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Abstrakt

Vyzivové a zdravotni benefity kefiru jsou vysledkem
symbiézy a plsobeni bakterii mlééného kvaseni
a kvasinek. Obohaceni kefiru o probiotickou kvasinku
Saccharomyces boulardii navySuje probioticky potencial
napoje. Aplikace probiotické kvasinky Saccharomyces
boulardii do kefirt byla testovana v péti variantich
a testovany byly tfi kmeny CCDM 2019, CCDM 2020
a CCDM 2021. Rovnéz byl testovan pridavek kvasinky
s ovéfenymi probiotickymi vlastnostmi Pichia fermentans
samostatné a v kombinaci s kmeny S. boulardii. K vyrobé
kefirti byla pouzita komeréni kefirova kultura. Kvasinky
byly ptfidavany v davce 0,1 % obj. Mikrobiologické hodno-
ty byly sledovany pfed fermentaci, po fermentaci a po dobu
osmi tydnt skladovani kefird. Pfidavek kvasinek neovlivnil
chemické vlastnosti kefirG. Mikrobiologickd analyza pro-
kazala, ze koncentrace kvasinek a bakterii mlééného kva-
Seni béhem skladovacich test byla mezi 10°-10” KTJ.ml"
a odpovidaji tak vyhlasce ¢. 397/2016 Sb.. Jako technolo-
gicky a senzoricky nejvhodnéj$i byl vyhodnocen kefir
s pfidavkem S. boulardii CCDM 2019 a CCDM 2020. Oba
kmeny dosahovaly b&hem skladovani >10° KTJ.ml", coz
odpovida pozadavkim na probiotické kultury.

Klicova slova: Kefir, Saccharomyces boulardii, Pichia
fermentas, probiotika

Summary

Kefir is a fermented milk beverage with nutritional and
health benefits. This benefits resulted from the symbiotic
action of lactic acid bacteria and the yeasts. The application
of technologically suitable strain of Saccharomyces
boulardii can increase the probiotic potential of kefir. The
application of three strains S. boulardii (CCDM 2019,
CCDM 2020, CCDM 2021) into kefir technology was tes-
ted experimentally. The other yeast (Pichia fermentans)
with declared probiotic properties was tested independent-
ly and as combined with S. boulardii. The commercial kefir
culture was used for kefir production and the strains of
experimental yeasts were added in 0,1% v/v. The microbial

counts were evaluated before and after fermentation and
also during eight week of the storage. The chemical proper-
ties of kefir were not influenced by yeast adjunct significan-
tly. The microbial analysis showed that the concentration of
bacteria and yeast during storage ranged 10°-10’ CFU. ml
in accordance with the regulation No 397/2016 Sb.. The
strains CCDM 2019 and 2020 showed to be the most effec-
tive with respect to the technological and sensory proper-
ties. Both the strains performed an excellent vitality
>10° CFU.mlI" during storage in accordance with the
requirements on probiotics.

Keywords: kefir, yeast, Saccharomyces boulardii, Pichia
fermentas, probiotics

Uvod

Kefir je specificky mlékarensky produkt ze skupiny fer-
mentovanych mléénych vyrobkd, ktery vznika plsobenim
kvasinek a bakterii mlééného kvasSeni (BMK), jenZ hydro-
lyzuji laktézu béhem fermentacniho procesu. Hlavnimi
metabolity pak jsou: kyselina mlé¢nd, malé procento alko-
holu, CO2 a dalsi produkty mikrobidlni aktivity jako bioak-
tivni peptidy, exopolysacharidy, bakteriociny a dalsi.
Pfiznivy vliv véetné probiotického efektu na lidské zdravi je
prokazan mnoha autory u riznych typt kefirt (Pogacic et al,
2013; Prado et al., 2015). Z historického hlediska je kefir
tradi¢ni fermentovany mléény ndpoj znamy jiz pred tisici
lety z Vychodni Evropy, Mongolska a Turecka. V soucasné
dobé je kefir pro svou oblibenost a zdravotni benefity
vyrabén v riznych obménach po celém svéte.

