Fermentacija kozjeg, pirovog i sojinog mlijeka s
dodatkom vanilije nacijepljenih kefirnim zrncima

Kovacina, Antonela

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:234885

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:234885
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:96
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:96
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:96

Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Biotehnologija

Antonela Kovacina

6674/BT

FERMENTACIJA KOZJEG, PIROVOG | SOJINOG MLIJEKA
S DODATKOM VANILIJE NACIJEPLJENIH KEFIRNIM
ZRNCIMA

ZAVRSNI RAD

Modul: Biotehnologija 2

Mentor: Izv. prof. dr. sc. Sunc¢ica Beluhan

Zagreb, 2016.



Ovaj rad izraden je u Laboratoriju za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i
tehnologiju slada i piva, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod

struénim vodstvom izv. prof. dr. sc. Suncice Beluhan.



DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Zavrs$ni rad

SveuciliSte u Zagrebu

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Biotehnologija

Zavod za biokemijsko inZenjerstvo

Laboratorij za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju slada
i piva

FERMENTACIJA KOZJEG, PIROVOG | SOJINOG MLIJEKA S DODATKOM
VANILIJE NACIJEPLJENIH KEFIRNIM ZRNCIMA
Antonela Kovadina, 6674/BT

Sazetak: Kefir je jedinstveni mlije¢ni proizvod dobiven fermentacijom laktoze do mlije¢ne
kiseline i alkohola. Proizvodi se zahvaljuju¢i mikrobnoj aktivnosti kefirnih zrnaca, koja imaju
relativno stabilan i na specifican nac¢in ujednacen udjel bakterija i kvasaca. Kefir predstavlja
kompleksnu i snaznu simbiozu vise od 30 mikroorganizama, koji tvore nakupinu sli¢nu cvatu
cvjetace 1 povezani su u polisaharidni matriks naziva kefiran. Sastav kefira razli¢it je ovisno o
¢imbenicima kao §to su tip mlijeka 1 mikrobioloski sastav radne kulture (kefirna zrnca ili
komercijalno dostupna starter kultura). Cilj ovog rada bio je odrediti u¢inkovitost kefirnih
zrnaca kao inokuluma za pripravu kefira od razli¢itih tipova mlijeka (kozjeg, pirovog i sojinog
s dodatkom vanilije). Uzorci mlijeka su inokulirani s 5 % kefirnih zrnaca i prirodno fermentirani
na sobnoj temperaturi tijekom 14 dana uzgoja. Promjene pH vrijednosti bile su u korelaciji s
metaboliCkim aktivnostima bakterija i kvasaca. Uocen je linearni odnos prinosa biomase
kefirnih zrnaca i povecanja koncentracije mlijecne, glukonske i octene kiseline tijekom
fermentacije. Pirovo i sojino mlijeko s dodatkom vanilije mogu posluziti kao hranjiva podloga
za proizvodnju napitaka sli¢nih kefiru proizvedenom na kozjem mlijeku.

Kljuéne rijeci: kefir, kefirna zrnca, fermentacija, mlijecni napitak, nastajanje organskih
kiselina

Rad sadrzi: 29 stranica, 13 slika, 4 tablice, 42 literaturna navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloSkog fakulteta, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: lzv. prof. dr. sc. Suncica Beluhan

Rad predan: lipanj 2016.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Final work

University of Zagreb

Faculty of Food Technology and Biotechnology

Undergraduate studies Biotechnology

Department of Biochemical engineering

Laboratory for Biochemical Engineering, Industrial Microbiology, Malting and Brewing
Technology

FERMENTATION OF GOAT, SPELT AND SOY MILK WITH VANILLA
INOCULATED WITH KEFIR GRAINS
Antonela Kovacdina, 6674/BT

Abstract: Kefir is a unique cultured dairy product due to combined lactic acid and alcoholic
fermentation of lactose in milk. Kefir is produced by microbial activity of kefir grains, which
have a relatively stable and specific balance of lactic acid bacteria and yeast. It is a complex
and powerful symbiosis of more than 30 microorganisms that form a cluster or cauliflower-like
structure held together in a polysaccharide matrix named kefiran. The composition of kefir
varies according to factors such as milk type and the microbiological composition of culture
types (kefir grain or commercial starter culture). The aim of the present study was to evaluate
the use of kefir grains as inoculum for the preparation of different milk types (goat, spelt and
soy milk with vanilla) kefir. Milk samples were inoculated with 5 % kefir grains and fermented
naturally at room temperature over a period up to 14 days. Changes in pH were correlated to
the symbiotic metabolic activities of bacteria and yeasts. The yield of kefir grain biomass
increased with fermentation time resulting in linear increment of lactic, gluconic and acetic acid
formation. Spelt milk and soy milk with vanilla may serve as culture medium for the production
of kefir-like beverages similar to goat kefir.

Keywords: Kefir, Kefir grains, Fermentation, Milk beverage, Organic acids formation
Thesis contains: 29 pages, 13 figures, 4 tables, 42 references

Original in: Croatian

Final work in printed and electronic (pdf) version is deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: Suncica Beluhan, PhD, Associate Professor

Final work delivered: June 2016



SADRZAJ

L UVOD ettt e e ar e e e aa e e anaeeanes 1
2. TEORIISKI DIO ...ttt et bbbt 2
2.1, POFJEKIO KETITA ..ottt nne e 2
2.2. Sastav kefirnih zrnaca i mikrobne populacije.........c.cccvvvveiieiiiie i, 2
2.3. Proizvodnja KETIFa.......cccueiuiiieii ettt nne e 8
2.4. Kemijski i nutritivni sastav Kefira .........cccoceiiiiiiiic e 11
3. MATERIJALI I METODE RADA ...ttt 13
3.1. Priprava kulture Kefirnih Zrnaca ...........ccceci i 13
3.2. Uporabljene vrste NAPItAKE ..........cociiiiiiieieieeie e 13
3.2.1. Kemijski sastav uporabljenih vrsta napitaka............cccceoeieiininincniniseeee, 13
I I B oY.A= 1] T Lo BRSSO 13
KT | OSSPSR 14
3.2.1.3. S0ja S OKUSOM VANTHJE ..ot 14

