. Najve¢ji problem pri uporabi Cistih kultur
je poiskati najboljSe razmerje med mlecnokislinskimi bakterijami in kvasovkami. Prakti¢no
je to tezko, ker se tudi razmerje mikroorganizmov v kefirnih zrnih zelo spreminja, zaradi

razliénih vplivov. Pri uporabi kefirnih zrn za izdelavo kefirja se iz njih spro$cajo Stevilne
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naravne sestavine in metaboliti, ki v kefirju izdelanem z uporabo cistih kultur niso
prisotne. Problem nastane tudi pri oznacevanju izdelka kot kefir, saj nima vseh znacilnosti

tradicionalnega kefirja in je za kupce pravzaprav zavajajo¢ (Zajsek, 2012).

2.5  DOLOCANIE SESTAVE MIKROBNIH ZDRUZB KEFIRJA IN KEFIRNIH ZRN

Za proucevanje mikrobnih zdruzb poznamo klasi¢ne metode in od gojenja neodvisne
mikrobioloSke metode. Pri konvencionalnih klasi¢énih metodah vzorec najprej nacepimo na
razli¢na selektivna gojiSca in z njih osamimo posamezne izolate, ki jih identificiramo na
osnovi morfoloskih, biokemijskih in genetskih znacilnosti. Klasi¢en postopek proucevanja
mikrobnih zdruzb je dolgotrajen, na rezultate pa vpliva tudi slaba sposobnost rasti
doloc¢enih mikroorganizmov na gojis€u in nizko S$tevilo le teh v zdruzbi. Zaradi teh
razlogov se poleg klasi¢nih metod uporabljajo tudi od gojenja neodvisne metode, s
katerimi lahko natan¢no, hitro in specificno dolo¢imo vrsto mikroorganizmov prisotnih v
mikrobni zdruzbi. Te metode temeljijo na preuc¢evanju DNK. Najpogosteje se uporabljajo
tehnike PCR — DGGE, PCR — TTGE, SSCP — PCR in izdelava klonskih knjiznic (Cruz
Pedrozo Miguel in sod., 2010; Jany in Barbier, 2008).

2.5.1 Gelska elektroforeza v kombinaciji z denaturacijskim gradientom (DGGE)

Gelska elektroforeza v kombinaciji z denaturacijskim gradientom je verjetno ena
najuporabnejsih tehnik pri doloc¢anju sestave in raznolikosti mikrobnih zdruzb (Mohar
Lorbeg in sod., 2009). Tehnika temelji na lo¢evanju delov 16S rDNK, pomnozenih v
verizni reakciji s polimerazo (PCR), ki jih lo€ujemo v poliakrilamidnih gelih z linearno
nara$¢ajo¢o koncentracijo denaturantov. Pri metodi DGGE locujemo enako velike
pomnozke PCR, ki imajo razlicno zaporedje nukleotidov. Locevanje enako dolgih
pomnozkov je mozno zaradi razlicnih denaturacijskih profilov. Pri potovanju odsekov
DNK proti vedno vi§ji koncentraciji denaturantov se vijacnica postopoma razklene in
potovanje odsekov DNK se upocasni in na dolo¢enem mestu prakticno ustavi. Tocka, na
kateri se odsek ustavi, se imenuje tocka taliS¢a (ang. melting point) in je odvisna od sestave

baznih parov DNK in torej specifiéna za vsak odsek DNK (Ercolini, 2004; Muyzer in
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sod., 1993). Pri lo¢evanju pomnozkov PCR z DGGE je smiselno uporabiti 40 bp dolge
GC-cCeljusti (ang. clamp), ki jih vgradimo v zacetni 5’ oligonukleotid in s tem prepre¢imo
razpad dvoveriznih pomnozkov DNK (Ferris in sod., 1996), saj tako povecamo
obcutljivost metode. V meSani zdruzbi mikroorganizmov lahko posamezno bakterijsko
vrsto zaznamo z DGGE, &e zdruzba vsebuje vsaj 10* ke te vrste v enem gramu vzorca oz.
¢e posamezna vrsta zastopa vsaj 1 % celotne mikrobne populacije vzorca (Mohar Lorbeg
in sod., 2009).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

Preglednica 2:  Kemikalije in komercialno dostopni kompleti.

Proizvajalec

Kemikalije in  komercialno  dostopni

kompleti

Merck (Darmstadt, Nemcija)

Kemika (Zagreb, Hrvaska)
Biolife (Milano, Italija)
Promega (Madison, ZDA)

Millipore (Billerica, Massachusetts)
Sigma — Aldrich (St. Luis, ZDA)

Boehringer (Manheim, Nemcija)

MRS (De Man, Rogosa in Sharpe) bujon, malt
extract bujon, agar, ringerjeve tablete za idelavo
fizioloske raztopine, etanol, ocetna kislina, natrijev
hidroksid NaOH, kobaltov sulfat CoSO4 - 7H20,
fenolftalein, 50 mM EDTA (pH = 8,0), isopropanol
Na — citrat (3-natrij-citrat-dihidrat), D(+) glukoza

Proteose peptone, kvasni ekstrakt

komplet za izoliranje DNA (Wizard genomic DNA
purification kit: Cell Lysis Solution, Nuclei Lysis
Solution, Protein Precipitation Solution, DNA
Rehydration Solution, RNase A Solution), GoTaq
TM DNA polimeraza, GoTaq TM fleksi pufer

Destilirana voda MILI RO

Lizocim (lysozyme from chicken egg white),
mutanolizin  (mutanolysin ~ from  streptomyces
globisporus), litikaza  (lyticase 20 mg/ml),
poliakrilamidni gel, formamid, 7M urea

dNTP
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3.1.2 Laboratorijska oprema in potro$ni material

Preglednica 3:

Laboratorijska oprema in potrosni material.

Proizvajalec

Laboratorijska oprema in potrosni material

Thermo scientific (Waltham, ZDA)
Hettich (Tuttlingen, Nemcija)
IKA (Ziri, Slovenija)

Kambic¢ (Semic, Slovenija)

Mitsubishi

Japonska)

gas chemical company (Tokyo,
Mettler toledo (Ziirich, Svica)
Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

TPP (Trasadingen, Svica)

Razli¢ni proizvajalci

Brand (Wertheim, Nemcija)

Labo (Ljubljana, Slovenija)
Interscience (St. Nom, Francija)

Bio Rad (Hercules, Kalifornija ZDA)
Bio Rad (Hercules, Kalifornija ZDA)
Syngene

avtomatske pipete, nastavki za pipete

centrifuga Mikro 220 R

magnetno mesalo

parni sterilizator A — A 21V, inkubator za kulture
mikroorganizmov

posoda za anaerobno gojenje mikroorganizmov

PH meter MP 220, tehtnica P 1200
Vorteks — vibrator, vibromix 10
material za delo z

plasticni  laboratorijski

mikroorganizmi  (centrifugirke,  nastavki  za
avtomatske pipete za veje volumne, petrijeve
plosce)

Steklene epruvete, stojalo za epruvete, merilni valji,
plasti¢ne palcke za razmaz vzorca na gojisce, zlicke,
gorilnik, rokavice, mini plasti¢ne epruvetke za PCR
Avtomatska pipeta za steklenico (pipetor)

ESKO elektronski stevec kolonijskih enot

Gnetilnik Bag Mixer R 400

MyCycler™ Thermal Cycler

DGGE sistem: D GENE™ system

transiluminatorja: ChemiGenius®

3.1.3 Gajisca

3131

Gojis¢e MRS Merck (Darmstadt, Nemcija)

Za rast laktobacilov iz kefirnih zrn in kefirja smo uporabili neselektivno gojis¢e de Man,
Rogosa in Sharpe — MRS (De Man in sod, 1960). Vzorce smo inkubirali v MRS gojis¢u, ki
smo mu znizali pH na 5,2 v anaerobnih pogojih pri 30 °C. Anaerobne pogoje smo dosegli z

inkubacijo vzorcev v posodi za anaerobno gojenje mikroorganizmov, zraven pa smo dodali
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Se poseben pripravek, ki nase veze kisik (GENbox anaer). Znizanje pH zavre rast bakterij
Streptococcus thermophilus, ki bi sicer rastle pri teh pogojih, na laktobacile pa ne vpliva.

Zato so na MRS gojiscu rastli predvsem laktobacili (Curry in Crow, 2003).
3.1.3.2  Gojisce KDM

Za rast kvasovk iz kefirnih zrn in kefirja smo uporabili sestavljeno gojis¢e KDM -

Kluyveromyces differential medium (Valderrama in sod., 1999).

Preglednica 4:  Sestavljeno gojisée za rast kvasovk - KDM

Sestavina Koncentracija
Kvasni ekstrakt 549/l

Proteose peptone no. 3 39/l

Sladni ekstrakt 39/l

Glukoza 10 g/l

Agar 20 g/l

3.1.4 Kefirna zrnain mleko

Kefirna zrna smo dobili iz mlekarne Krepko, Kele & kele d.o.0., Laze 22a, 1370 Logatec.
Mleko, iz katerega smo izdelovali kefir in v njem vzdrZzevali kefirna zrna, je bilo: bio

mleko s 3,5 % mle¢ne mascobe iz mlekarne Krepko, Kele & kele d.o.o.

3.2 METODE

Na sliki 2 je prikazan nacrt dela.
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Kefirna zrna

Vzdrzevanje kefirnih zrn
Laboratorij 10 tednov, vzoréenje vsak Mlekarna

teden

Sestava mikrobne Velikost mikrobne

populacije populacije

Preverjanje sestave z Dolocanje stevila
analizo DGGE kultivabilnih laktobacilov
in kvasovk

Izdelava
kefirja 2

Izdelava Merjenje pH in SH

kefirja 1 vrednosti

Sestava mikrobne Velikost mikrobne

populacije populacije

Preverjanje sestave z Dolocanje stevila
analizo DGGE kultivabilnih laktobacilov
in kvasovk

Slika 2:  Nacrt poskusa za ugotavljanje velikosti, stabilnosti in sestavo populacije laktobacilov in

kvasovk v kefirnem zrnu in kefirju, ter aktivnost kefirnih zrn, vzdrzevanih v dveh razli¢nih okoljih.
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Kefirna zrna, ki so jih po ustaljenem postopku vzdrzevali v mlekarni, smo prejeli iz

mlekarne vsak teden, in sicer 1 krat na teden, tako da smo imeli vsega skupaj 10 vzorcev.