Mikroorganismy v kefirech tvofi komunity v tzv.
kefirovych zrnech. Zastoupeni druhtt BMK a kvasinek se
1isi podle typu kefiru a podle ptivodu, neni tedy standardni
nebo jednotné pro vSechny kefiry. Mikrobidlni analyzy
kefird, jak kultivacni, tak pomoci sofistikovanych
molekularnich metod potvrdily, Ze na tvorbé kefirti se mize
podilet vice nez 50 druhG mikroorganismu (Leite et al,
2012, Prado te al, 2015). Pro vyrobu se obvykle pouZzivaji
kefirova zrna, nebo uslechtilé kultury. S ohledem na tech-
nologii vyroby a typy kultur podle Codex Alimentarius
Standardu (Codex Stan 243-2003) typické kefirové kultury
na bazi keffrového zrna musi obsahovat tyto BMK:
Lactobacillus kefiri, Leuconostoc sp., Lactococcus sp.,
Acetobacter sp. a kvasinky schopné fermentovat laktézu
(Kluyveromyces marxianus a nefermentujici latézu
(Saccharomyces cerevisiae a S. exigous). Kvasinky se
v kefirech nevyskytuji jednodruhové, ale tvofi konsorcia
zahrnujici fadu druhd, jak potvrzuji studie Diosma et al,
2013. K zakladnim kulturam se Casto pridavaji probiotické
mikroorganismy, jako bifidobakterie, laktobacily nebo
kvasinka Saccharomyces boulardii, ktera se pfirozené
v kefirech nevyskytuje, ale ma statut probiotické kvasinky
(Diosma et al, 2013; Prado et al., 2015). V ptipadé ptidavku
dalsiho mikroorganismu do kefiru je tfeba zajistit, aby
nebyla naruSena symbi6za tvorici komplexni mikrofléru
kefirovych zrn (Bourrie et al., 2016). Typicky kefir musi
obsahovat 2,8 % proteint, méné nez 10 % tuku a minimal-
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né 0,6 % kyseliny mlécné (Pogaci¢ et al, 2013). Celkovy
pocet BMK musi byt minimédln& 10’ KTJ.ml" a kvasinek
10* KTJ.ml'. Na konci fermentace by mél kefir mit
pH 4,2-4,7. Kromé uvedeného sloZeni, kefiry obsahuji
rizné mnozstvi aromatickych latek a aromatickych kyselin,
které rozhoduji o senzorickych kvalitich. Uvadé€ji se tfi
zakladni metody pfi vyrobé kefird (Leite et al, 2013)
z nichZ jsme si zvolili vyrobu kefiru z kefirové komeréni
kultury. Cilem naSi studie bylo otestovat pridavek
vybranych kmenti kvasinek s ovéfenymi probiotickymi
vlastnostmi ke kefirové kultufe a vyhodnotit jejich vliv na
kvalitu produktu. Pro tuto studii byla pouZzita kefirova kul-
tura S (Milcom a.s., CR) a dile izolaty CCDM 2012 Pichia
fermentans a Saccharomyces boulardii CCDM 2019,
CCDM 2020 a CCDM 2021. Porovnavany byly pocty
mikroorganismii béhem zrani a skladovani kefirti, zména
pH, titracni kyselosti, koncentrace kyselin a sacharidi.

Material a metody

Vyroby kefirti zahrnovaly sedm variant v¢etné kontrolni
komeréni kefirové kultury (S) a pridanych kvasinek
s probiotickym potencidlem a jejich kombinace uvedené
v tabulce 1. Kvasinky pochazi ze Sbirky mlékarenskych
mikroorganismi. CCDM® Laktoflora (Tabor, Ceska
Republika). Kefiry byly vyrobeny z plnotu¢ného Cerstvého
mléka (3,5% tuku) (BOHEMILK a.s., CR), které bylo
vytemperovano na 23 °C. KaZdy vzorek byl pfipraven
zaockovanim kulturou S a pfislu$nymi kvasinkami (tabulka
1) do 750 ml mléka. Pripravené vzorky byly rozd€leny po
100 ml do sterilnich sklenic. Poté probihala fermentace pfi
23 °C po dobu 20 h. Po vyjmuti z termostatu se kefir nechal
zrat 24 h v lednici pii 6 °C.