3.2.2. Nutritivni sastav uporabljenih vrsta napitaka............c.ccccooevveveiieiicie e 14

3.3, PrIPrava UZOFAKA .........ccviiiieieiic ittt te et e e ra e ans 14
3.4. Odredivanje prinosa biomase kefirnih zrnaca i mase kefira............cccocoveveveiiervennnne 15
3.4.1. Odredivanje prinosa biomase Kefirnin zrnaca...........c.ccooeveveiinencieneiecee, 15
3.4.2. Odredivanje prin0osa Mase Kefira...........covriviiiiiiiiiieiieee e 15

3.5. Odredivanje pH vrijednosti KEfira ... 16
3.6. Odredivanje koncentracije mlije¢ne kiseline u kefirU...........ccccoveiniiiniiiiie, 16
3.7. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline u Kefiru .........cccoocvevviiiiiniiinieeee, 16
3.8. Odredivanje koncentracije octene kiseline u Kefiru ........cccccocvevviiiiiiiiii i, 17
A REZULTAT oottt bbb b e r e e e s 18
5. RASPRAVA .ottt bttt bbb e s 23
6. ZAKLJIUCKCT ...t 25

T LITERATURA L e 26



1. UVOD



Kefir je fermentirani mlije¢ni proizvod koji svoje izvoriste ima na podrucju Kavkaza,
Tibeta i Mongolije, gdje se pripravlja ve¢ stolje¢ima. Stanovnici Kavkaza su, Cuvajuci svjeze
mlijeko u koznim vrec¢ama, otkrili da je ono nakon nekog vremena postalo pjenusavo (lrigoyen
i sur., 2003). U tim zemljama kefir se i dalje tradicionalno proizvodi od ov¢jeg, dok se u Europi
komercijalna proizvodnja kefira temelji na kravljem mlijeku (Wéjtowski i sur., 2003).

Brojne su koristi od konzumiranja kefira, a istrazivanja su pokazala da ima antibakterijsko
(Zacconi i sur., 1995), imunolosko (Furukawa i sur., 1990), antitumorno (Furukawa i sur., 1991)
i hipokolesterolno djelovanje (Tamai i sur., 1996).

Tradicionalno se kefir proizvodi fermentacijom dodanih kefirnih zrnaca u mlijeko
sisavaca, a najceS¢a su kravlje, kozje 1 ovc¢je, pri ¢emu se dobiva kefir s razliitim
organolepti¢kim i nutritivnim svojstvima. Kefirna zrnca su zdruzena kultura bakterija mlijecne
kiseline i kvasaca, sitne strukture (promjera 0,3 do 3,5 cm), nejednolikog oblika i bijelo-zute
boje, a izgledom podsjecaju na cvat cvjetace. Kefirna zrnca mogu previrati i mlijeka, odnosno
napitke biljnog podrijetla kao $to su sojino, rizino i kokosovo mlijeko (Kesenkas i sur., 2013)
te druge slatke tekuéine, ukljuéujuéi voéni sok, kokosovu vodu ili sok od dumbira (Oner i sur.,
2010). Takve fermentacije mogu rezultirati smanjenim prinosom biomase kefirnih zrnaca jer je
istrazivanjima dokazano da je laktoza nuzna za sintezu kefirana (Farnworth, 2005).

Kefir je, uz jogurt, mlijeko, razlicite vrste sira te druge mlije¢ne proizvode, znac¢ajan izvor
proteina za vegetarijance, a mogu ga konzumirati i ljudi koji imaju razvijenu netoleranciju na
laktozu (Hertzler i sur., 2003). Takoder, kefir kao proizvod sadrzi probiotike, posljednja dva
desetlje¢a prepoznate kao ,,dobre bakterije, koje imaju pozitivan u¢inak na razlicite bolesti
probavnog sustava, primjerice sindrom iritabilnog debelog crijeva i Chronovu bolest te pomazu
kod razli¢itih gljivicnih infekcija (Marteau i sur., 2001; Zubillaga i sur., 2001). Kada se kefir
pripravlja s mlijekom ili napitkom biljnoga podrijetla, a ne Zivotinjskog, mogu ga konzumirati
i vegani.

U ovom radu su tijekom 14 dana fermentacije kefira s kefirnim zrncima u kozjem,
pirovom te sojinom mlijeku s dodatkom vanilije praceni sljedeci parametri:

- utjecaj vrste mlijeka na prinos biomase kefirnih zrnaca
- utjecaj vrste mlijeka na prinos mase i teksturu kefira
- promjena pH vrijednosti kefira tijekom fermentacije

- promjena koncentracija mlije¢ne, glukonske i octene kiseline tijekom fermentacije



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Porijeklo kefira

Kefir je blago kiselo fermentirano, pjenusavo mlijeko porijeklom s Kavkaza, koje sadrzi
malu koli¢inu alkohola. Ono po ¢emu se kefir razlikuje od klasi¢nog fermentiranog mlijeka,
najcesce jogurta, jest to Sto nastaje samo pomocu kefirnih zrnaca, koja predstavljaju zdruzenu
kulturu kvasaca i bakterija (Marquina i sur., 2002). Povijesno gledano, kefirna zrnca smatrala
su se Alahovim darom Muslimanima sa sjevera kavkaskih planina. Rije¢ kefir potjece od turske
rijeci ,.keif*, $to se moze prevesti kao ,,0sjecaj uzitka nakon konzumiranja napitka®. Kefirna
zrnca prenosena su s generacije na generaciju medu kavkaskim plemenima, smatrajuci se
izvorom obiteljskog bogatstva. Danas se tradicionalni, autenti¢ni kefir jednostavno priprema
diljem svijeta nacjepljivanjem kefirnih zrnaca u svjeze ili pasterizirano mlijeko (Roberts i
Yarunin, 2000).

