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Introducció 

 

El meu plantejament en la tria del tema era clar: havia de ser un treball científic, que 

permetés un estudi pràctic ja que és l’aspecte que més m’interessa. En el tema del kèfir 

vaig trobar l’originalitat d’un producte que és força desconegut per la societat però que 

d’altra banda no era difícil d’aconseguir i que permetia un estudi experimental molt 

ampli. 

 

Per a moltes persones la paraula kèfir és desconeguda. Les reaccions al explicar-los-hi 

són ben diverses: des d’interessar-se per tastar-lo fins a dir que no s’atrevirien mai a 

consumir-ne. Deixant de banda els gustos individuals, el tema del kèfir és molt extens ja 

que aquest producte a part de ser estrictament alimentari té un gran rerefons social. No 

obstant, aquest treball està centrat en l’aspecte més biològic del kèfir. 

 

L’objectiu principal del treball és conèixer els microorganismes que formen el conjunt 

del kèfir i com es relacionen amb el medi i entre ells. Primerament, es farà una breu 

introducció teòrica sobre què s’entén per kèfir socialment i històrica. Després d’aquesta 

documentació prèvia, es plantejarà una possible hipòtesi sobre la composició del kèfir 

que per mitjà del mètode científic s’intentarà corroborar. L’estudi de la composició del 

kèfir es basarà en una observació al microscopi i una determinació dels 

microorganismes que el formen a través de l’ADN.  

 

D’altra banda, el fet que se’m concedís la beca Botet i Sisó de l’Universitat de Girona i 

el gran interès que ha mostrat el tutor corresponent de la facultat, han contribuït a un 

treball pràctic molt més precís del que m’havia plantejat en un principi.  
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1. El kèfir com a aliment 
 

1.1. Què és el kèfir? 
 

El kèfir és un producte làctic poc conegut que prové d’orient i que al nostre país cada 

cop desperta més la curiositat entre la població. És un tipus de llet fermentada que es 

dóna al afegir-li uns nòduls especials. Aquest producte resultant és molt nutritiu i 

beneficiós per la salut. De fet, es parla de les seves propietats curatives.  

 

De la paraula kèfir però, cal distingir-ne les dues accepcions: la que fa referència als 

nòduls de kèfir, que no es consumeixen; i al producte semblant al iogurt que se’n obté 

(Fig. 1.1, 1.2).   

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

Actualment podem trobar el producte fermentat del kèfir en venda però els nòduls 

sempre han estat apartats dels circuits comercials. La seva procedència misteriosa 

juntament amb les llegendes al voltant de les possibles propietats curatives han 

contribuït a donar al kèfir una aura quasi bé mística. El kèfir, però és senzillament un 

derivat làctic amb àmplies propietats nutritives que pot utilitzar-se com a complement 

en la nostra dieta.  

 

El kèfir es reprodueix amb facilitat, cosa que fa que amb molt poc temps s’obtingui una 

gran quantitat de grànuls. Així, arriba un moment que la quantitat de kèfir que tenim pot 

ser excessiva per a les nostres necessitats de consum. Què en podem fer, doncs, del que 

sobra? Precisament per aquest ràpid creixement i exuberància no s’ha considerat oportú 

�  Fig. 1.1: Grànuls de Kèfir de llet �  Fig. 1.2: Producte fermentat del 
kèfir de llet. 
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vendre’l. Així, si tenim un excés de kèfir el que podem fer és regalar-ne a alguna 

persona propera. D’aquesta manera ens fem un favor mutu, tant per a la persona que el 

rep com per la que el dóna.  

 

Aquest producte sempre ha estat relacionat amb la dietètica natural. Actualment, 

l’interès per a aquesta va en augment i, per tant, és lògic que els productes naturals i 

ecològics com és el kèfir es popularitzin.    

 

1.1.1 Tipus de kèfir: 

 

Tot i que el kèfir més conegut és el de llet, n’existeixen tres tipus diferents. Observant 

els grànuls de cada tipus a simple vista podem veure que són diferents entre ells. 