Priprava a zaockovdni kultur

Miléko bylo zaockovano zakladni kulturou S (Kefirova
kultura, Milcom a.s) podle doporu¢eného davkovani 70 g
kultury/ 5000 1 mléka a davka byla upravena dle experi-
mentalni davky mléka. Dopliikkové kvasinkové kultury byly
nejprve nakultivovany v bujonu YPD (Duchefa, Holand-
sko) a kultivovany po dobu 24 h pfi 23°C.

Pro pouziti do kefiru byly kultury centrifugovany, 1x
promyty fyziologickym roztokem. Do mléka bylo pridano
0,1 % nebo 0,05 % (dle receptury-tabulkal) prislusné
kvasinkové kultury.

Tab. 1 SloZeni kefir(

Nazev kefiru Slozeni

S kefirova kultura S
S+CCDM 2019
S+CCDM 2020
S+CCDM2021
S+CCDM 2012

S+CCDM2019+CCDM 2012
CCDM 2012

S+CCDM 2020+CCDM 2012

CCDM 2012

kultura S + 0,1 % Saccharomyces boulardii CCDM 2019

kultura S + 0,1 % Saccharomyces boulardii CCOM 2020

kultura S + 0,1 % Saccharomyces boulardii CCDM 2021

kultura S + 0,1 % Pichia fermentans CCDM 2012

kultura S + 0,05 % S. boulardii CCDM 2019 + 0,05 % P, fermentans

kultura S + 0,05 % S. boulardii CCDM 2020 + 0,05 % P, fermentans

Pro rozbory byly vzorky odebrany pfi zaockovani
(-1 den), po ukonceni kultivace (0. den), po ukonceni zrani
(1. den). Pro skladovaci test byly kefiry ponechany v ledni-
ci pfi 6 °C. Vzorky se odebraly po 1, 2, 4 a 8 tydnech
skladovani. Vyhodnoceni testu probihalo mikrobiologic-
kou, senzorickou a chemickou analyzou.

Mikrobiologicka analyza byla provedena klasickou
plotnovou metodou, kde byl 1 ml vzorku zalit pfisluSnym
agarem. Kvasinky byly detekoviany na GKCH agaru
(Milcom a.s., CR); kultivovany pfi 25 °C po dobu 72 h.
BMK byly stanoveny pomoci selektivnich médii.
Laktokoky byly stanoveny na M 17 agar (Oxoid, UK) s pfi-
davkem 5 g/1 laktozy; kultivovany pri 25 °C, 72 h, aerob-
né. Laktobacily byly kultivoviany na MRS agaru (Merck,
Némecko); pti 30 °C, po dobu 72 h, anaerobné.

Senzoricka analyza byla provedena tzkou skupinou
posuzovatelll. Neni tedy uvadéna Zadna analyza dat, ale
pouze subjektivni hodnoceni. V ramci chemickych analyz
byly méfeny tyto uvedené parametry kefird: pH (pH metr
inoLab pH 720, WTW, Némecko); titra¢ni kyselost (SH°),
koncentrace organickych kyselin na izolachoforetickém
analyzatoru EA 02 (VILLA Labeco, SK) dle zavedené
metody SOP ¢. 23 MILCOM a. s.

Vysledky a diskuze

Mikrobiologickd analyza

Mikrobiologické analyzy na zivnych pudach prokazaly
zmény v poctech sledovanych mikroorganismi béhem
vyroby a doby skladovani. Zména koncentrace kvasinek
béhem vyroby kefird a jejich skladovani je zaznamenana
v obrazku 1.