Za kefir se od samog pocetka 18. stoljeca smatralo da ima iscjeljujuca svojstva. S obzirom
na porijeklo i nacin na koji je prenoSen s generacije na generaciju, znanstvena zajednica
podcjenjivala je njegove blagotvorne osobine. Iako su brojna istrazivanja dokazala prednosti
kefira, nedostatak standardnih protokola za klinicka ispitivanja otezavao je interpretaciju
rezultata. Takoder, proizvodnja kefira koriste¢i kefirna zrnca u velikim koli¢inama u industriji
nije standardizirana, zbog ¢ega je problemati¢no proizvesti velike koli¢ine s ujednacenim
karakteristikama. Usprkos tomu, na trZistu su komercijalno dostupni razliciti kefirni proizvodi

(Roberts i Yarunin, 2000).

2.2. Sastav kefirnih zrnaca i mikrobne populacije

Kefir je fermentirani mlije¢ni napitak s jedinstvenom kremastom konzistencijom i blago
kiselim okusom. Mlije¢na fermentacija odvija se pomocu kefirnih zrnaca, malom nakupinom
mikroorganizama povezanih u cjelinu pomocu polisaharidnog matriksa, nazvanog kefiran.
Zrnca su meka, zelatinozna, bijela bioloSka masa sastavljena od proteina, lipida i topljivog
polisaharida — kompleksa kefirana, koji okruzuje kvasac i bakterije u kefirnim zrncima (Slika
1).



Slika 1. Kefirna zrnca; crni pravokutnik je ekvivalentan 1 cm (Lopitz-Osoa i sur., 2006)

Kefiran je glukogalaktan topljiv u vodi kojeg proizvodi Lactobacillus kefiranofaciens.
Ova bakterija ima sposobnost proizvodnje kefirana u razli¢itim uvjetima, a uzgajana je na
hranjivoj podlozi koja je sadrzavala hidrolizat rize ili PYG10 kemijski definiranoj podlozi
(Maeda i sur., 2004). IstraZivanja su pokazala da je brzina stani¢nog rasta i proizvodnje kefirana
veca kada Lactobacillus kefiranofaciens raste u mjesovitoj kulturi sa Saccharomyces cerevisiae
(Cheirsilp i sur., 2003) te u uvjetima kulture uspostavljenima oponaSajuci aktivnost stanica
kvasca (Taniguchi i Tanaka, 2004), ¢ime je ukazano na vaznost simbioze izmedu bakterija i
kvasca u kefiru.

Kako su neki autori opisali (Neve i Heller, 2002), mikrobna populacija je ¢vrsto povezana
na vanjskoj strani zrnaca, dok unutarnji dio nije tako kompaktan. U mikrobnoj populaciji
dominiraju stanice kvasca oblika limuna ili dugih filamenata koje rastu isprepletene s kuglastim
(koki) i kratkim ili dugim Stapicastim bakterijama (laktobacili). Uoceno je da se koki nalaze

prvenstveno na povrsini, dok su laktobacili ve¢inom pronadeni izmedu stanica kvasca (Slika

2).



Slika 2. SEM fotografija mikrobne populacije kefirnih zrnaca. A: 30x; B: 1100x; C: 1800x;
D: 3600x; E: 4800x; F: 8600x (Lopitz-Osoa i sur., 2006)

Sirok raspon razli¢itih vrsta mikroorganizama, ukljuéujuéi kvasce i bakterije, izoliran je
i identificiran u kefirnim zrncima — laktobacili, streptokoki, Acetobacter i kvasci. Kvasci i
bakterije povezani su simbiotski, §to znaci da preZivljavaju ili se razmnoZavaju medusobnim

koriStenjem proizvoda vlastitih metabolizama kao izvora energije ili stimulatora rasta (Slika 3).

Slika 3. SEM fotografije na kojima su prikazani razli¢iti rodovi kvasaca (A) te koka, bacila i
laktobacila (B) (Lopitz-Osoa i sur., 2006)



Neki mikroorganizmi izolirani iz kefira dobili su naziv upravo po njemu, npr.

Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum, Lactobacillus

parakefir i Candida kefyr. Otkrivene su i nove vrste, kao §to je Saccharomyces turicensis

(Wyder 1 sur., 1999). Taksonomska nomenklatura raznih vrsta kvasca i1 bakterija klju¢nih za

proizvodnju kefira, mijenjala se tijekom vremena zbog unaprjedivanja metoda koje se

primjenjuju u taksonomskoj klasifikaciji. Takoder, cjelovito poznavanje zivotnih ciklusa

kvasaca (telemorfne i anamorfne faze) u nekim od ovih mikroorganizama rezultiralo je

uporabom razli¢ite nomenklature za njihovu klasifikaciju. Tako su razli¢iti autori u kefirnim

zrncima identificirali brojne vrste kvasaca i bakterija, a njihova nomenklatura prikazana je u

Tablicama 1i 2.

Tablica 1. Mikrobna populacija kefira iz razli¢itih nac¢ina uzgoja (Wyder, 1998)

Nova nomenklatura?

Prijasnja nomenklatura

Dekkera anomala (t) / Brettanomyces anomalus (a)
Torulaspora delbrueckii (t)

Candida friedrichii

Candida humilis

Saccharomyces exiguus

Candida inconspicua

Kluyveromyces marxianus (t) / Candida kefyr (a)
Pichia fermentans (t) / Candida firmetaria (a)
Issatchenkia orientalis (t) / Candida knisei (a)
Candida maris

Cryptococcus humicolus

Debaryomyces hansenii (t) / Candida famata (a)
Debaryomyces (Schwanniomyces) occidentalis
Galactomyces geotrichum (t) / Geotrichum candidum (a)
Kluyveromyces lactis var. lactis

Kluyveromyces lodderae

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces pastorianus

Saccharomyces unisporus

Yarrowia lipolytica (t) / Candida lipolytica (a)
Zygosaccharomyces rouxii

Saccharomyces turicensis sp. nov

Saccharomyces delbrueckii; Candida colliculosa

Torulopsis holmii; Candida holmii

Kluyveromyces marxianus var. marxianus

Candida lambica

Kluyveromyces lactis; Kluyveromyces marxianus

var. lactis

Saccharomyces carlsbergensis




Tablica 2. Mikrobna populacija kefira iz razli¢itih na¢ina uzgoja (Farnworth, 2005)

Nova nomenklatura? Prijasnja nomenklatura

Laktobacili

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei subsp. casei Lactobacillus casei