3.2.1 Priprava gojis¢, raztopine natrijevega citrata in fizioloSke raztopine
3.2.1.1  Priprava trdnega gojis¢a MRS

Gojis¢e MRS smo pripravili tako, da smo natehtali 52,5 g gojis€a v 1 liter destilirane vode.
Zmes smo mesali na 500 obratov/min, dokler se raztopina ni zbistrila. Da smo znizali pH
raztopine na 5,2, smo pocasi dodajali ocetno kislino. Ker smo pri nacepljanju
mikroorganizmov porabili manjSo koli¢ino gojis¢a, smo po 200 ml zmesi prelili v 250 ml
steklenice z plasticnim pokrovom in v vsako dodali 3 g agarja. Vsebino smo premesali in
jo avtoklavirali pri 118 °C, za 15 min. Po avtoklaviranju smo gojisce, razlili v petrijeve
plosée. Uporabili smo asepti¢no tehniko razlivanja gojis¢a v petrijevke ob gorilniku. Ce se
je gojisce pred razlivanjem strdilo, smo ga raztopili v mikrovalvni pecici. Petrijeve plosce
smo pustili, da se je gojisce strdilo, visek petrijevk z gojis€em smo shranili v hladilniku,

enak postopek razlivanja v petrijevke smo izvedli z gojis¢em KDM.
3.2.1.2  Priprava trdnega gojis¢a KDM

KDM gojis¢e smo pripravili tako, da smo v 1 I destilirane vode natehtali 5 g kvasnega
ekstrakta, 3 g proteose peptona, 3 g malt ekstrakta, 10 g glukoze. Zmes smo mesali (500
obratov/min) dokler se raztopina ni zbistrila. Po 200 ml raztopine smo razlili v 250 ml
steklenice z plasticnim pokrovom in dodali v vsako 3 g agarja. Vsebino smo premesali in

avtoklavirali (15 min, 121 °C).
3.2.1.3  Priprava raztopine natrijevega citrata

Natrijev citrat smo dodali v destilirano vodo v koncentraciji 20 g/l, raztopini smo umerili
pH na 7,5. Raztopino smo mesali (500 obratov/min), dokler se ni natrijev citrat raztopil. Za
znizevanje pH smo uporabili ocetno kislino, za viSanje pa natrijev hidroksid. Raztopino
natrijevega citrata smo polnili v 500-ml steklenice s plastiénim pokrovom in avtoklavirali
(15 min, 121 °C).
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3.2.1.4  Priprava fizioloske raztopine

Fiziolosko raztopino smo pripravili po navodilu proizvajalca. V 500 ml destilirane vode
smo dali 1 tableto za izdelavo ringerjeve raztopine. Vsebino smo premesali, razdelili po 9

ml v epruvete in avtoklavirali (15 min, 121 °C).
3.215  VzdrZevanje kefirnih zrn v laboratoriju in mlekarni

Zrna v laboratoriju smo vzdrZevali v mleku pri temperaturi 23 °C, mleko smo zamenjali po
3 — 5 dneh. Zrna v mlekarni so vzdrzevali po njihovem ustaljenem postopku v podobnih
pogojih (menjava mleka na 24 — 36 ur pri 20 — 22 °C), ter jih dnevno uporabljali za
izdelavo kefirja.

3.2.2 Dolocanje Stevila laktobacilov in kvasovk v vzorcih kefirnih zrn in kefirja

Na petrijeve plosce z razlitim ohlajenim gojiS¢em smo nacepljali homogenizate vzorcev

kefirnih zrn in kefirja. Stevilo smo dolocali kot &t. ke/g.
3.2.2.1  Priprava vzorcev kefirnih zrn za mikrobioloske analize

V sterilno plasti¢no vrec¢ko za gnetilnik smo zatehtali 10 g kefirnih zrn in nato dolili 90 g
raztopine natrijevega acetata (redéitev 10™). Vretko smo zaprli in jo gnetli 180 sekund.
Vrecko smo nato premesali in narahlo s prsti zmeckali vecja zrna. Vsebino smo ponovno
gnetli 180 sekund. Po gnetenju smo jo dali v inkubator na 30 °C za 15 min. Po inkubaciji
smo jo Se enkrat gnetli 180 sekund. Iz vrecke smo nato z avtomatsko pipeto z nastavkom s
Siroko odprtino odpipetirali 1 ml vzorca in ga prenesli v epruveto z 9 ml sterilne fizioloske
raztopine (redcitev 10'2). Epruveto smo premesali na vorteksu. Iz epruvete smo odpipetirali
1 ml v naslednjo epruveto z 9 ml fizioloske raztopine (redgitev 107%). Epruveto smo zopet
premesali na vorteksu. Postopek smo ponavljali, dokler nismo dobili redcCitve 10°. Ves
proces smo izvajali z asepti¢no tehniko ob gorilniku. Na gojis¢e smo nacepljali 100 pl
vzorca. Nacepljali smo red¢itve od 10 do 107 v dveh paralelkah. Po enakem postopku
smo na gojis¢e MRS in KDM nacepljali vzorce kefirnih zrn, ki smo jih vzdrzevali v

laboratoriju in vzorce kefirnih zrn, ki so jih vzdrzevali v mlekarni.
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Petrijeve plo$¢e z nacepljenimi vzorci na gojis¢u MRS smo prenesli v posodo za
anaerobno gojenje mikroorganizmov, dodali GENbox anaer, posodo hermeti¢no zaprli in
jo dali v inkubator za 3 dni na 30 °C.

Nacepljene petrijeve plosce z gojis¢em KDM smo inkubirali aerobno pri 23 °C, 4 dni.
3.2.2.2 Izdelava kefirja

S kefirnimi zrni smo izdelovali kefir. Zatehtali smo 30 g kefirnih zrn v ¢aSo in dolili 270 g
mleka (bio mleko, iz mlekarne Krepko). Caso smo pokrili z aluminijasto folijo in postavili
v toplo komoro za 24 ur pri 23 °C. Po 24 urah smo odcedili kefirna zrna in kefirju izmerili
pH ter SH. Kefir smo izdelovali z zrni, ki smo jih vzdrzevali v laboratoriju in zrni, ki smo
jih 1 krat na teden dobili iz mlekarne (zrna so vzdrzevali po ustaljenem postopku v
mlekarni). Zrna, ki smo jih vzdrzevali v laboratoriju smo po odcejanju oprali pod tekoco
vodo ter jih vrnili k ostalimi. Zrna iz mlekarne pa smo zavrgli. Ves postopek smo izvajali

pri asepti¢nih pogojih.
3.2.2.3  Priprava vzorcev kefirja za mikrobioloske analize

V 200 ml steklenice z plasticnim pokrovom smo zatehtali 10 g kefirja. Dodali smo 90 g
raztopine natrijevega citrata in premesali. Naredili smo redcCitve tako kot pri nacepljanju
kefirnih zrn. Red¢itve kefirja od 102 do 107 smo cepili na gojis¢e KDM in MRS v dveh
paralelkah. Inkubirali smo jih kot pri zrnih, MRS anaerobno 3 dni na 30 °C in KDM

aerobno pri 23 °C za 4 dni.

Po inkubaciji vzorcev smo presteli izrasle kolonije. Plos¢e so bile Stevne, ¢e je na njih
zraslo od 30 do 300 kolonij. Kolonije smo Steli s pomocjo elektronskega Stevca kolonijskih
enot (ESKO). Stevilo smo pomnozili z razredéitvijo posameznega vzorca in iz dveh
paralelk izra¢unali povpre¢no koncentracijo kultivabilnih celic (ke/g).

Stevilo kolonijskih enot (ke) v g kefirnih zrmn in kefirja smo izra¢unali po slede¢i formuli
(Jersek, 2013):

N = zC
(n, +01xn,)xR

(1)
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Legenda:

N....... Stevilo kolonijskih enot v vzorcu (ke/g),

> C.....vsota vseh kolonij na Stevnih ploscah,

Ni...... Stevilo plos¢ prve razredcitve,

Ny.......Stevilo plos¢ druge razredditve,

R........prva razredCitev vzorca, pri kateri smo presteli kolonije.

3.2.3 Merjenje pH vrednosti in SH izdelanega kefirja

Merjenje vrednosti pH smo izvajali s pH metrom (Mettler MP 220). Najprej smo umerili

pH meter s pufri po navodilih proizvajalca, nato pa smo ob meSanju vzorca merili pH.

Kislinsko stopnjo kefirja (SH) smo dolocali po Soxhlet-Henklovi metodi (Anonymous,
1963), ki oznacuje Stevilo porabljenih mililitrov raztopine natrijevega hidroksida ¢ (NaOH)
= 0,25 mol/l, potrebnih za nevtralizacijo 100 ml kefirja ob dodatku indikatorja
fenolftaleina. Za dolocanje kislinske stopnje kefirja v. SH smo uporabili Morresovo
modifikacijo, s ¢imer je miSljena uporaba decimolske raztopine natrijevega hidroksida c
(NaOH) = 0,1 mol/l za nevtralizacijo 100 ml kefirja. V erlenmajerico smo odpipetirali 20
ml kefirja in dodali 1 ml raztopine fenolftaleina. Vsebino smo titrirali z decimolsko
raztopino natrijevega hidroksida, dokler ni postal svetlo roznate barve, ki smo jo primerjali
s standardno barvo, pripravljeno v drugi erlenmajerici. Standardno barvo smo pripravili
tako, da smo v drugo erlenmajerico odpipetirali 20 ml istega vzorca kefirja in dodali 0,1 ml

raztopine kobaltovega sulfata.