 

�  Kèfir de llet: 

 

Els grànuls d’aquest tipus de kèfir s’assemblen a les 

petites branques de coliflor o també a una esponja de 

mar. Són d’un color blanquinós groguenc i la seva 

textura és gelatinosa, tova i granulosa. (Fig. 1.3). Els 

grànuls nets tenen un olor neutre però mentre estan a la 

llet desprenen l’olor característica de les fermentacions 

làctiques. Els grànuls, a més, no són compactes sinó 

que formen diferents grups de partícules que es poden 

desfragmentar. Pel que fa al producte làctic que se 

n’obté, podem observar que té una lleugera 

efervescència i una textura i gust semblant al iogurt. 

 

�  Kèfir d’aigua: 

 

Els grànuls d’aquest kèfir són més petits que els de 

llet i transparents (Fig. 1.4). La seva textura recorda la 

silicona. Podem observar que tenen una capacitat 

reproductiva menor a la dels del kèfir de llet. El 

�  Fig. 1.3: Grànuls del 
kèfir de llet. 

�  Fig. 1.4: Grànuls de kèfir 
d’aigua. 
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producte que se n’obté té un gust semblant al de la llimonada però amb més cos 

(degut a que a la seva preparació afegim un tros de llimona). A més, recorda als 

refrescos envasats al ser lleugerament gasificat.  

 

�  Kèfir de te o kombucha: 

 

Aquest kèfir no presenta un aspecte granulós sinó en forma 

de làmina. En lloc de llet o aigua amb sucre s’utilitza te 

negre ensucrat. Aquest kèfir no està en forma de grànuls 

com els altres sinó que forma una capa sobre el líquid (Fig. 

1.5). Té un gust que recorda a la sidra i és lleugerament 

estimulant (al contenir teïna).  

  

 

�  Fig. 1.5: Kombucha 
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1.2. Orígens del kèfir 
 

1.2.1. Història del kèfir de llet: 

 

La humanitat ha practicat la ramaderia des de temps immemorials. Fins i tot abans 

d’assentar-se en llocs estables ja que aquesta ha estat força relacionada amb els pobles 

nòmades. Aquestes cultures que cuidaven bestiar es beneficiaven també de la seva llet. 

No obstant, la llet no és un aliment amb una vida gaire llarga i, de fet, també és 

estacional ja que les femelles del ramat tendeixen a parir a la primavera, alimentant les 

seves cries els mesos de bon temps. En aquesta època hi ha abundància de llet però amb 

el pas dels mesos la quantitat en va disminuint. 

 

Els recipients que contenien 

la llet normalment eren fets 

amb els estómacs dels 

animals i els 

microorganismes encara 

existents provinents de la 

flora intestinal de l’animal la 

van fermentar. Les persones 

que les van consumir van 

observar que les llets fermentades es conservaven durant més temps, que eren més fàcils 

de digerir i que eren més ben tolerades per a tot tipus de persones. Així, consistien en 

una garantia de salut en aquella època en què la falta d’higiene i les epidèmies a la 

població eren freqüents. A més, ajudaven les defenses dels nens just després de deixar la 

llet materna. 

 

Entre aquests productes fermentats hi ha els formatges, els iogurts, els recuits i també el 

kèfir. En aquest cas concret es creu que prové de certes zones de la serralada del 

Cauques (Fig. 1.6) situada entre el mar Negre i el mar Caspi i abarcant els països 

d’Armènia, Geòrgia, Azerbaijan i una part de Rússia. Allà, els pobles seguien un procés 

artesanal per obtenir el kèfir. Actualment es deixa que els nòduls de kèfir creixin de 

forma autònoma solsament subministrant-los llet. 

�  Fig. 1.6: Mapa físic de la Serralada del Caucas. 
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Tot i així, existeixen nombrosos mites i llegendes al voltant de les propietats del kèfir i 

del seu origen. Una d’àrab, per exemple, atribueix a Mahoma la donació dels grànuls al 

poble musulmà com a aliment saludable (de fet, per això també l’anomenen “grans del 

profeta”). Una altra referència més remota és una llegenda sumèria trobada escrita en 

unes taules d’argila en una excavació feta a Babilònia. Aquesta explica la llegenda de 

l’antic regne dels sumeris que coincideix amb la del diluvi universal de la Bíblia (Fig. 