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus kefiri

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum Lactobacillus kefirgranum
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis Lactobacillus lactis

Lactobacillus parakefiri
Lactobacillus plantarum
Ostale bakterije
Lactococcus lactis subsp. cremoris Lactococcus cremoris; Streptococcus cremoris
Lactococcus lactis subsp. lactis Lactococcus lactis; Streptococcus lactis
Streptococcus thermophilus
Enterococcus durans
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Acetobacter aceti

& Garrity i sur. (2004); (t): telemorf, (a): anamorf

Prema Halléu 1 suradnicima (1994), najcesce prisutni laktobacili u kefirnim zrncima su
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus plantarum i Lactobacillus kefiranofaciens. Navedeni
mikroorganizmi predstavljaju 20 % od ukupnih laktobacila u kona¢nom fermentiranom
napitku, dok preostalih 80 % c¢ine Lactobacillus kefiri. Prevladavaju¢i kvasci u kefirnim
zrncima i napitku su vrste Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces unisporus, Candida kefyr
i Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus. Prema Wyderu (1998), 23 vrste kvasaca mogu
se izolirati iz kefira, no najcesce izolirane vrste bile su Kluyveromyces marxianus, Candida

kefyr i Saccharomyces cerevisiae. U relativno nedavnom istrazivanju (Kwon i sur., 2003), jo§

6



jednom je vecina izoliranih mikroorganizama iz kefira identificirana kao kvasci i mlijecne
bakterije, pri cemu su kvasac Candida kefyr i bakterija Lactococcus lactis ¢inili 90 % mikrobne
populacije.

Iz dostupnih podataka moze se zakljuciti da sastav mikrobne populacije u kefiru varira
ovisno o izvoru kefirne starter kulture, iako su pojedine vrste uvijek prisutne. O¢ito je da do
znacajnih promjena sastava rodova i vrsta mikroorganizama i njihove ukupne zastupljenosti,
dolazi ovisno o porijeklu mlijeka, ali i periodu uzgoja kefirnih zrnaca. Nadalje, mikrobna
populacija iz istih uzoraka kefirnih zrnaca moze varirati ovisno o sezoni ili uvjetima uzgoja.

Karakteristike bilo kojeg spontano fermentiranog mlijecnog proizvoda posljedica su
metabolizma Siroke palete mikroorganizama (Narvhus i sur., 2003). Kefir, kao fermentirani
mlijecni proizvod, predstavlja kompleksne reakcije izmedu kvasaca i mlijecnih bakterija, koje
mogu utjecati na karakteristike 1 kakvocu kona¢nog proizvoda. Aktivnost pojedinih
mikroorganizama i nacin na koji doprinose ravnotezi simbioze, jo§ uvijek nije potpuno
proucena. Narvhus i suradnici (2003) proveli su istrazivanje o mogu¢im interakcijama do kojih
dolazi izmedu kvasaca i bakterija u spontano fermentiranom mlijeku. Zakljuc¢ak je bio da se, s
obzirom da je kefir fermentirano mlijeko, njegovi proizvodi smatraju prvenstveno proizvodima
mlijecne fermentacije dobivenima pomocu bakterija mlije¢ne kiseline (BMK). BMK naglo
snizavaju pH nakupljanjem laktata dokle god proces nije inhibiran 1 proizvode se sastojci od
kojih potjeCe okus kefira (acetaldehid, itd.), zajedno s aromama fermentiranog mlijeka.
Prisutnost kvasaca je, u proizvodima kao Sto je kefir, presudna radi osiguravanja potrebnih
karakteristika procesa proizvodnje ugljicnog dioksida i etanola. Interakcija izmedu kvasaca 1
bakterija mlije¢ne kiseline moze rezultirati stimulacijom ili inhibicijom rasta jednog ili oba roda
u ovakvoj mjeSovitoj kulturi. Ovi organizmi mogu se nadmetati za potrebna hranjiva ili mogu
svojim proizvodima metabolizma inhibirati ili stimulirati medusobni rast. Rast kvasaca u
mlijeku i njihova uloga u sastojcima mlijeka jo$ uvijek nisu u potpunosti objasnjeni. Vrlo malo
izoliranih vrsta kvasaca iz kefira pozitivno je na laktozu, ali ve¢ina sojeva ima mogucénost
iskoriStenja galaktoze, laktata ili citrata. Kada BMK koriste laktozu, pretpostavlja se da se
metaboliziraju oba dijela monosaharida, ali zabiljeZen je porast galaktoze u fermentiranom
mlijeku. To znaci da kvasci koji mogu asimilirati galaktozu, ali ne i ostale komponente mlijeka
ili laktat, mogu rasti zajedno s BMK koje galaktozu proizvode. Neke vrste kvasaca takoder
imaju proteoliticke ili lipoliticke enzime 1 mogu metabolizirati kljune spojeve potrebne za
stani¢ni rast. Kvasci mogu promijeniti svoj metabolizam ovisno o koncentraciji ugljikohidrata
I dostupnog kisika, a najbolji primjer je kvasac Saccharomyces cerevisiae. Kluyveromyces

marxianus metabolizira laktozu, a kao proizvodi nastaju glukoza, galaktoza i etanol. Ostale
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vrste imaju proteoliticku 1 lipoliticku aktivnost, zbog kojih se tijekom rasta povecava
koncentracija slobodnih aminokiselina i masnih kiselina, a najvecu takvu aktivnost je pokazala
Yarrowia lipolytica. Kvasci mogu proizvesti vitamine koji pospjesuju rast BMK. Brojni kvasci
izolirani iz fermentiranih mlije¢nih proizvoda mogu asimilirati laktat, a kvasac koji je pozitivan
na laktat i BMK u mjeSovitoj kulturi u mlijeku, moze uzrokovati neznatan porast pH vrijednosti.
To omogucuje daljnji rast i proizvodnju laktoze pomocu BMK, §to dovodi do povecane
proizvodnje laktata koja moze inicirati metabolicki ciklus. Takoder, kada kvasci i laktobacili

rastu zajedno, primijecen je porast u proizvodnji ketirana (Cheirsilp 1 sur., 2003).