Izracun

Kislinska stopnja,

(SH)=a-F-2 ...(2)
Kjer je:

a — Stevilo mililitrov decimolske raztopine natrijevega hidroksida, porabljenih za
nevtralizacijo 20 ml mleka;

F — faktor raztopine natrijevega hidroksida s koncentracijo c(NaOH) = 0,1 mol/I.
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3.2.4 Osamitev DNK za izvedbo reakcije PCR in analizo DGGE

Ker je tezko pridobiti kakovostno DNK direktno iz kefirnih zrn in ker je Stevilo celic
dolo¢enih laktobacilov lahko manjse od meje zaznave metode PCR — DGGE, ki je od 10’
do 10° ke/g (Vardjan in sod., 2013), smo uporabili kombinacijo nacepljanja vzorcev na

gojisca ter osamitev genomske DNK iz spirkov kolonij (konzorciji), izraslih na hranljivih

.....

Wizard Genomic DNA Purification Kit.
3.24.1  Postopek osamitve DNK bakterij iz spirkov kolonij, izraslih na gojis¢éu MRS

e Na kolonije smo odpipetirali 2 ml fizioloSke raztopine, z pipeto smo nezno
splakovali kolonije na gojis¢u, dokler nismo sprali vseh kolonij. Ce so bile
kolonije zelo ¢vrste, smo si pomagali s palckami za razmaz vzorca.

e Vzeli smo 1 ml vzorca (splaknjene kolonije z fiziolosko raztopino) in ga dali v
sterilne mikroepruvete. Suspenzije kolonij smo pripravili v laminarju pod
asepti€nimi pogoji.

e Pripravljene suspenzije kolonij smo nato centrifugirali 2 minuti pri 16000 g.

e Supernatant smo zavrgli, v usedlino pa dodali 600 ul 50 mM EDTA z
dodatkom 6 mg lizocima in 6 pul raztopine mutanolizina (2500 U/ml).

e Vzorce smo previdno premesali in inkubirali pri 37 °C za 90 minut, da so
encimi razgradili celiéno steno. V ¢asu inkubacije smo vzorce 1 — 2 krat
previdno premesali.

e Po inkubaciji smo vzorce ponovno centrifugirali 2 minuti pri 16000 g in po
centrifugiranju odstranili supernatant.

e Usedlini smo dodali 500 pl raztopine za liziranje celic (Nuclei Lysis Solution)
in vzorce nezno premesali s pipeto.

e Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 5 min pri 80 °C in jih nato ohladili na
sobno temperaturo.

e Dodali smo 200 ul raztopine za obarjanje proteinov (Protein Precipitation
Solution), dobro premesali na stresalniku (Vortex) in pustili 10 minut na ledu.

e Oborjene proteine smo odstranili s centrifugiranjem 3 minute pri 16000 g.
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3.24.2

Supernatant smo previdno odlili v novo mikroepruveto, v katero smo
predhodno dali 600 ul izopropanola in nezno premesali.

Mikroepruvete smo centrifugirali 2 minuti pri 16000 g in previdno odlili
supernatant. Usedlini smo dodali 600 pul 70 % etanola, premesali, centrifugirali
2 minuti pri 16000 g in zopet odlili supernatant.

Mikroepruvete smo pustili odprte pri 37 °C za 15 minut, da je izhlapel etanol in
nato dodali 100 pl rehidracijske raztopine (DNA Rehydration Solution) ter 3 pl
RNA-ze (RNase Solution).

Izolirano DNA smo pustili rehidrirati v hladilniku preko no¢i in jo nato shranili

v zamrzovalnik pri -20 °C.
Postopek osamitve DNK kvasovk iz spirkov kolonij, izraslih na gojis¢u KDM

Izolacija DNA iz kvasovk izraslih na gojis¢u KDM je potekala po postopku
opisanem v toCki 3.2.4.1, le da smo za razgradnjo celi¢ne stene namesto
lizocima in mutanolizina uporabili encim litikazo (v 600 ul 50 mM EDTA smo
dodali 7,5 ul raztopine litikaze (20 mg/ml)).

Usedlini smo namesto 500 ul dodali 300 ul raztopine za liziranje celic (Nuclei
Lysis Solution),

Vzorcev nismo inkubirali 5 min pri 80 °C ampak smo jim takoj dodali 100 pl
raztopine za precipitacijo proteinov (Protein Precipitation Solution) ter jih
hladili v zamrzovalni skrinji na ledu za 10 minut.

Nato je postopek potekal kot je opisano v tocki 3.2.4.1, le da smo uporabili
manjse koli¢ine reagentov in sicer: 300 pl izopropanola, 300 ul 70 % etanola,
50 ul rehidracijske raztopine (DNA Rehydration Solution) in 1,5 ul RNA-ze
(RNase Solution).
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3.25 PomnoZevanje DNK z reakcijo PCR

Princip same reakcije PCR je in vitro pomnozitev dela taréne DNK z DNK polimerazo v

cikli¢nem termostatu (Jersek, 2009).
3.25.1  Pomnozevanje DNK laktobacilov z reakcijo PCR

Bakterijsko DNK smo pomnozili z univerzalnima za¢etnima oligonukleotidoma HDA1 —
GC (5' - CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GG GGC ACG GGG GGA
CTC CTA CGG GAG GCA GCA GT - 3; GC c¢eljust je pod¢rtana) in HDA2 (5' - GTA
TTA CCG CGG CTG CTG GCAC - 3, ki zajemata regijo V2 - V3 16S rDNK (Walter in

sod., 2000). PCR pomnozevanje tarénega dela DNK smo izvedli v 200 pl

mikrocentrifugirkah v cikli¢nemu termostatu MyCycler™™ Thermal Cycler.

Za pomnozevanje tarénega dela bakterijske DNK, ki smo jo izolirali iz kolonij izraslih na
gojis¢u MRS je mesanica za PCR (50ul) vsebovala:

- 2 ulizolirane DNK,

- brezbarvni pufer GoTaq" Flexi (1 x),

- 2,5 mM MgCl,,

- 0,5 uM zacetnega oligonukleotida HDA1 — GC,

- 0,5 uM zacetnega oligonukleotida HDA?2,

- 0,2 mM dNTP,

- 0,025 U/ul GoTaq™ DNK polimeraze.

Program za pomnoZevanje je bil naslednji: zacetna denaturacija DNK pri 95 °C 3 minute,
sledilo je 40 ciklov sestavljenih iz 30 s denaturacije DNK pri 95 °C, 30 s prileganja
zacetnih oligonukleotidov pri 58 °C in 40 s podaljsevanja verige DNK pri 72 °C, zaklju¢no
podaljSevanje verige DNK pa je potekalo 5 minut pri 72 °C. Pomnozke PCR smo do
analize DGGE hranili pri temperaturi 4 °C.
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3.25.2  Pomnozevanje DNK kvasovk z reakcijo PCR

DNK kvasovk smo pomnozili z za¢etnima oligonukloetidoma NL1 (5" - CGC CCG CCG
CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCC ATA TCA ATA AGC GGA GGA AAAG-
3'; GC celjust je podértana) in LS2 (5' -ATT CCC AAA CAA CTC GAC TC - 3), ki
zajemata regijo D1 od 26S rRNK genov (Cocolin in sod., 2002).

Za pomnozevanje tarénega dela DNK kvasovk smo v 50 ul mesanice za PCR dodali:
- 2 ulizolirane DNK,
- brezbarvni pufra GoTaq" Flexi (1 x),
- 0,5 uM zacetnega oligonukleotida NL1,
- 0,5 uM zacetnega oligonukleotida LS2,
- 0,1 mM dNTP,
- 0,025 U/ul GoTag™ DNK polimeraze.

Program za pomnoZevanje je bil naslednji: po 3 minutni zacetni denaturaciji DNK pri 95
°C, je sledilo 30 ciklov sestavljenih iz 1 min denaturacije DNK pri 95 °C, 45 s prileganja
zacetnih oligonukleotidov pri 52 °C in 1 min podaljSevanja verige DNK pri 72 °C na
koncu pa je sledilo 5 min zaklju¢no podaljSevanje verige DNK pri 72 °C (Cocolin in sod.,

2002). Pomnozke PCR smo do analize DGGE hranili pri temperaturi 4 °C.

3.2.6 lzvedba analize DGGE

Pomnozke DNK laktobacilov in kvasovk, ki smo jih dobili v rekciji PCR, smo locevali z
analizo DGGE, ki smo jo izvedli s sistemom za DGGE (D GENE system). Pomnozke
DNK (25 pl) smo locevali na 8 % (vol/vol) poliakrilamidnem gelu (razmerje med
akrilamidom in bisakrilamidom je bilo 37:1) velikosti 16 cm x 16 cm x 1 mm v 1x pufru
TAE, z denaturacijskim gradientom od 30 % do 70 % za loCevanje pomnozkov z
zacetnima oligonukleotidoma HDA1-GC/HDA2 in 30 % do 60 % za lo¢evanje pomnozkov
z zaCetnima oligonukleotidoma NL1/LS2 (100 % ustreza 7 M urei in 40 % (vol/vol)
formamida). Na zacetek, sredino in konec gela smo nanesli oznacevalec, Ki je bil sestavljen
iz pomnozkov bakterijskih sevov B. animalis subsp. animalis LMG 10508, B. bifidum
LMG 11041, E. faecalis LMG 7937T, Lb. plantarum NCDO 1193, Lb. rhamnosus GG,
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Bacillus cereus IM 199 in Bacteroides thetaiotaomicron DSM 2079. Elektroforezo smo
izvajali 16 ur pri stalni napetosti 75 V pri 60 °C. Po koncani elektorforezi smo gele
obarvali v raztopini barvila SYBR® Safe DNA Gel Stain. Po barvanju smo gele sprali v
deionizirani vodi Mili Q in jih fotografirali s pomoc¢jo UV transiluminatorja ter analizirali z

programskim paketom BioNumerics.

DGGE analizo so opravili na Katedri za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo,
Oddelka za zootehniko, Biotehniske fakultete.