Z obrazku 1 je patrné, Ze koncentrace kvasinek se v kon-
trolnim kefiru S, ktery obsahoval pouze kefirovou kultu-
ru, se béhem vyroby i skladovani pohybovala mezi
10*-10* KTJ.ml". Ostatni kefiry, které byly obohaceny pfis-
luSnymi kmeny kvasinek, vykazovaly pocty kvasinek od
pocatku vyroby vyssi 10*-10° KTJ.ml"'. Nejmensich zmén
v rustu kvasinek dosahovala kombinace S + 0,1 % CCDM
2020 a S + 0,1 % CCDM 21. Ostatni kombinace kefirt
vykazovaly predev§im béhem skladovani nartst pocti
kvasinek az o 3 fady. Jednotlivé druhy kvasinek neni mozné
plotnovou metodou oddélit, ale predpoklad byl takovy, Ze
u kefiru S by pocty kvasinek mély byt stabilni. Nardsty
v ostatnich pfipadech jsou proto pfipisovany piidanym
kmenim kvasinek. Vysoka koncentrace kvasinek mize mit
nezadouci uc¢inek na senzorickou hodnotu
vyrobku. Experiment, pfi kterém byly
obohacovany kefiry S. boulardii jen s tim
rozdilem, Ze jako zaklad pro vyrobu kefiru
bylo pouZito kefirové zrno, potvrdil nartst
populace kvasinek po 16 h fermentace
o f4d, tedy z 10° na 10° KTJ.ml". U kon-
trolni varianty zistala koncentrace kvasi-
nek stejnd (Ivanova et al, 2012). Pocet
BMK se ve stejné studii po ukonceni fer-
mentace dosahoval 10° KTJ.ml™.
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nezaddoucimi horkymi peptidy ani silnou
kvasinkovou chuti. Stejné tak nedochéazelo
ani k pénéni kefiru. Jako nejchutnéjsi
kefiry byly vyhodnoceny ty s pridavky
Saccharomyces boulardii CCDM 2019
a CCDM 2020, poté kontrolni kefir
S. studie, ve které byly kefiry obohacovany
S. boulardii uvddi, Ze zadoucich senzoric-
kych zmén bylo dosaZzeno v kombinaci
s aromatickou kulturou Streptococcus
thermophilus (Ivanova et al, 2011). V této

studii byl testovan vSak pouze jeden izolat
S. boulardii. Nase studie potvrzuje, Ze tfi
ruzné kmeny S. boulardii se chovaji
v ramci kefiru razné, co do rustu, ale také
rozdilné ovliviiuji senzorické vlastnosti.

Implementace S. boulardii do kefiru je tedy otazkou vybéru
vhodného izolatu s ovéfenymi probiotickymi a technolo-

Chemicka analyza se zabyvala porovnanim zmén pH
a titraéni kyselosti béhem vyroby a skladovani kefird.
Soucasné byl také proveden rozbor koncentraci organic-
kych kyselin a sacharidi. Trend zmény kyselosti byl pro
vsechny kefiry podobny (obrazek 3).
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Pocate¢ni pH (tedy pH mléka) kleslo béhem kultivace

Obr. 2 Vysledek mikrobiologické analyzy laktokok

a laktobacilll v kefiru se zékladni kefirovou kulturou.
Graf je rozdélen na ¢ast vyroby a skladovacich
pokusu (skladovani). - 1 den... zao&kovani miléka,
0. den...kefir, 1 den... kefir po zrani, 1.-8. tyden...

skladovaci pokus

kefiri a zastalo po dobu skladovani téméf neménné.
Naproti tomu titracni kyselost se pfi kultivaci zvySila
a mirné postupovala v tomto trendu i béhem skladovani. Je
tedy znatelné, Ze ke zrani kefiru dochdzi i béhem
skladovani. Spolecné s nardstem titracni kyselosti dochaze-
lo také k narGstu obsahu kyseliny mlécné (obrazek 4).
Ostatni organické kyseliny, napt. kyselina octova, nevyka-

Kromé zmén v poctech kvasinek, byla béhem zrani
a skladovych zkousek zaroveni sledovdana zména v poctech
BMK, které jsou v kefirové kultufe obsazeny. Vysledek je
uveden pro kefir S (obrazek 2). Na rozdil od kvasinek
(obrazek 1) se navySila koncentrace bakterii béhem vyroby
o 4 tady. Mezi 1. a 2. tydnem skladovani ale doslo
k vyraznému poklesu bakterii i kokt o 2 fady. Nadale vSak
zlstdvala koncentrace stabilni mezi 10°-

zovaly ve svych hodnotach vétsi zmény.