2.3. Proizvodnja kefira

Postoji nekoliko metoda za proizvodnju kefira. Uz uobicajene tradicionalne i industrijske
postupke, znanstvenici svakodnevno primjenjuju moderne tehnike kako bi proizveli kefir s
istim svojstvima koje ima tradicionalni. Kefir se moze proizvesti od bilo koje vrste mlijeka
zivotinjskog ili biljnog porijekla: kravljeg, kozjeg, ov¢jeg, kokosovog, rizinog ili sojinog.
Nadalje, osim razli¢itih izvora mlijeka, ona mogu biti pasterizirana, nepasterizirana,
punomasna, obrana i potpuno bez masnoce.

Za ,tradicionalni* na¢in proizvodnje kefira koristi se sirovo nepasterizirano, pasterizirano
ili UHT mlijeko (tretirano visokom temperaturom). Mlijeko se ulijeva u €istu, pogodnu posudu
te se inokulira s 2 — 10 % kefirnih zrnaca (obi¢no 5 %) te se takva suspenzija ostavlja stajati na
sobnoj temperaturi otprilike 24 sata. Nakon toga se kefir procijedi kroz cjedilo kako bi se
kefirna zrnca izdvojila iz tekuéeg dijela. Ovako fermentirano mlijeko spremno je za
konzumaciju i moze se ¢uvati u hladnjaku nekoliko dana, a ocijedena zrnca ponovno se stavljaju
u svjeze mlijeko. Proces se jednostavno ponavlja te se moze ponavljati vise puta, s obzirom da
su kefirna zrnca Zzivi, slozeni ekosustav koji se moze Cuvati i razmnozavati dokle god ima
hranjivog supstrata (Altay i sur., 2013). Tijekom viSekratnog nacjepljivanja kefirnih zrnaca u

svjeze mlijeko, zrncima se povecava volumen, odnosno uocljiv je porast biomase (Slika 4).



Drink

Vanille

Slika 4. Proizvodnja kefira. Kefirna zrnca (1) dodana su u mlijeko (2) i ostavljena radi
fermentacije na sobnoj temperaturi tijekom 18 — 24 h (3), nakon ¢ega su filtrirana (4) i
spremna za novi ciklus fermentacije. Fermentirano mlijeko koje je rezultat koraka (4)

spremno je za konzumaciju

U industrijskoj se proizvodnji kefira mogu koristiti razne metode, koje se uglavnom
temelje na istoj metodi kao i u proizvodnji tradicionalnog kefira. Prvi korak je homogenizacija
mlijeka do 8 % suhe tvari i termicka obrada pri 90 — 95 °C tijekom 5 — 10 minuta. Nakon toga
se mlijeko hladi na 18 — 24 °C i inokulira s 2 — 8 % kefirne kulture (bakterijske starter kulture)
u spremnicima, ¢emu slijedi fermentacija u trajanju od 18 do 24 sata. Koagulirani dio odvaja
se pumpama i prebacuje u boce. Nakon dozrijevanja pri 12 — 14 °C, odnosno 3 — 10 °C tijekom
24 sata, kefir se skladisti na 4 °C (Koroleva, 1988). Pojedina istrazivanja (Maeda i sur., 2004)
pokazala su da tradicionalna kefirna zrnca ne mogu biti koriStena kao starter kulture u industriji.
Mikrobna populacija kefirnih zrnaca je u simbiotskoj ravnotezi, ali vrste i kvantitativna
struktura razlic¢itih grupa mikroorganizama znac¢ajno se mijenjaju tijekom procesa proizvodnje.
Zbog slozenosti mikrobnih odnosa u kefirnoj strukturi, utjecaj mikroorganizama na medusobne
metabolizme moze dovesti do razli¢itih profila organolepti¢ki vaznih sastojaka u

fermentiranom mlijeku. Industrijski proces proizvodnje kefira je prikazan na Slici 5.



sirovo mlijeko
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dozrijevanje, 12 — 14 °C/3 - 10 °C, 24 h

J

pohranjivanje, 4 °C
Slika 5. Industrijski postupak proizvodnje kefira (Otles i Cagindi, 2003)

U odredenim uvjetima, koriste¢i mjeSavinu ograni¢enog broja reprezentativnih
mikroorganizama (laktobacili, koki i kvasci) izoliranih iz kefirnih zrnaca, postignute su
osnovne fizikalno-kemijske i senzorske karakteristike tradicionalnog kefira. U jednom
istrazivanju (Assadi i sur., 2000), koristenjem razli¢itih omjera starter kultura kefirnih zrnaca
(BMK, kvasci 1 bakterije octene kiseline) za proizvodnju kefira, postignuta je 1 zeljena kvaliteta
(boja, miris, okus, kiselost, pjenuSavost i viskozitet) proizvoda. Usporedbom rezultata s onima
iz prethodnih istrazivanja, utvrdeno je da kefir proizveden pomocu kefirnih zrnaca ima

pozeljnije karakteristike nego kefir za ¢iju proizvodnju su koristene starter kulture.
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2.4. Kemijski i nutritivni sastav kefira

Sastav kefira je varijabilan i nije u potpunosti definiran, a ovisi o izvoru i udjelu masti u
mlijeku, mikrobnom sastavu kefirnih zrnaca i tehnoloskom postupku njegove proizvodnje
(Zubillaga i sur., 2001). Glavni spojevi koji nastaju tijekom fermentacije su mlijecna kiselina,
CO:2 i alkohol. Aromati¢ni sastojci diacetil 1 acetaldehid takoder su prisutni u kefiru, a pH
vrijednost proizvoda je od 4,2 do 4,6 (Odet, 1995). Kemijski sastav i nutritivna vrijednost kefira
prikazana je u Tablici 3.

Osim Sto sadrzi probioticke bakterije, kefir je izvor vitamina, minerala i esencijalnih
aminokiselina koji pomazu u odrzavanju tijela zdravim. Bogat je vitaminima B skupine te
vitaminom C, kalcijem i magnezijem, a takoder je i izvor biotina, folne i pantotenske kiseline.
Kefir sadrzi esencijalne aminokiseline koje tijelo, nakon konzumacije, vrlo lako apsorbira.
Triptofan je jedna od aminokiselina iz kefira za koju je poznato da ima relaksiraju¢i uc¢inak na
ziv€ani sustav, zajedno s kalcijem i magnezijem, takoder prisutnima u kefiru. Ovaj napitak je
dobar izvor fosfora, koji je drugi najvazniji mineral u naSem tijelu, a pomaze pri apsorpciji
ugljikohidrata, masti i proteina za staniéni rast, odrzavanje i energiju (Saloff-Coste, 1996).