3.3 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Pri statisti¢ni analizi smo najprej preverili, ¢e so podatki normalno porazdeljeni. Izvedli
smo Shapiro — Wilkov (SW) test. Ce je bila po izradunu Psy vrednost SW testa vedja od
stopnje znacilnosti a = 0,01, smo sprejeli nicelno hipotezo, kar je pomenilo da so podatki
normalno porazdeljeni. Za statisticno analizo rezultatov Stevila laktobacilov in Stevila
kvasovk smo uporabili Studentov t-test. S programom Microsoft excel smo primerjali
Stevilo laktobacilov in kvasovk (v log (ke/g)) v gramu kefirnega zrna, vzdrzevanega v
mlekarni in v laboratoriju ter v gramu kefirja, narejenega s kefirnimi zrni, vzdrzevanimi v

mlekarni ali laboratoriju.
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4 REZULTATI

41  VELIKOST POPULACIJ LAKTOBACILOV IN KVASOVK V KEFIRNIH
ZRNIH

Rezultati spremljanja velikosti mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk v kefirnih
zrnih med 10-tedenskim vzdrzevanjem v mlekarni in laboratoriju so prikazani, skupaj z

osnovnimi statisticnimi podatki, v preglednici 5.

Z Shapiro — Wilkovim (SW) testom za normalno porazdelitev smo pri vseh vzorcih sprejeli

ni¢elno hipotezo, da so podatki normalno porazdeljeni (pri vseh vzorcih Psyw > o = 0,01).

Velikosti mikrobnih populacij v kefirnih zrnih, vzdrzevanih v mlekarni in laboratoriju smo
primerjali s studentovim t testom. Postavili smo nicelno hipotezo, da se povpre¢ni velikosti
mikrobnih populacij v kefirnem zrnu, vzdrzevanem v mlekarni in laboratoriju, statisti¢no
znacilno ne razlikujeta. Po izra¢unu p vrednosti s studentovim t testom smo pri primerjavi
vzorcev iz mlekarne in laboratorija sprejeli ni¢elno hipotezo, saj je bila p vrednost visja od

stopnje znacilnosti a = 0,05.
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Preglednica 5: Stevilo laktobacilov in kvasovk (v ke/g) v kefirnih zrnih vzdrzevanih v laboratoriju in

mlekarni.
KEFIRNA ZRNA
VZORCENIJE (teden) §t. laktobacilov (x 10° ke/g) §t. kvasovk (x 10° ke/g)
laboratorij mlekarna laboratorij mlekarna
1 258,7 344 45 162,5
2 400 156,5 159 262,5
3 228 154 137,5 98,5
4 195 273 138,5 137
5 265,3 320,8 237 2415
6 227 178 383 211
7 355,5 301,3 272 312
8 272,3 2325 249,5 375
9 217 272,8 159,5 220
10 267,5 311,3 163 213
MINIMUM 195 154 45 98,5
MAKSIMUM 400 344 383 375
POVPRECIJE 268,63 254,42 1944 223,3
STDEV 63,60 70,35 93,44 81,47
t TEST (vrednost p) 0,64 0,64 0,47 0,47
Psw 0,11 0,27 0,52 0,95

4.1.1 Stevilo laktobacilov v vzorcih kefirnih zrn, vzdrZevanih v laboratoriju in

mlekarni

Slika 3 predstavlja spreminjanje velikosti populacije laktobacilov v vzorcih kefirnih zrn

med 10-tedenskim vzdrzevanjem v laboratoriju in v mlekarni. S slike je razvidno, da je bila

velikost mikrobne populacije laktobacilov med vzdrzevanjem zelo konstantna, ne glede na

mesto vzdrzevanja, poleg tega pa se povprecni vrednosti Stevila laktobacilov v zrnu,

vzdrzevanem v laboratoriju (2,68 x 10" ke/g) in mlekarni (2,54 x 10’ ke/g) zelo malo

razlikujeta, kar je pokazala tudi statisticna analiza, s katero smo potrdili, da se velikosti

mikrobnih populacij laktobacilov v kefirnih zrnih, vzdrzevanih v mlekarni in laboratoriju

statisti¢no znacilno ne razlikujeta (p = 0,64).
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Slika 3:  Stevilo laktobacilov (v log (ke/g)) v vzorcih kefirnih zrn, vzdrzevanih v laboratoriju in

mlekarni.

V gramu kefirnih zrn, ki smo jih vzdrZevali v laboratoriju, se je Stevilo laktobacilov gibalo
od 7,29 log (ke/g) (vzorec $t. 4) do 7,6 log (ke/g) (vzorec §t. 2), v gramu kefirnih zrn,
vzdrzevanih v mlekarni pa od 7,18 log (ke/g) (vzorec §t. 3) do 7,54 log (ke/g) (vzorec st.
1). Posamezna manjSa odstopanja lahko delno pripiSemo nehomogenosti kefirnih zrn
oziroma vzoréenju in pripravi vzorca. Ce primerjamo $tevilo laktobacilov v kefirnih zrnih
laboratorija in mlekarne, se najbolj razlikuje pri prvih 3 vzorcenjih. Najvecja razlika je pri
vzor¢enju §t. 2, kjer je Stevilo laktobacilov v kefirnih zrnih vzdrZzevanih v laboratoriju,

vecje za 0,41 log (ke/g).

Slika 4 predstavlja izrasle kolonije laktobacilov kefirnih zrn vzorca $t. 4 iz mlekarne in

laboratorija na gojis¢u MRS, pri red¢itvi vzorca 10°.
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Slika 4:  Kolonije laktobacilov kefirnega zrna iz mlekarne (levo) in laboratorija (desno).

Izrasle kolonije laktobacilov na gojis¢u MRS so bile majhne, okrogle, svetlece in bez
barve. Morfolosko se kolonije laktobacilov, izrasle iz vzorcev kefirnih zrn vzdrzevanih v

mlekarni ali laboratoriju niso razlikovale.

4.1.2 Stevilo kvasovk v vzorcih kefirnih zrn, vzdrZevanih v laboratoriju in mlekarni

Slika 5 predstavlja gibanje populacije kvasovk v vzorcih kefirnih zrn med 10-tedenskim

vzdrzevanjem v laboratoriju in v mlekarni.
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Slika 5:  Stevilo kvasovk (v log (ke/g)) v vzorcih kefirnih zrn, vzdrzevanih v laboratoriju in

mlekarni.

Tudi stevilo kvasovk v kefirnih zrnih je bilo stabilno, ne glede na mesto vzdrzevanja,
vendar manj kot §tevilo laktobacilov. Stevilo kvasovk se je v kefirnih zrnih vzdrzevanih v
laboratoriju gibalo od 6,65 log (ke/g) (vzorec st. 1) do 7,58 log (ke/g) (vzorec §t. 6), v zrnih
vzdrzevanih v mlekarni pa od 6,99 log (ke/g) (vzorec st. 3) do 7,57 log (ke/g) (vzorec &t.
8), s povpre¢no vrednostjo 1,94 x 10" ke/g v zrnu vzdrzevanem v laboratoriju in 2,23 X 10’
ke/g v zrnu vzdrzevanem v mlekarni (Preglednica 5). S statisticno analizo smo potrdili, da
se povprecni velikosti mikrobnih populacij kvasovk v kefirnem zrnu, vzdrZevanem v

mlekarni in laboratoriju statisticno znacilno ne razlikujeta (p = 0,47).

Manj$a nihanja v Stevilu izraslih kolonij kvasovk so tudi v tem primeru lahko posledica
nehomogenosti zrn ali pa njihove priprave za nacepljanje na gojisca, saj je zrna zelo tezko
popolnoma homogenizirati, ne da bi pri tem prislo do poSkodb celic. Do najvecje razlike v
Stevilu kvasovk v gramu kefirnih zrn vzdrZevanih v laboratoriju in v mlekarni je prislo pri
prvem vzorcenju kjer je bilo Stevilo kvasovk v zrnih, vzdrzevanih v mlekarni, visje za 0,56
log (ke/g). Zanimivo je, da je bilo v zrnih vzdrZzevanih v mlekarni, v primerjavi z zrni
vzdrzevanimi v laboratoriju, nekoliko nizje povpre¢no Stevilo laktobacilov, povprecno

Stevilo kvasovk pa visje.
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Slika 6 predstavlja izrasle kolonije kvasovk kefirnih zrn vzorca §t. 1 iz mlekarne in

laboratorija na gojis¢éu KDM, pri redcitvi vzorca 10°,

Slika 6:  Kolonije kvasovk kefirnega zrna iz mlekarne (levo) in laboratorija (desno).

S slike 6 je razvidno da so bile izrasle kolonije kvasovk na gojis¢u KDM majhne, okrogle,
svetleCe, bez barve. Morfolosko se kolonije kvasovk, izrasle iz vzorcev kefirnih zrn
vzdrzevanih v mlekarni in laboratoriju niso razlikovale. Opazi pa se razlika v Stevilu
izraslih kolonij, ki je bilo v zrnih vzdrzevanih v mlekarni za 0,56 log ke/g visje kot v zrnih

vzdrzevanih v laboratoriju.

4.2  VELIKOST POPULACI LAKTOBACILOV IN KVASOVK V KEFIRJU

Velikost populacij laktobacilov in kvasovk smo spremljali tudi v kefirju, narejenem po
klasiénem postopku s kefirnimi zrni, vzdrzevanimi v laboratoriju oz. mlekarni. Stevilo
izraslih celic (v ke/g), najvecja, najmanjSa in povpre¢na vrednost, standardna deviacija,
izraGun Psw Shapiro — Wilkovega testa ter izraun studentovega t testa s programom
Microsoft excel, so prikazani v preglednici 6. Z Shapiro — Wilkovim (SW) testom za
normalno porazdelitev smo pri vseh vzorcih sprejeli ni¢elno hipotezo, ker je pri vseh
vzorcih Psw > o = 0,01, iz tega sledi, da so podatki normalno porazdeljeni. Velikosti

mikrobnih populacij v kefirju, narejenim s kefirnimi zrni, vzdrZzevanimi v mlekarni in
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laboratoriju, smo primerjali s studentovim t testom. Postavili smo nicelno hipotezo, da se
povprecni velikosti mikrobnih populacij v kefirju, narejenim s kefirnimi zrni vzdrzevanimi
v mlekarni in laboratoriju, statisti¢cno znacilno ne razlikujeta. Po izracunu p vrednosti s
studentovim t testom smo pri primerjavi vzorcev kefirja iz mlekarne in laboratorija sprejeli

nicelno hipotezo, saj je bila p vrednost visja od stopnje znacilnosti o = 0,05.