1.7). 

  

 

Malgrat la situació estratègica del Cauques a la frontera entre Europa i Àsia, no es van 

difondre els coneixements, conservació i diversitats d’ús del kèfir. És cert hi ha algunes 

referències a les cròniques de Marco Polo del s. X però, al igual que l’origen de la seda 

es va veure carregat de misteri, el kèfir va ser privat a la cultura europea durant molt de 

temps. De fet, la cultura musulmana el creia com a do que havia donat el profeta 

Mahoma als seguidors de l’Islam.  

 

Els déus van crear a Llucifer el qual va ser el primer que habitava l’univers terrestre però es 
va rebel·lar contra ells i després d’una gran batalla va ser derrotat i  condemnat a ser el 
dimoni del regne de les tenebres. Després de la creació de l’home ja que trobaven el món 
buit, van enviar a Gilgamesh perquè el destruís ja que molestava als déus amb el seu soroll 
(pecats) i no els deixava dormir. 
 
Així Gilgamesh envia un gran diluvi a la terra que ho inunda tot. Noerish (Noé) és l’únic 
home que es salva en la seva gran arca. Després que les aigües tornessin a les seves lleres 
Noerish es va dirigir a Gilgamesh i li va demanar que ja que s’ha aconseguit salvar li 
concedís la immortalitat: 
 
- Si tu, déu (Gilgamesh) la tens, per què no la puc tenir jo també?- li va dir. 
 
- No podries ser immortal perquè estàs fet només de dues substàncies (matèria i esperit), et 

falta la tercera substancia de la divinitat (la immortalitat) – li contesta Gilgamesh. 
 
Aquestes paraules van produir en Noerish una gran pena que els déus van intentar mitigar 
oferint-li “una planta molt rara” que li allargaria la vida. En un recipient de coco li va donar 
una espècie de grànul blanc (kèfir) que sobrenedava a la llet, la qual hauria de beure i 
canviar cada dia. Noerish se’n va anar amb la seva “rara planta” però per a fer menys pesat 
el camí – era estiu i feia molta calor – va decidir banyar-se en un riu, deixant el recipient 
amb la planta sota un arbust a l’ombra. Mentre es banyava, el dimoni en forma de serp es va 
beure la llet i va devorar la planta. Noerish, plorant, va tornar a buscar a Gilgamesh i li va 
explicar el que havia passat. Els déus es van enfadar i li van dir que hauria d’haver anat més 
en compte ja que era la segona vegada que la serp li robava la felicitat.     

�  Fig. 1.7: Llegenda sumèria on apareix el kèfir. Font: llibre “Kéfir, un yogurt para 
rejuvenecer” de Mercedes Blasco. Ed. Océano Grupo, 2000. 
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A mitjan segle XIX es va trencar el vel que queia sobre el kèfir i, gràcies al treball del 

professor Menkiv, es va introduir a Europa on es va investigar i utilitzar en balnearis i 

establiments naturistes com a tractament contra malalties esteses a l’època com podia 

ser la tuberculosi. El professor Menkiv havia observat que les cultures nòmades havien 

consumit kèfir tota la vida i que presentaven un índex d’esperança de vida molt elevat 

que arribava quasi bé als cent anys. Aviat, amb la seva eficàcia bàsicament preventiva 

es va veure envoltat per l’aura mística que sempre l’ha relacionat amb les tendències 

naturalistes i es va estendre per tots els països occidentals. 

 

A Espanya es va introduir a mitjan segle XX, des de Mallorca per la doctora Helmold. 

La constatació dels seus efectes terapèutics en alguns centres assistencials va portar, a 

finals dels anys cinquanta, a una famosa marca comercial de iogurts a intentar la 

implantació del kèfir al mercat. Tot i així no va tenir èxit degut a la manca d’informació 

i al rumor que el producte només es subministrava a “malalts en estat greu”. D’aquesta 

manera, la gent no contemplava el seu consum preventiu. Tot i així es començaven a 

crear les primeres xarxes de kèfir.  

 

Una dècada més tard, els moviments 

d’opinió que havien sacsejat el món 

Occidental val arribar a l’estat Espanyol. 