Kefir je dobra namirnica za osobe netolerantne na laktozu, odnosno one koje nemaju
sposobnost probavljanja vecih koli¢ina laktoze, glavnog Secera u mlijeku. Tijekom
fermentacije, udjel laktoze u kefiru se smanjuje, a povecava se udjel f-galaktozidaze (Otles i
Cagindi, 2003).
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Tablica 3. Kemijski sastav i nutritivna vrijednost kefira (Otles i Cagindi, 2003)

Sastojak 100 g | Sastojak 100 g
Energetska vrijednost 65 kcal | Minerali (g)
masti (%) 3,5 kalcij 0,12
proteini (%) 3,3 | fosfor 0,10
laktoza (%) 4,0 | magnezij 12,0
voda (%) 87,5 | kalij 0,15
natrij 0,05
mlijecna kiselina (g) 1,0 | klorid 0,10
etanol (Q) 0,9
kolesterol (mg) 13,0 | Elementi u tragovima
zeljezo (mg) 0,05
Esencijalne aminokiseline (Q) bakar (1.g) 12,0
triptofan 0,05 | molibden (pg) 55
fenilalanin + tirozin 0,35 | mangan (ung) 5,0
leucin 0,34 | cink (mg) 0,36
izoleucin 0,21
treonin 0,17 | Aromatski sastojci
metionin + cistein 0,12 | acetaldehid
lizin 0,27 | diacetil
valin 0,22 | acetoin
Vitamini (mg)
A 0,06
karoten 0,02
B1 0,04
B2 0,17
Bs 0,05
B2 0,5
niacin 0,09
C 1,0
D 0,08
E 0,11
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Priprava kulture kefirnih zrnaca

Starter kultura kefirnih zrnaca pripravljena je zajedno s ,,majéinskom hranjivom
podlogom® u kravljem mlijeku. Aktivacija kefirnih zrnaca provedena je pri 28 °C u termostatu.
20 g kefirnih zrnaca dodano je u 100 mL steriliziranog kravljeg mlijeka, a nakon 24 sata uzgoja
zrnca su isprana sterilnom destiliranom vodom i ponovno nacijepljena u 100 mL sterilnog

mlijeka. Ovaj je postupak proveden tri puta prije nacjepljivanja u razli¢ite vrste biljnih napitaka.

Slika 6. Mati¢na kultura kefirnih zrnaca nakon 5 dana uzgoja u kravljem mlijeku

(2.5 % m.m.)

3.2. Uporabljene vrste napitaka

Uzgojena kefirna zrnca nacijepljena su na 3 vrste napitaka:
- kozje mlijeko — 'z bregov, Vindija, Varazdin, Hrvatska
- pir —dmBio, dm-drogerie markt GmbH + Co. KG., Karlshruhe, Njemacka
- soja s okusom vanilije — dmBio, dm-drogerie markt GmbH + Co. KG., Karlshruhe,

Njemacka

3.2.1. Kemijski sastav uporabljenih vrsta napitaka

3.2.1.1. Kozje mlijeko

Sastojci: kozje mlijeko s 2,8 % mlije¢ne masti, stabilizator E339.
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3.2.1.2. Pir

Sastojci: voda, pir punog zrna (11 %), ulje suncokreta, morska kuhinjska sol.

3.2.1.3. Soja s okusom vanilije
Sastojci: voda, soja (7 %), djelomi¢no rafinirani Seer Secerne trske, ekstrakt burbon vanilije,

morska sol.

3.2.2. Nutritivni sastav uporabljenih vrsta napitaka

Nutritivni sastav uporabljenih vrsta napitaka prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Nutritivni sastav napitaka uporabljenih u istrazivanju (100 mL)

Sastojak Kozje Pir Soja s vanilijom
ugljikohidrati 459 6,29 6,89
od toga Seceri 4549 5749 5849
masti 2,80 159 1,79
od toga zasicene 19¢ 0,29 0,49

od toga mononezasicene - - -

od toga polinezasic¢ene - - -

proteini 2,89 0,8¢g 2949
kalcij 120 mg - -

vlakna - 0,449 029
sol 01g 0,13 g 0,11¢g

3.3. Priprava uzoraka

Tri vrste napitaka (500 mL) nacijepljeno je s 12,5 g svjeze uzgojene kulture kefirnih
zrnaca (5 % tez/vol) i inkubirano pri 28 °C u termostatu tijekom 14 dana. Svaka tri dana uzorci
su procijedeni kroz cjedilo s plasticnom mrezicom, a kefirna zrnca precijepljena u svjezih 500

mL mlijeka. Kontrolni uzorci bila su mlijeka uporabljena u istrazivanju.
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3.4. Odredivanje prinosa biomase Kkefirnih zrnaca i mase kefira

Masa kefira zajedno s biomasom kefirnih zrnaca mjerena je svaki dan vaganjem
Erlenmeyer tikvice (prije i nakon dodavanja 500 mL napitka) u kojem je proveden uzgoj

kefirnih zrnaca, odnosno kefira.

3.4.1. Odredivanje prinosa biomase kefirnih zrnaca

Prinos biomase kefirnih zrnaca (Yk;) odreden je mjerenjem mase kefirnih zrnaca tijekom
uzgoja (svaka 24 h). Kefirna zrnca su procijedena iz kefira, isprana sterilnom destiliranom
vodom i osusena pomocu filtar papira. Nakon toga je biomasa izvagana i dobiveni rezultati

uvrsteni su U sljede¢u jednadzbu:

Ykz (%) = [(Xn+1 — Xn) / Xn] - 100
gdje je:
Yk = prinos biomase kefirnih zrnaca (g)

Xn+1 = masa biomase nakon 24 h uzgoja ()

Xn = pocetna masa biomase (inokulum) (g)

3.4.2. Odredivanje prinosa mase kefira
Prinos mase (Ymk) kefira izraCunat je prema jednadzbi:
Ymk (%) = [(Mt—mo) / mk] - 100
gdje je:
Ymk = prinos mase kefira (g)

mx = masa kefira nakon 24 h uzgoja (g)

Mo = pocetna masa napitaka (g)
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3.5. Odredivanje pH vrijednosti kefira

Prije, tijekom i na kraju uzgoja kefirima je odredivana pH vrijednost pomoc¢u pH-metra
Hanna Industrials model HI 98103.