Preglednica 6: Stevilo laktobacilov in kvasovk (v ke/g) v kefirju, narejenim s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v

laboratoriju in mlekarni

KEFIR
VZORCENIJE (teden) | it. laktobacilov (x 10* ke/g) §t. kvasovk (x 10* ke/g)
laboratorij mlekarna laboratorij mlekarna
1 264,5 2775 1715 143,5
2 206,5 146 181 141,5
3 110,5 180 67,5 41,5
4 145 156 51,5 47
5 123 181,5 63,5 110,5
6 3325 390 49,5 201,5
7 320,3 268,3 77 114
8 314,8 264,5 36,5 146,5
9 112,5 72,5 47 104,5
10 267,5 311,3 126,5 283
MINIMUM 110,5 72,5 36,5 41,5
MAKSIMUM 332,5 390 181 283
POVPRECJE 219,71 224,76 87,15 133,35
STDEV 91,11 93,71 53,11 70,71
t TEST (vrednost p) 0,90 0,90 0,12 0,12
Psw 0,09 0,86 0,03 0,4

421 Stevilo laktobacilov v vzorcih kefirja, narejenega s Kkefirnimi zrni,

vzdrZevanimi v laboratoriju in mlekarni

Slika 7 predstavlja gibanje populacije laktobacilov v vzorcih kefirja, narejenega s kefirnimi

zrni, ki so bila vzdrZzevana v laboratoriju in v mlekarni.
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Slika 7: Stevilo laktobacilov (v log (ke/g)) v vzorcih kefirja, narejenega s kefirnimi zrni,

vzdrZzevanimi v laboratoriju in mlekarni.

Stevilo laktobacilov v vzorcih kefirja, narejenega s kefirnimi zrni, ki so bila vzdrzevana v
laboratoriju in mlekarni, je bilo med 10 tedenskim opazovanjem podobno stabilno, kot v
samih kefirnih zrnih. Nekoliko vec¢ja nihanja smo opazili pri kefirju, izdelanem z zrni iz
mlekarne. V kefirju, izdelanem s kefirnimi zrni iz laboratorija, se je Stevilo laktobacilov
gibalo od 1,1 x 10° ke/g (vzorec §t. 3) pa do 3,3 x 10° ke/g (vzorec §t. 6), v kefirju
izdelanem s kefirnimi zrni iz mlekarne pa od 0,7 x 10° ke/g (vzorec &t. 9) do 3,9 x 10° ke/g
(vzorec §t. 6). Tudi tukaj se povprecni velikosti mikrobnih populacij laktobacilov kefirja,
narejega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v mlekarni in laboratoriju, statisticno znacilno ne

razlikujeta (p = 0,9).

4.2.2 Stevilo kvasovk v vzorcih kefirja narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v

laboratoriju in mlekarni

Slika 8 predstavlja gibanje populacije kvasovk v vzorcih kefirja, narejenega s kefirnimi

zrni, ki so bila vzdrzevana v laboratoriju in v mlekarni.
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Slika 8: Stevilo kvasovk (v log (ke/g)) v vzorcih kefirja, narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi

v laboratoriju in mlekarni.

Stevilo kvasovk v vzorcih kefirja, narejenega s kefirnimi zrni, vzdrzevanimi v laboratoriju
in mlekarni, je bilo med 10 tedenskim opazovanjem nekoliko manj stabilno, pokazale pa so
se tudi nekoliko vecje razlike med kefirjem izdelanim iz zrna vzdrZzevanega v laboratoriju
in mlekarni, saj je bilo povpre¢no Stevilo kvasovk v kefirju izdelanem z zrnjem
vzdrzevanem v laboratoriju 0,9 x 10° ke/ml, z zrnjem vzdrzevanem v mlekarni pa 1,3 x 10°
ke/ml. Stevilo kvasovk v kefirju, izdelanem s kefirnimi zrni iz laboratorija se je gibalo od
5,56 log (ke/g) (vzorec $t. 8) pa do 6,26 log (ke/g) (vzorec st. 2), medtem ko se je Stevilo
kvasovk v vzorcih kefirja, izdelanem s kefirnimi zrni, vzdrzevanimi v mlekarni gibalo od
5,62 log (ke/g) (vzorec s$t. 3) pa do 6,45 log (ke/g) (vzorec $t. 10). S slike 8 vidimo, da je
Stevilo kvasovk kefirja, narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v mlekarni, od 4 vzorca
naprej visje kot pri kefirju narejenem iz kefirnih zrn vzdrzevanih v laboratoriju. Do
najvecje razlike v Stevilu kvasovk je prislo pri vzorcenju §t. 6, kjer je bilo Stevilo kvasovk v
kefirju iz kefirnih zrn vzdrzevanih v mlekarni vecje od Stevila kvasovk v kefirju iz kefirnih
zrn vzdrzevanih v laboratoriju za 0,61 log (ke/g). Povprecni velikosti mikrobnih populacij
kvasovk kefirja narejega s kefirnimi zrni vzdrZzevanimi v mlekarni in laboratoriju, se

statisti¢no znacilno ne razlikujeta (p = 0,12).
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43  ANALIZA SESTAVE POPULACH LAKTOBACILOV IN KVASOVK V
KEFIRNIH ZRNIH IN KEFIRJU Z METODO DGGE

4.3.1 Rezultati analize DGGE prevladujocih laktobacilov v Kkefirnih zrnih,

vzdrZevanih v laboratoriju in mlekarni

Analizirali smo DNK laktobacilov, ki smo jo osamili iz konzorcijev (spirkov) laktobacilov
desetih vzorcev kefirnih zrn, vzdrzevanih v laboratoriju oz. v mlekarni. Osamljeno DNK
smo pomnozili z za¢etnima oligonukleotidoma HDA1 — GC (5' - CGC CCG GGG CGC
GCC CCG GGC GGG GCG GG GGC ACG GGG GGA CTC CTA CGG GAG GCA
GCA GT - 3" GC c¢eljust je pod¢rtana) in HDA2 (5' - GTA TTA CCG CGG CTG CTG
GCAC - 3), ki zajemata regijo V2 - V3 16S rDNK in dobljene pomnozke lo¢ili s pomocjo
DGGE (Slika 9).

21 22 43 04 8 ZL9 ZL10 ZM1 ZM2 ZM3  ZM4
————nmi‘;ammr—n-m—n%ﬁsyﬂiﬁs?—e

it

Lactobacillus kefiranofaciens
subsp. kefiranofaciens

Lactobacillus kc{ﬁranqd’iem‘
subsp. kefirgranum ;

——  — S— A C— G| — — — s Sttt Pt Gt (it G — e —

[ Lucl(;hacillu.\'
kefiri

- - - - - - . —-‘-

A

_ Lactobacillus parakefiri

Slika 9: Profili DGGE prevladujoc¢ih laktobacilov v kefirnih zrnih, vzdrzevanih v laboratoriju
(ZL1 - ZL10) in mlekarni (ZM1 — ZM10) ter laktobacilov, predhodno osamljenih iz kefirnih zrn in
identificiranih (Lactobacillus kefiri ZMR 3, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens
19149, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum ZMP6, Lactobacillus parakefiri ZKP9);

M je molekularni oznacevalec.
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Kot je razvidno s slike 9 se profili DGGE prevladujocih laktobacilov v kefirnih zrnih, med
10-tedenskim vzdrzevanjem v laboratoriju (ZL1 — ZL10) oz. mlekarni (ZM1 — ZM10),
zelo malo spreminjajo. Iz analize prog posameznih profilov DGGE lahko zaklju¢imo, da
vzorci kefirnih zrn, ne glede na mesto vzdrzevanja, vsebujejo laktobacile wvrst
Lactobacillus kefiri in Lactobacillus parakefiri. Ker nam podana kombinacija
oligonukleotidov ne lo¢i podvrsti Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum in
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens je lahko prisotna ena, druga ali pa obe
podvrsti. Pri vseh DGGE profilih mikrobnih zdruzb laktobacilov je vidna proga, ki ne
ustreza nobeni progi referenénih sevov, pri vzorcih kefirnih zrn ZL 7 in ZL 8, vzdrzevanih
v laboratoriju, pa se na isti viSini pojavi $e ena proga, ki ne ustreza nobeni od prog
referencnih sevov. Rezultati kazejo, da je bila, poleg obicajno prevladujocih vrst
laktobacilov v kefirnem zrnu Lb. kefiri, Lb. parakefiri in Lb. kefiranofaciens, v
prevladujoci populaciji stalno prisotna vsaj Se ena vrsta, v vzorcih zrn vzdrZzevanih v

laboratoriju pa se ji prehodno, v dveh zaporednih vzorcih, prikljuci Se ena.

4.3.2 Rezultati analize DGGE prevladujoc¢ih kvasovk v Kkefirnih zrnih, vzdrZevanih

v laboratoriju in mlekarni

Analizirali smo DNK kvasovk, ki smo jo osamili iz konzorcijev (spirkov) kvasovk desetih
vzorcev kefirnih zrn, vzdrzevanih v laboratoriju 0z. v mlekarni. Osamljeno DNK kvasovk
smo pomnozili z za¢etnima oligonukloetidoma NL1 (5" - CGC CCG CCG CGC GCG
GCG GGC GGG GCG GGG GCC ATA TCA ATA AGC GGA GGA AAAG-3; GC
Celjust je podértana) in LS2 (5' -ATT CCC AAA CAA CTC GAC TC - 3'), ki zajemata
regijo D1 od 26S rRNK in dobljene pomnozke locili s pomo¢jo DGGE (Slika 10).
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Slika 10: Profili DGGE prevladujocih kvasovk v kefirnih zrnih vzdrzevanih v laboratoriju (ZLK1
— ZLK10) in mlekarni (ZMK1 — ZMK10) ter kvasovk, predhodno osamljenih iz kefirnih zrn in
identificiranin  (Saccharomyces cerevisie ZIM753, Kazachstania unispora ZIM797,
Rhodosporidium kratochvilovae ZK3MOJ, Kluyveromyces marxianus ZK+3, Torulaspora

delbrueckii ZIM765, Kazachstania exigua ZK3), M je molekularni oznacevalec.