Dins de les tendències contraculturals hi 

havia el naturalisme, amb un interès 

molt marcat per formes d’alimentació 

alternatives, que afavorissin la salut i 

que no fossin agressives amb l’entorn. 

De nou des de les Balears es va donar a 

conèixer el kèfir i es va estendre el seu 

consum per tot el territori. A finals dels anys setanta es va sumar l’interès d’algunes 

revistes especialitzades per a difondre el naturalisme. (Fig. 1.8). 

 

Actualment el naturalisme està de moda i cada vegada s’obren més botigues 

especialitzades en dietètica i nutrició natural. D’aquesta manera també el consum de 

kèfir s’ha popularitzat i les xarxes actuals de donació del kèfir estan creixent. A més, 

�  Fig. 1.8: Revistes Integral i Ajoblanco que 
lluitaven per la difusió d’uns ideals respectuosos 
amb el medi ambient. 



 Kèfir: bacteris i fongs en simbiosi?  Curs 2007-2008 

 10 

algunes empreses de cultiu ecològic han posat a la venda el iogurt del kèfir i la 

kombucha.  

   

1.2.2. Història del kèfir d’aigua: 

 

L’origen d’aquest tipus de kèfir no és clar, hi ha diverses teories. Es creu que pot ser 

una adaptació del kèfir de llet tradicional que prové del Cauques que ha estat alimentat 

amb aigua ensucrada o sucs de fruita (fructosa natural).  

 

També existeix la teoria que el seu origen es localitza a 

Mèxic, on s’anomena Tibi. Els grànuls d’aquest no 

provenen de les vísceres d’animals sinó de l’interior del 

cactus Opuntia humifusa (Fig. 1.9) i s’alimenten de les 

secrecions ensucrades d’aquestes plantes. Així, a aquests 

grànuls se’ls acaba anomenant Tíbics. 

 

Altres fonts indiquen que podria ser originari de la Xina o 

bé de Japó. També, en relació amb el nom de Tíbics se’ls 

relaciona amb el Tibet.    

 
 
1.2.3. Història del kèfir de te: 

 

La primera referència que tenim d’aquest tipus de la 

kombucha és del segle III a.C. a la Xina, a l’època de la 

dinastia Tsim. Tot i que sembla que ja des del segle V a.C. 

s’utilitzava al Japó, on va ser introduïda per un metge coreà. 

Aquesta beguda va ser consumida arreu d’Àsia des de 

l’antiguitat. Es creia que la seva ingestió quotidiana per part 

dels pobles de l’extrem oriental de Rússia era la que 

mantenia als seus habitants en un excel·lent estat de salut.  

 

A l’actualitat el seu ús també està estès als països del centre i l’est d’Europa. A 

Alemanya, a més, es pot trobar a les parafarmàcies amb el nom de “teepilz kombucha” 

�  Fig. 1.9: Cactus de l’espècie 
Opuntia Humifusa 

�  Fig. 1.10: La Kom-
bucha té un aspecte llis i 
uniforme. 
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que vol dir “fong de te de kombucha”. A Estats Units també és molt comú i moltes 

marques, amb gran nombre de productes derivats s’anuncien a Internet. A Espanya el 

podem aconseguir amb el procediment “mà a mà”, mitjançant les xarxes que existeixen 

com les de kèfir de llet i d’aigua, o bé a partir de les begudes que estan al mercat, 

recollint els fils que hi ha i posant-los en te negre fins que aconsegueixin fer una capa 

sobre el líquid. (Fig. 1.10).  

 

En japonès “cha” significa te. Seria fàcil traduir kombucha com te relacionat amb l’alga 

kombu però no és així, ja que no té res a veure amb aquesta alga. El nom va sorgir a 

Europa a principis de segle per denominar un producte exòtic procedent d’Orient.  
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1.3.  Com es cuida el kèfir? 
 