3.6. Odredivanje koncentracije mlije¢ne kiseline u kefiru

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka kefira i dodano je nekoliko
kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave
ljubicaste boje. Svaki mL 0,1 M NaOH ekvivalentan je 90,08 mg mlijecne kiseline. Masena

koncentracija mlijecne kiseline (mg/mL) izracunata je prema jednadzbi:

v (CHsCH(OH)COOH) = (V(NaOH) - M(NaOH) - 90,08) / V(uzorka)

gdje je:
V(NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M)

V(uzorka) = volumen uzorka (mL)

3.7. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline u kefiru

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka kefira i dodano nekoliko
kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave
ljubicaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (mg/mL) izraCunata je prema

jednadzbi:

v (CeH1207) = (V(NaOH) - M(NaOH) - 1,97) / V(uzorka)

gdje je:
V(NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M)

V(uzorka) = volumen uzorka (mL)
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3.8. Odredivanje koncentracije octene Kiseline u kefiru

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka kefira, 20 mL vode i dodano
nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M NaOH do
prve pojave ljubicaste boje. Masena koncentracija octene kiseline (mg/mL) izracunata je prema

jednadzbi:

vY(CH3COOH) = V(NaOH) - f(NaOH) -V(uzorka) - 6,7
gdje je:
V(NaOH) = utroSeni volumen 0,1 M NaOH (mL)

f(NaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000)

V(uzorka) = volumen uzorka (mL)
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4. REZULTATI



Tijekom posljednjeg desetljeCa povecana je popularnost kefira kao funkcionalnog
fermentiranog mlije¢nog proizvoda, s obzirom na njegove pozitivne ucinke na zdravlje (Guzel-
Seydim 1 sur., 2011). Kefir je osvjezavajuci, prirodno pjenusavi mlije¢ni proizvod, blago
kiselog i okusa po kvascu te kremaste konzistencije (Powell i sur., 2007). Tradicionalno se
dobiva fermentacijom mlijeka pomocu zdruZene kulture bakterija i kvasaca. U ovom je radu
ispitivan uzgoj kefirnih zrnaca u tri razlicite vrste mlijeka: kozjem, Zivotinjskog porijekla i dvije
vrste biljnih mlijeka — pirovom i sojinom s dodatkom vanilije.

Tijekom 14 dana fermentacije masa biomase kefirnih zrnaca mijenjala se ovisno o vrsti
mlijeka (Slika 7). Kao $to je vidljivo na Slici 8, najveci je prinos biomase izmjeren uzgojem u
kozjem, zatim u sojinom s dodatkom vanilije, a pirovo mlijeko bilo je najmanje pogodno za
uzgoj i prinos biomase kefirnih zrnaca.

Najveci prinos mase kefira uocen je i izmjeren u uzorcima sojinog mlijeka s vanilijom
(Slika 9), dok je najujednacenija masa kefira dobivena fermentacijom kozjeg mlijeka, uz

izrazito ujednacenu teksturu kefira.
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Slika 7. Masa biomase kefirnih zrnaca tijekom 14 dana uzgoja u razli¢itim vrstama mlijeka
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Slika 8. Prinos biomase kefirnih zrnaca tijekom 14 dana uzgoja u razli¢itim vrstama mlijeka

700.00

600.00

500.00

=

© 400.00

S ® kozje

v

© M pir

© 300.00 P

€ M soja + vanilija
200.00
100.00

0.00

2 4 6 8 10 12 14
vrijeme (dani)

Slika 9. Prinos mase kefira tijekom 14 dana uzgoja u razli¢itim vrstama mlijeka

19



Nakon inokuliranja kefirnih zrnaca u mlijeko ili napitak, zapocinje fermentacija, pri cemu
dolazi do sinteze organskih kiselina, a samim time i snizavanja pH vrijednosti kefira (Slika 10).
U ovom su radu odredivane promjene koncentracija mlije¢ne, glukonske i octene kiseline

tijekom 14 dana proizvodnje kefira (Slike 11, 12 i 13).
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Slika 10. Promjena pH vrijednosti kefira tijekom 14 dana uzgoja u razli¢itim vrstama mlijeka

Kao §to je 1 ocekivano, kako se pH vrijednost uzoraka smanjivala, tako je rasla
koncentracija mlije¢ne, glukonske i octene kiseline (Slike 11, 12 i 13). U svim ispitivanim
uzorcima uocena je najveca koncentracija mlije¢ne kiseline (Slika 11), dok je koncentracija
glukonske kiseline bile zamjetno niza, no vidljiva je linija porasta tijekom fermentacije (Slika
12). Koncentracija octene kiseline u uzorcima kozjeg mlijeka i pira tijekom fermentacije se
znacajno smanjivala, za razliku od sojinog mlijeka s dodatkom vanilije, gdje se, u prvih 6 dana

povecavala, a nakon toga ustalila (Slika 13).
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Slika 11. Promjena koncentracije mlije¢ne kiseline u kefiru tijekom 14 dana uzgoja u

razli¢itim vrstama mlijeka
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Slika 12. Promjena koncentracije glukonske kiseline u kefiru tijekom 14 dana uzgoja u

razli¢itim vrstama mlijeka
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Slika 13. Promjena koncentracije octene kiseline u kefiru tijekom 14 dana uzgoja u razli¢itim

vrstama mlijeka
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5. RASPRAVA



Kefir je specifi¢ni mlije¢ni proizvod te pripada skupini fermentiranih mlijeka u kojima je
laktoza tijekom fermentacije hidrolizirana simultanim djelovanjem zdruzene kulture bakterija i
kvasaca u kefirnim zrncima. Mlije¢na kiselina je glavni metabolit, ali zbog kvaséeve aktivnosti
kefir sadrzi znacajan udjel CO2 te, ovisno o starter kulturi, razlicite udjele alkohola. Kao rezultat
rasta mikroorganizama, tijekom fermentacije sintetiziraju se i druge organske kiseline,
bioaktivni peptidi, egzopolisaharidi i bakteriocini koji imaju probioti¢ki ucinak na ljudsko
zdravlje (Lopitz-Otsoa i sur., 2006; Hong i sur., 2010).