Iz profilov DGGE (slika 10) je razvidno, da je sestava prevladujoce populacije kvasovk v
kefirnem zrnu iz laboratorija in mlekarne precej stabilna. Ne glede na mesto vzdrZzevanja,
so v kefirnem zrnu prevladovale kvasovke iz vrst Kazachstania exigua in Kluyveromyces
marxianus. Poleg prog, znacilnih za omenjeni vrsti, pa so vidne proge, ki ne ustrezajo

nobeni progi referen¢nih sevov.
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4.3.3 Rezultati analize DGGE prevladujoc¢ih laktobacilov v Kefirju, narejenem s

kefirnimi zrni, vzdrZevanimi v laboratoriju in v mlekarni

Analizirali smo DNK laktobacilov, ki smo jo osamili iz konzorcijev laktobacilov desetih
vzorcev kefirja, izdelanega s kefirnimi zrni, ki so bila vzdrzevana v laboratoriju oz. v
mlekarni. Osamljeno DNK smo pomnozili z zacetnima oligonukleotidoma HDA1 — GC (5'
- CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GG GGC ACG GGG GGA cTC
CTA CGG GAG GCA GCA GT - 3'; GC celjust je podértana) in HDA2 (5' - GTA TTA
CCG CGG CTG CTG GCAC - 3, ki zajemata regijo V2 - V3 16S rDNK in dobljene
pomnozke lo¢ili s pomoc¢jo DGGE (Slika 11).

KL KL2 1914€ K3 zpg KL4 K15 KLE KLT g K1 KL10, KMT KM2 KM3 KM4 KMS KME KMT KM KMy KMIO ZMPG DIR3
1 l“~!~p——-—-,——~—p—-——-mq——q—

Lactobacillus kefiranofaciens
subsp. kefirgranum
p lfgn

— ; .o -— [ —-— N

— ot Gt o et o T e : Gt St G — - —

Lactobacillus kefiranofaciens

subsp. kefiranofaciens s D et

-

Lactobacillus kefiri

Lactobacillus parakefiri

Slika 11: Profili DGGE prevladujo¢ih laktobacilov v kefirju, narejenemu s kefirnimi zrni
vzdrzevanimi v laboratoriju (KL1 — KL10) in mlekarni (KM1 — KM10) ter laktobacilov, predhodno
osamljenih iz kefirnih zrn in identificiranin (Lactobacillus kefiri ZMR3, Lactobacillus
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens 19149, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum
ZMPG6, Lactobacillus parakefiri ZKP9).
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Profili DGGE prevladujocih laktobacilov v kefirju so mnogo bolj raznovrstni, kot profili
DGGE prevladujocih laktobacilov v kefirnem zrnu, poleg tega pa tudi man;j stabilni. Poleg
prevladujoc¢ih laktobacilov v kefirnem zrnu, opazimo veliko prog, za katere ne vemo,
katere vrste predstavljajo. Od tipi¢nih predstavnikov laktobacilov kefirnega zrna so bili v
vzorcih KL1, KL4, KL5, KL6, KL7, KL8, KL9, KL10, KM2, KM3, KM4, KM5, KMB®,
KM7, KM8 in KM10 prisotni Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus kefiri in
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranu in/ali Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens. V vzorcih KL2 in KL3 je bil prisoten Lactobacillus kefiri, vzorec KM1 pa
je vseboval Lactobacillus parakefiri in Lactobacillus kefiri. V vzorcu KM9 ni bilo opaznih
prog, kar je najverjetneje napaka analize.

4.3.4 Rezultati analize DGGE za kvasovke iz kefirja, narejenega s kefirnimi zrni iz

laboratorija in mlekarne

Analizirali smo DNK kvasovk, ki smo jo osamili iz konzorcija kvasovk desetih vzorcev
kefirja, izdelanega s pomocjo kefirnih zrn, ki so bila vzdrzevana v laboratoriju oz. v
mlekarni. Osamljeno DNK kvasovk smo pomnozili z zacetnima oligonukloetidoma NL1
(5' - CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCC ATA TCA ATA
AGC GGA GGA AAAG-3'; GC ¢eljust je podé¢rtana) in LS2 (5' -ATT CCC AAA CAA
CTC GAC TC - 3", ki zajemata regijo D1 od 26S rRNK in dobljene pomnozke lo¢ili s
pomocjo DGGE (Slika 12).
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Slika 12: Profili DGGE prevladujocih kvasovk v kefirju narejenem s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v
laboratoriju (KLK1 — KLK10) in mlekarni (KMK1 — KMK10) ter kvasovk, predhodno osamljenih

iz kefirnih zrn in identificiranih (Kluyveromyces marxianus ZK+3, Kazachstania exigua ZK3).

Profili DGGE prevladujoc¢ih kvasovk v kefirju (slika 12) kazejo, da je med 10-tedenskim
vzdrzevanjem kefirnega zrna in izdelovanjem kefirja, sestava populacije kvasovk
stabilnejsa od populacije laktobacilov (slika 11). Tako kot v kefirnem zrnu (slika 10), ne
glede na mesto vzdrZevanja, tudi v kefirju prevladujeta vrsti Kluyveromyces marxianus in
Kazachstania exigua, razen pri vzorcih KLK4 in KMK1, kjer smo pri KLK4 identificirali
samo kvasovko Kazachstania exigua, pri vzorcu KMK1 pa samo Kluyveromyces

marxianus. Pri vecini vzorcev je slabse vidnih Se nekaj prog, ki jih nismo identificirali.
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44  FIZIKALNE LASTNOSTI KEFIRJA

441 Vrednosti pH Kefirja izdelanega s kefirnimi zrni, vzdrZevanimi v laboratoriju

in mlekarni

Slika 13 prikazuje nihanja vrednosti pH kefirja, ki smo ga izdelovali s kefirnimi zrni, med

10-tedenskim vzdrzevanjem v laboratoriju oz. mlekarni.

3,5 A

2 —e— laboratorij
1,5 —=— mlekarna

vrednost pH
N
(62}

§t. poskusa

Slika 13: Vrednosti pH kefirja izdelanega s kefirnimi zrni, vzdrzevanimi 10-tednov v mlekarni in

laboratoriju.

Kefir smo izdelovali vedno po istem postopku. V 270 g mleka smo dodali 30 g kefirnih
zrn, fermentacija pa je potekala 24 ur pri 23 °C. Po 24 urah smo kefirna zrna odstranili in
izmerili vrednost pH ter SH kefirja. Vrednosti pH kefirja narejenega s kefirnimi zrni,
vzdrzevanimi v laboratoriju, so se gibale od 3,74 (vzorec §t. 7) do 4,41 (vzorec §t. 2).
Vrednosti pH kefirja, ki smo ga naredili s kefirnimi zrni iz mlekarne, pa so se gibale od
3,89 (vzorca §t. 1 in 5) do 4,39 (vzorec §t. 2). S Shapiro — Wilkovim (SW) testom za
normalno porazdelitev smo pri vseh vzorcih sprejeli nic¢elno hipotezo, ker je pri vseh
vzorcih Psw > o = 0,01, iz tega sledi, da so podatki normalno porazdeljeni. Vrednosti pH
kefirja narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v mlekarni in laboratoriju smo primerjali s
studentovim t testom. Postavili smo nic¢elno hipotezo, da se povpre¢ne vrednosti pH kefirja

narejenega s kefirnimi zrni vzdrZzevanimi v mlekarni in laboratoriju, statisticno znacilno ne
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razlikujejo. Po izraCunu p vrednosti s studentovim t testom smo pri primerjavi vzorcev
kefirja iz mlekarne in laboratorija sprejeli nielno hipotezo saj je bila izraCunana p
vrednost vi$ja od stopnje znacilnosti (p = 0,91 > o = 0,05). Povprecni vrednosti pH kefirja
narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v mlekarni in laboratoriju se zato statisti¢no

znacilno ne razlikujeta, podatki in izracuni so podani v prilogi A.

4.4.2 Vrednosti SH Kefirja izdelanega s Kefirnimi zrni vzdrZevanimi v laboratoriju

in mlekarni

Slika 14 prikazuje dobljene vrednosti SH kefirja, ki smo ga izdelali s kefirnimi zrni,

vzdrzevanimi v laboratoriju oz. mlekarni.

60 -

50 A

40

30 A

vrednost SH

20 1 —— laboratorij

10 - —=—mlekarna

§t. poskusa

Slika 14: Vrednosti SH kefirja izdelanega s kefirnimi zrni, pridobljenimi iz mlekarne in

vzdrZevanimi v laboratoriju.

Vrednosti SH kefirja narejenega s kefirnimi zrni, vzdrZzevanimi v laboratoriju so se gibale
od 36,2 (vzorec §t. 4) do 56,1 (vzorec §t. 7), povprecna vrednost SH pa je bila 45,9.
Vrednosti SH kefirja narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v mlekarni so se gibale od
37,2 (vzorec st. 2) do 50,3 (vzorec §t. 5), povprecna vrednost SH pa je bila 44,6. Vrednosti
SH kefirja narejenega z kefirnimi zrni pridobljenimi iz mlekarne so bile do 5. vzor¢enja

visje od SH vrednosti kefirja narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v laboratoriju. Po 5
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vzorcu pa so bile vi§je vrednosti SH kefirja narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v
laboratoriju. S Shapiro — Wilkovim (SW) testom za normalno porazdelitev smo pri vseh
vzorcih sprejeli nicelno hipotezo, ker je pri vseh vzorcih Psyw > o = 0,01, iz tega sledi, da so
podatki normalno porazdeljeni. Vrednosti SH kefirja narejenega s kefirnimi zrni
vzdrzevanimi v mlekarni in laboratoriju, smo primerjali s studentovim t testom. Po
izracunu p vrednosti s studentovim t testom smo pri primerjavi vzorcev kefirja iz mlekarne
in laboratorija sprejeli ni¢elno hipotezo, saj je bila izracunana p vrednost visja od stopnje
znacilnosti (p = 0,62 > o = 0,05). Povpre¢ni vrednosti SH kefirja narejenega s kefirnimi
zrni vzdrzevanimi v mlekarni in laboratoriju se statisti¢no znacilno ne razlikujeta. Podatki

in izracuni so podani v prilogi A.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen diplomskega dela je bil preuciti velikost in stabilnost dveh pomembnih mikrobnih
populacij kefirnega zrna, laktobacilov in kvasovk. Ker nas je zanimalo, kako na velikost in
sestavo mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk vpliva okolje vzdrzevanja kefirnih
zrn, smo po enakem postopku, kot vzdrzujejo kefirna zrna v mlekarskem obratu,
vzporeden vzorec kefirnih zrn vzdrZevali v laboratoriju Katedre za mlekarstvo. Zrna v
laboratoriju smo vzdrzevali in precepljali v dobro kontroliranih laboratorijskih pogojih, ob
upostevanju dela v sterilnih pogojih. Kljub upostevanju dobre proizvodne prakse, je v
industrijskih pogojih pri precepljanju in vzdrzevanju velikih koli¢in kefirnih zrn vecje
tveganje, da pride do nihanj v temperaturi ali prehodne kontaminacije in s tem sprememb

v sestavi in velikosti mikrobnih populacij kefirnih zrn.