S. boulardii byla testovana a je soucasti nékterych dalsich
fermentovanych napojt napriklad také ve spojeni s kombu-
chou a v napojich z ovsa a ryze. S ohledem na zdravotni
benefity a probiotické vlastnosti BMK a kvasinek jako je
S. boulardii je tfeba zminit, Ze i mrtvé builky BMK
a kvasinek hraji ve fermentovanych napojich svou speci-

107 KTJ.ml". Podle vyhlasky &. 397/2016
Sb. by mély byt pocty bakterii v kefiru 10° 70
KTJ.g'. V tomto ohledu tedy kefiry vy- os

hlasce vyhovovaly. e
. ’ » =
Senzorickd analyza &

Béhem skladovani dochazelo ke vzniku
nezadoucich chuti u nékterych kombinaci
kefirti. Horkou chut po 1 tydnu skladovani
vykazovala kombinace S s kvasinkou Eotd

Zména pH a titraéni kyselosti kefird
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5+0,05% 2019 + 0,05% 2012
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CCDM 2012. Pozdé€ji, po 4 tydnech
skladovani byl horky také kefir s pii-
davkem CCDM 2021. Kefir s ptidavkem
CCDM 2019 i pres vysoké koncentrace
kvasinky, nevykazoval kaZeni chuti

Vysledky chemické analyzy zmén pH a titracni kyselosti. Sloupcovy
graf znaci pH, spojnicovy graf titracni kyselost. Graf je rozdélen

na c¢ast vyroby a skladovacich pokusd (skladovani). - 1 den...
zaoCkovani miéka, 0. den...kefir, 1 den... kefir po zrani, 1.-8. tyden...
skladovaci pokus.
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Zmény v koncentraci kyseliny mlééné

Vyroba Skladovani
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Obsah kyselin (mg/100 g}
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Podekovdni:

Tato prace vznikla za financni podpory
Nérodni agentury pro zemédélsky vyzkum
Ministerstva zem&délstvi Ceské republiky pri
feSeni projektu QJ1515338 a instituciondlni
podpory MZE-RO1418
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fickou roli napriklad pfi lakt6zové intoleranci (Ouwehand
a Salminen, 1998). Kefiry predstavuji tradicni mlécné
napoje, jejichz zakladem a mistem mikrobidlni symbiozy je
kefirové zrno. Probiotické vlastnosti kefirti se Casto pfisu-
zovaly zejména BMK. Studie zaméfené na sloZeni
kefirovych zrn véetné kvasinek vSak potvrzuji, Ze i izolaty
Saccharomyces cerevisiae, puivodem z kefirovych zrn,
vykazuji vyrazné probiotické vlastnosti, véetné antibiézy
vuci nezadoucim mikroorganismim, antioxidacni aktivity,
adheze k epitelidlnim bunikdm apod. (Lima et al, 2017).
V tomto kontextu je tfeba také zminit, Ze S. cerevisiae
a S. boulardii jsou taxonomicky uzce piibuzné druhy,
jejichZ taxonomicka identita byla potvrzena na zdkladé
genomovych a proteomickych studii (Mitterdorfet et al,
2002; Fietto et al, 2004; Khatri et al, 2017).

Zaver

Po strance chemické analyzy kefiry dosahovaly témér
stejného pH, titracni kyselosti i koncentrace kyseliny
mlécné. Pridavek kvasinek tedy chemické vlastnosti
vyznamné neovlivnil. Mikrobiologicka analyza prokazala,
Ze koncentrace BM béhem skladovacich testi byla mezi
10°-10" KTJ.ml"', coZ je hodnota vyhovujici vyhlasce
¢. 397/2016 Sb.. Naopak koncentrace kvasinkovych bunék
se v pfipadé jednotlivych druhti, pfipadné jejich kombi-
nace liSily. Pojmeme-li vSak ptidavek S. boulardii jako pfi-
davek probiotika, pak vSechny varianty splnily podminku
pro pocty zivych bunék v probiotickém pfipravku (FAO,
2002). Jejich pocty presahovaly >10° po dobu skladovani
56 dni. Senzoricky nejlépe byl hodnocen kmen CCDM
2019. Béhem skladovacich testi nedoSlo u zadného
vyrobku k viditelnym zméndm - tedy zméné konzistence,
vzhledu pfipadné ristu nezadouci mikrofléry na povrchu
vyrobku. Béhem skladovacich testi nedoslo u zadného
vyrobku k viditelnym zméndm - tedy | ke Zmene konzis- "
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