U ovom radu ispitivan je uzgoj kefirnih zrnaca u tri razlic¢ite vrste mlijeka: kozjem,
zivotinjskog porijekla i dvije vrste biljnih mlijeka — pirovom i sojinom s dodatkom vanilije. Do
sada je, osim u mlijeku zivotinjskog podrijetla, zabiljeZeno samo jedno istrazivanje U Sojinom
mlijeku (Oner i sur., 2003), no nikad u mlijeku od pira. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem
pokazali su da je podjednaki prinos biomase postignut uzgojem u kozjem (58 %) i sojinom
(57,5 %), dok je nesto manji prinos postignut u pirovom mlijeku (32,7 %) (Slika 9).

Sastav kefira nije uvijek isti i do sada jo$ nije u potpunosti obja$njen. Kemijska,
organoleptic¢ka i teksturna svojstva kefira ovise o porijeklu i izvoristu kultura kefirnih zrnaca
koje se koriste u fermentaciji, sastavu i porijeklu mlijeka ili napitaka od kojih se Zeli proizvesti
kefir te uvjetima fermentacije (Otles i Cagindi, 2003).

Pad pH vrijednosti zapocinje fermentacijom i sintezom organskih kiselina, no nastajanje
organskih kiselina nije jedini razlog smanjenja pH vrijednosti kefira. Postoji pH gradijent
izmedu kefirnih zrnaca i fermentacijske podloge. Kefirna zrnca su prirodno kisela te se
njihovom inokulacijom smanjuje pH vrijednost hranjive podloge. Sva tri mlijeka imala su prije
inokulacije priblizno jednaku pocetnu pH vrijednost, oko 6,75. Nakon 14 dana fermentacije,
najveci pad pH vrijednosti kefira uocen je kod pira (3,18), a najmanji kod soje s vanilijom, gdje
je konac¢na pH vrijednost bila 4,13. U uzorcima s kozjim mlijekom izmjeren je najveci pad pH
vrijednosti ve¢ nakon 24 sata uzgoja (sa 6,75 na 3,87) (Slika 10). Dobivene rezultate nije
moguce usporediti s literaturnim podacima osim ako se radi o kozjem mlijeku, gdje su rezultati
usporedivi s onima istrazivanja Garcia Fontan i sur. (2006). Prema njima, pri toj pH vrijednosti
okus gotovog proizvoda je ujednacen s obzirom na hlapive kiseline, Sto nije zabiljezeno kod
drugih pH vrijednosti.

Kao $to je i ocekivano, kako se pH vrijednost uzoraka smanjivala, tako je rasla
koncentracija organskih kiselina, odnosno ispitivane mlije¢ne, glukonske i octene kiseline
(Slike 11, 12 i 13). Nastajanje mlije¢ne kiseline rezultat je metabolizma bakterija mlije¢ne
kiseline 1 vrlo je znacajna zbog svog inhibicijskog djelovanja na patogene mikroorganizme i

vrste koje izazivaju kvarenje kefira (Magalhaes i sur., 2011). U svim ispitivanim uzorcima
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uocena je najveca koncentracija mlijeéne Kiseline, dok su koncentracije glukonske i octene
kiseline bile nize (Slike 12 i 13). Tijekom 14-dnevne fermentacije na kozjem mlijeku,
koncentracija mlije¢ne kiseline porasla je s 0,34 g/L u pocetnom uzorku do 16 g/L na kraju
(Slika 11). Sli¢ne rezultate su postigli i Magalhaes i sur. (2011) na kravljem mlijeku, u kojem
je koncentracija mlije¢ne kiseline porasla s 1,4 na 17,4 g/L. U dvije vrste biljnog mlijeka,
pirovom i sojinom s okusom vanilije, izmjerene su nesto nize kona¢ne koncentracije mlije¢ne
kiseline: u pirovom 15 g/L, a u sojinom 12,2 g/L (Slika 11). U svim vrstama mlijeka izmjerena
je podjednako niska koncentracija glukonske kiseline, oko 0,3 g/L na kraju fermentacije (Slika
12). Prosje¢na koncentracija octene kiseline u prvih 24 h uzgoja u kozjem i pirovom mlijeku
bila je 1,5 g/L, ali je do kraja fermentacije pala na 0,7, odnosno 0,4 g/L. Potpuno suprotno,
koncentracija octene kiseline u sojinom mlijeku s okusom vanilije tijekom fermentacije porasla
je s pocetnih 0,2 g/L na 0,8 g/L (Slika 13).

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazali su da se tradicionalni nain proizvodnje

kefira moze provesti i na mlijeku biljnog porijekla, a ne samo zivotinjskom kako je uobicajeno.
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6. ZAKLJUCCI



Iz dobivenih rezultata proizlaze sljedeéi zakljuéci:

1. Kefir je probioticki napitak dobiven fermentacijom mlijeka pomocu kefirnih zrnaca, odnosno

zdruzene kulture bakterija mlijecne kiseline 1 kvasaca.

2. Proucavana je fermentacija kozjeg, pirovog i sojinog mlijeka s dodatkom vanilije tijekom 14

dana s ,,domac¢om* kulturom kefirnih zrnaca pri 28 °C.
3. Prinos biomase kefirnih zrnaca nakon 14 dana fermentacije bio je podjednak u kozjem (58
%) i sojinom mlijeku s dodatkom vanilije (57,5 %), dok je prinos u pirovom mlijeku iznosio

samo 32,7 %.

4. U svim je uzorcima tijekom fermentacije pad pH vrijednosti kefira bio u korelaciji s

povecanjem koncentracija mlije¢ne, glukonske i octene Kiseline.
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