Po standardu (CODEX STAN, 2003) je kefir fermentirano mleko, izdelano s kefirnimi zrni
ali s startersko kulturo, pripravljeno s kefirnimi zrni, ki vsebuje vrsto Lactobacillus kefiri
in vrste rodov Leuconostoc, Lactococcus in Acetobacter. Kefirna zrna naj bi vsebovala tudi
laktozo-fermentirajoce kvasovke (Kluyveromyces marxianus) in laktozo-ne-fermentirajoce
kvasovke (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces
exiguus). Starterska kultura - kefirna zrna za izdelavo kefirja mora vsebovati najmanj 10’
ke vseh mikroorganizmov/g in najmanj 10* ke kvasovk/g. V poskusu smo spremljali
Stevilo laktobacilov in kvasovk, ne pa tudi drugih skupin bakterij. Velikost mikrobne
populacije laktobacilov v kefirnih zrnih, ki smo jih vzdrzevali v laboratoriju, se je gibala
od najmanj 1,95 x 10’ ke/g (vzorec §t. 4) do najved 4 x 107 ke/g (vzorec &t. 2), v kefirnih
zrnih vzdrZevanih v mlekarni pa od 1,54 x 107 ke/g (vzorec §t. 3) do 3,44 x 10" ke/g
(vzorec §t. 1). Med 10-tedenskim precepljanjem je Ze velikost mikrobne populacije
laktobacilov izpolnila pogoj standarda o najmanjSem Stevilu 10" ke wvseh
mikroorganizmov/g, ne glede na mesto vzdrzevanja kefirnih zrn. Velikost celotne
mikrobne populacije pa je bila Se nekoliko vecja, saj Rattray in O’Connell (2011) navajata,
da kefirno zrno vsebuje priblizno 65 — 80 % laktobacilov. Kefirno zrno je glede na

standard, ki predpisuje najmanj 10* ke kvasovk/g, vsebovalo znatno vigje $tevilo kvasovk.
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V zmih vzdrzevanih v mlekarni povpre¢no 2,2 x 107 ke/g in v zmih vzdrzevanih v
laboratoriju povpre¢no 1,9 x 107 ke/g. Stevilo laktobacilov v kefirju izdelanem s kefirnimi
zrni, vzdrzevanimi v laboratoriju ali mlekarni, ki se lahko uporabi kot mati¢na kultura za
izdelavo kefirja v industrijskih pogojih, se je gibalo od 0,72 x 10° ke/g (vzorec &t. 9 -
mlekarna) do 3,9 x 10° ke/g (vzorec §t. 6 - mlekarna). Rattray in O’Connell (2011) navajata
da je v kefirju prisotnih 5 — 10 % laktobacilov. Ce bi hoteli zadostiti standardom za
mati¢no kulturo bi moral vzorec §t. 9 (mlekarna) vsebovati 7,2 % ali manj odstotkov
laktobacilov, da bi bilo Stevilo skupnih mikroorganizmov ve&je od 10° ke skupnih
mikroorganizmov/g kefirja (mati¢ne kulture). Ce predpostavljamo, da je bilo v kefirju
(mati¢ni kulturi) prisotno 10 % laktobacilov, so vsi vzorci, ki so vsebovali veé kot 1 x 10°
ke laktobacilov/g kefirja vsebovali dovolj laktobacilov glede na standard. Vsi vzorci kefirja
so vsebovali tudi znatno vigje $tevilo kvasovk, kot jih dolo¢a standard (najmanj 10* ke/g),
saj je kefir, narejen z zrni, vzdrzevanimi v laboratoriju ali mlekarni vseboval povprecno 8,7
x 10° in 1,3 x 10° ke kvasovk na gram kefirja. Kefir, ki smo ga izdelovali v nasem
poskusu, bi lahko uporabili kot mati¢no kulturo za proizvodnjo kefirja, saj je ustrezal
zahtevam standarda. TakSno mati¢no kulturo uporabljajo predvsem za industrijsko
proizvodnjo kefirja, ki poteka v dveh stopnjah. Prva stopnja je priprava maticne kulture z
uporabo kefirnih zrn, druga pa vkljucuje primarno in sekundarno fermentacijo. To metodo
uporabljajo predvsem zato, ker lahko z manjSimi koli¢inami kefirnih zrn naredijo vecje

koli¢ine kefirja. Tak$na metoda izdelave kefirja pa tudi izboljSa okus kefirja.

Poleg velikosti mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk smo spremljali tudi njihovo
stabilnost. Simova in sod. (2002) navajajo, da je bila mikrobna populacija laktobacilov, ki
so jih je izolirali iz kefirja, narejenega s kefirnimi zrni Sestih populacij, zelo stabilna. Kefir
je vseboval 15 — 20 % laktobacilov. Prav tako navajajo, da je bila stabilna tudi populacija
kvasovk, ki so predstavljale 5 — 8 % celotne mikrobne populacije. Tudi v naSem poskusu
sta bili populaciji laktobacilov in kvasovk v kefirnem zrnu zelo stabilni, ne glede na mesto
vzdrzevanja kefirnega zrna. V kefirju pa je bila stabilna predvsem prevladujo¢a populacija
kvasovk, medtem ko smo pri populaciji laktobacilov opazili ve¢jo variabilnost. Z analizo
DGGE smo v kefirnih zrnih in kefirju, kot prevladujoce vrste laktobacilov in kvasovk
identificirali: Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens (subsp. kefirgranum in/ali
subsp. kefiranofaciens) in Lactobacillus parakefiri ter Kazachstania exigua in
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Kluyveromyces marxianus. Vrste laktobacilov in kvasovk, ki smo jih identificirali, so v
kefirnih zrnih dolo¢ili tudi drugi raziskovalci (Gao in sod., 2012; Simova in sod., 2002).
Lahko zaklju¢imo, da so identificirani laktobacili in kvasovke znacilni predstavniki

mikrobiote kefirnega zrna.

Primerjava velikosti in sestave mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk v kefirnem
zrnu med 10-tedenskim vzdrZzevanjem v mlekarni in laboratoriju je pokazala, da mesto
vzdrzevanja kefirnih zrn ni vplivalo niti na velikost niti na sestavo mikrobnih populacij. S
tem smo dodatno potrdili stabilnost mikrobne populacije kefirnega zrna, ki ni odvisna od
mesta vzdrZzevanja, ¢e ga vzdrzujemo pod kontroliranimi (enakimi) pogoji in ob

upostevanju dobre proizvodne prakse v industrijskih pogojih.

Ker je za izdelavo kefirja poleg sestave mikrobne populacije kefirnih zrn zelo pomembna
tudi aktivnost mikrobne zdruzbe, smo tedensko kefirna zrna uporabili tudi kot startersko
kulturo za fermentacijo mleka. Fermentacijo smo izvajali vedno pod enakimi pogoji, 24 ur
pri 23 °C in z enakim uteZnim deleZem kefirnih zrn. Po fermentaciji smo merili vrednosti
pH in SH nastalega kefirja, ki so se gibale od 3,74 do 4,41 (pH) in od 36,2 do 56,08 (SH).
Nizke vrednosti pH in visoke vrednosti SH kefirja so potrdile aktivnost mikrobne zdruzbe
kefirnega zrna. Kljub relativno stabilni populaciji laktobacilov in kvasovk v kefirnih zrnih
smo opazili vecjo variabilnost teh populacij v kefirju in velike razlike v vrednosti SH
vzorcev kefirja. Mozno je, da Ze majhne okoljske spremembe vplivajo na fermentacijsko
sposobnost kefirnih zrn in povzroc€ijo razli¢no izlo¢anje mikroorganizmov iz kefirnih zrn v
mleko. Razli¢ni avtorji navajajo, da se lahko s povecanim Stevilom kvasovk, ki za svojo
rast porabljajo mlecno kislino, kot npr. S. cerevisiae, vrednost pH zvisa kar stimulira
nadaljno rast mle¢nokislinskih bakterij (Cheirsilp in sod., 2003b; Rattray in O’Connell,
2011). Irigoyen in sod. (2005) navajajo, da je vrednost pH kefirja odvisna od zacetne
koncentracije dodanih kefirnih zrn. Kefir, ki so ga naredili z dodatkom 1 % kefirnih zrn je
imel vi§je vrednosti pH kot kefir, ki so ga naredili z dodatkom 5 % kefrinih zrn, kjer je
vrednost pH znaSala 4,5. Pri naSem poskusu smo dodali 10 % kefirnih zrn, povpre¢ne
vrednosti pH pa so bile nizje, kot pri zgoraj omenjenih raziskovalcih in so se gibale okoli
pH 4.
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Lopitz — Otsoa in sod. (2006) navajajo, da kvasovke in mlecnokislinske bakterije v
kefirnem zrnu zivijo v simbiozi, kjer se z metabolnimi produkti enih lahko poveca ali
inhibira rast drugih mikroorganizmov. Kvasovke proizvajajo vitamine, aminokisline in
ostale rastne faktorje za rast bakterij, medtem ko so metabolni produkti bakterij vir energije
za rast kvasovk. Kvasovke lahko s svojimi mehanizmi odstranijo vodikov peroksid, ki je
rastni inhibitor mle¢nokislinskih bakterij (Cheirsilp in sod., 2003b). Ce so pogoji
vzdrzevanja kefirnega zrna konstantni in ni moc¢nih zunanjih vplivov, ki bi porusili
simbiozo mikrobne populacije, je sestava mikrobne populacije ocitno zelo stabilna in
prepreCuje razrast ene skupine mikroorganizmov, pa tudi kontaminantov. Vecja
variabilnost sestave mikrobne populacije laktobacilov v kefirju, izdelanem s kefirnim
zrnom, ki jo je pokazala analiza PCR-DGGE, je najverjetneje posledica razlicnega
izloCanja posameznih vrst laktobacilov iz kefirnega zrna in njihove sposobnosti rasti v
mleku. Tako na izloCanje mikroorganizmov iz kefirnega zrna kot na fermentacijsko

sposobnost mikrobne zdruzbe pa lahko vplivajo tudi kemijsko-fizikalne lastnosti mleka.

Kefirno zrno je torej zelo stabilna simbiotska zdruzba mikroorganizmov, ki pa ne more
kljubovati ve¢jim okoljskim spremembam, se jim pa najveCkrat uspeSno prilagodi.
Dejavniki, ki najmocneje vplivajo na sestavo mikrobne populacije in jo pogosto
spreminjajo so: izvor zrna, vrsta in tip mleka ali drugega medija za kultivacijo,
temperaturno-casovni in tehnoloski parametri (hitrost meSanja, aeracija) kultivacije
(Zajsek, 2012). Vedno pa se v kefirnih zrnih pojavljajo znacilne vrste mikroorganizmov

(Witthuhn in sod., 2005b).

5.2  SKLEPI

Proucevali smo stabilnost populacije laktobacilov in kvasovk v kefirnem zrnu in kefirju ter
predvidevali, da bo pri vzdrzevanju kefirnih zrn v razlicnih okoljih priSlo do razlik v
velikosti in sestavi populacije laktobacilov in kvasovk ter posledicno do spremenjene
aktivnosti kefirnih zrn. Delovno hipotezo smo z raziskavo ovrgli, saj do razlik v stabilnosti

in sestavi laktobacilov in kvasovk v kefirnem zrnu ni prislo.
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Sklepi:

Velikosti mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk v kefirnih zrnih sta bili med
10-tedenskim vzdrzevanjem konstantni, ne glede na mesto vzdrzevanja (mlekarna,
laboratorij).

Velikosti mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk v kefirju narejenem s
kefirnimi zrni, sta bili med 10-tedenskim vzdrZevanjem konstantni, ne glede na
mesto vzdrzevanja kefirnih zrn (mlekarna, laboratorij).

Z merjenjem vrednosti pH in SH smo dokazali, da so kefirna zrna aktivna in imajo
sposobnost fermentacije.

Sestava mikrobiote laktobacilov kefirja narejenega s kefirnimi zrni je bila najbolj
variabilna. Najverjetneje je odvisna od razmerja mikrobnih populacij laktobacilov
in kvasovk, kemijsko-fizikalne lastnosti mleka, temperature in ¢asa fermentacije,
zaCetne koncentracije kefirnih zrn ter razlik v izloCanju posameznih wvrst
laktobacilov iz kefirnih zrn in njihove sposobnosti rasti v mleku..

Z analizo DGGE smo v kefirnih zrnih in kefirju kot prevladujoce vrste identificirali
laktobacile: Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens (subsp. kefirgranum
infali  subsp. kefiranofaciens) in Lactobacillus parakefiri ter kvasovke:
Kazachstania exigua in Kluyveromyces marxianus.

Primerjava velikosti in sestave mikrobnih populacij laktobacilov in kvasovk v
kefirnem zrnu med 10-tedenskim vzdrzevanjem v mlekarni in laboratoriju je
pokazala, da mesto vzdrzevanja kefirnih zrn ni vplivalo na njihovo velikost in

sestavo.



Vozel G. Stabilnost populacije laktobacilov in kvasovk v kefirnem zrnu in kefirju. 56

Dipl. delo Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2016

6 POVZETEK

Kefir je tradicionalni fermentirani mlecni napitek, ki izvira iz Kavkaza, Tibeta ali
Mongolije. Tradicionalno kefir izdelujejo s fermentacijo mleka s pomocjo kefirnih zrn.
Kefir je verjetno nastal nakljucno, kot vse fermentirane vrste mleka. Prebivalci na obmocju
Kavkaza so hranili sveze mleko v usnjenih vrecah, mleko je v vrecah fermentiralo in dobili
so mle¢ni napitek — kefir. Najprej so kefir izdelovali iz ov¢jega mleka, zdaj pa se v Evropi
kefir za komercialne namene proizvaja predvsem iz kravjega mleka. Kefir, ki je narejen s
pomocjo kefirnih zrn, ima svojevrstno aromo in okus. Za zagotavljanje kakovostnega
kefirja pa so potrebna kefirna zra. Ker je kefimo zrmo kompleksna zdruzba
mikroorganizmov, smo pri¢akovali, da bo v tej zdruzbi med 10-tedenskim vzdrzevanjem v
dveh razli¢nih okoljih, mlekarni in laboratoriju, prislo do sprememb v Stevilu oziroma

sestavi populacije laktobacilov in kvasovk.

V diplomskem delu smo ugotavljali velikost in stabilnost zdruzbe laktobacilov in kvasovk
v kefirnih zrnih in kefirju narejenim s pomocjo kefirnih zrn. Za ugotavljanje velikosti
populacije laktobacilov in kvasovk v kefirnih zrnih in kefirju smo uporabili klasi¢ne
mikrobiolo§ke metode, za preucevanje stabilnosti mikrobnih zdruzb pa metodo PCR
DGGE.

Na petrijeve ploS¢e z razlitim ohlajenim gojis¢em MRS in KDM smo nacepljali
homogenizate vzorcev kefirnih zrn in kefirja. Po inkubaciji smo presteli izrasle kolonije na
plos¢ah, kjer je bilo od 30 do 300 kolonij. Stevilo laktobacilov iz vzorcev kefirnih zrn, ki
smo jih vzdrzevali v laboratoriju, se je gibalo od 1,9 x 10" ke/g do 4,0 x 10" ke/g. Stevilo
laktobacilov v vzorcih kefirnih zrn, ki so jih vzdrzevali v mlekarni pa se je gibalo od 1,5 x
10" ke/g do 3,4 x 10" ke/g. Ko smo statisticno primerjali §tevilo laktobacilov v vzorcih
kefirnih zrn vzdrZzevanih v laboratoriju in mlekarni, smo ob izracunu studentovega t — testa
potrdili, da se povpre¢ni velikosti mikrobnih populacij statisticno znacilno ne razlikujeta.
Prav tako se statisticno znacilno ni razlikovalo povpre¢no Stevilo kvasovk v vzorcih

kefirnih zrn vzdrZevanih v laboratoriju in mlekarni. Stevilo kvasovk se je gibalo
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od 4,5 x 10° ke/g do 3,8 x 10’ ke/g v kefirnih zrnih vzdrzevanih v laboratoriju in od 9,8 x
10° ke/g do 3,7 x 10" ke/g v kefirnih zrnih vzdrzevanih v mlekarni.

Pri dolocanju Stevila laktobacilov in kvasovk v kefirju narejenemu s kefirnimi zrni, smo ob
izraCunu studentovega t — testa potrdili, da se povprecni velikosti mikrobnih populacij
laktobacilov vzorcev iz laboratorija in mlekarne statisti¢no znagilno ne razlikujeta. Stevilo
laktobacilov v kefirju narejenem s kefirnimi zrni, vzdrzevanimi v laboratoriju se je gibalo
od 1,1 x 10° ke/g do 3,3 x 10° ke/g in v mlekarni od 7,2 x 10° ke/g do 3,9 x 10° ke/g.
Stevilo kvasovk v laboratoriju pa od 3,6 x 10° ke/g do 1,8 x 10° ke/g in v mlekarni od
4,1 x10° kelg do 2,8 x 10° ke/g. Povpretni velikosti mikrobnih populacij kvasovk v
vzorcih kefirja, narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v laboratoriju in mlekarni se nista

statisti¢éno znadilno razlikovali.

Z metodo PCR DGGE smo v kefirnih zrnih iz laboratorija in mlekarne identificirali
laktobacile: Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens (subsp. kefirgranum in/ali
subsp. kefiranofaciens) in Lactobacillus parakefiri. Prav tako smo z metodo PCR DGGE v
kefirnih zrnih laboratorija in mlekarne identificirali kvasovke Kazachstania exigua in
Kluyveromyces marxianus. V kefirju narejenem iz kefirnih zrn laboratorija in mlekarne
smo v prevladujo¢i populaciji dolocili enake vrste laktobacilov in kvasovk kot v kefirnih

zrnih.

Pri 10 tedenskem opazovanju vzorcev kefirnih zrn vzdrZevanih v laboratoriju in mlekarni,
ter kefirju narejenim s kefirnimi zrni kot startersko kulturo, smo ugotovili, da sta populaciji
laktobacilov in kvasovk zelo stabilni. Prav tako je bila precej stabilna sestava prevladujoce
mikrobne populacije laktobacilov in kvasovk v kefirnih zrnih. Do najvecje variabilnosti
mikrobne populacije je priSlo pri sestavi mikrobne populacije laktobacilov v kefirju

narejenim s kefirnimi zrni iz laboratorija in mlekarne.
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PRILOGE

Priloga A: Vrednosti pH in SH kefirja narejenega s kefirnimi zrni vzdrzevanimi v laboratoriju

in mlekarni, s prikazano osnovno statistiko rezultatov

Vrednosti pH Vrednosti SH
vzorec §t. laboratorij mlekarna laboratorij mlekarna
1 4,29 3,89 38,03 44,89
2 4,41 4,39 36,28 37,16
3 3,94 3,9 44,32 46,48
4 4,36 3,95 36,2 46,32
5 4,08 3,89 42,2 50,32
6 3,8 4 53,68 43,56
7 3,74 4 56,08 44,56
8 3,96 3,98 50,92 49,46
9 3,84 4,14 53 42,04
10 3,91 4,09 49 41,24
povprecje 4,03 4,02 45,97 44 6
standardni odklon 0,24 0,15 7,56 3,9
Shapiro Wilkov test Py 0,28 0,032 0,32 0,92
studentov t test (vrednost p) 0,91 0,62