1.3.1. Com tenir cura del kèfir de llet?: 

 

Per preparar el kèfir de llet l’únic que necessitem són els grànuls de kèfir que hem pogut 

adquirir per mitjà d’un conegut o d’una xarxa d’intercanvi. Com a utensilis utilitzarem 

un recipient de vidre i un colador que no sigui d’alumini ja que aquest metall no és 

estable en medis àcids i podria transferir al kèfir partícules nocives. Ens en serà útil un 

de plàstic o d’acer inoxidable tot i que també se n’utilitzen uns de fibres vegetals que es 

poden adquirir a les botigues de dietètica.  

 

Al principi tindrem poca quantitat de grànuls i els haurem de subministrar poca llet però 

a mida que vagi creixent la quantitat de llet anirà augmentant. La proporció de kèfir i 

llet que utilitzem dependrà de si ens agrada més espès o més líquid.  

 

Al procés d’elaboració del kèfir intervé la temperatura ambiental. La temperatura ideal 

és entre els 20ºC i els 35ºC. Amb més calor el procés s’acceleraria i amb menys el 

procés es retardaria. Una vegada introduïm els grànuls a la llet, és convenient que tapem 

el recipient i el guardem en un lloc on no hi toqui la llum directa ja que les vitamines A 

i B2 que conté la llet es podrien veure afectades.   

 

Elaboració del kèfir de llet 
 

 

 

 

 

 

Posar els grànuls de kèfir en un 
recipient d’aproximadament 2 
litres. 

La proporció és de ¾ de l. de llet 
per cada 150 gr. de kèfir. Deixar 
el pot tapat amb un drap. 

Al cap d’unes 24 hores o més 
colar el kèfir i repetir el procés. 
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- Conservació del kèfir de llet: 

 

Els grànuls de kèfir es poden guardar de diferents maneres sense que perdin les seves 

propietats. Així, podem triar diferents mètodes depenent dels dies que ens és impossible 

cuidar-lo: 

 

�  De 4 a 5 dies: únicament fa falta posar el pot a la nevera així el procés és més 

lent. Llavors s’haurà de colar i procedir com sempre. 

 

�  De 8 a 10 dies: esbandir els grànuls amb aigua per netejar-los bé, introduir-los 

en un recipient amb aigua mineral i posar-lo a la nevera. A partir dels deu dies 

comencen a perdre progressivament les seves propietats. Per reactivar-los convé 

deixar-los en llet fresca entre dos i tres dies sense colar. Un altre mètode de 

reactivació és deixar-los a una temperatura lleugerament superior a la habitual.   

 

�  De 12 a 18 mesos: esbandir els grànuls amb aigua per netejar-los bé i col·locar-

los ben estesos entre dos draps o papers absorbents. Deixar secar durant dos dies 

aproximadament en un lloc ventilat. Un cop secs, introduir-los en un envàs de 

paper i després tot recobert amb paper d’alumini per assegurar-nos que no té 

contacte amb la humitat. Guardar en un lloc fresc i sec. Per reactivar-los deixar 

els grànuls en aigua a temperatura ambient durant una nit perquè es rehidratin. 

Al matí següent deixar-los en una petita quantitat de llet que anirem augmentant 

fins a assolir la habitual.  

  

Un altre mètode possible és congelar els grànuls després d’esbandir-los. Es 

posen en un recipient hermètic i aquest dins un altre més gran. Per reactivar-los 

s’extreuen i es deixen descongelar lentament submergint-los en aigua a 

temperatura ambient. S’afegeix una petita quantitat de llet i cada dia es va 

incrementant fins a assolir la habitual. 
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1.3.2. Com tenir cura del kèfir d’aigua?: 

     

La beguda que s’obté del kèfir té un aspecte i textura molt semblant a la llimonada amb 

gas. Per a preparar-la és millor utilitzar un pot de vidre típic de les conserves, així 

aconseguirem mantenir el gas. Aquest kèfir, si s’obté al cap de 24 h. actua com a laxant. 

En canvi, el que s’obté al cap de 48 hores regula la funció intestinal. 

 

Elaboració del kèfir d’aigua 

 

 

 

 

 

 

1. Posar els grànuls de kèfir 
dins un recipient de vidre 
d’aproximadament 2 l. 

2. Afegir una cullerada de sucre 
per cada cullerada de grànuls de 
kèfir de què disposem i un tros de 
llimona. 

3. Emplenar amb aigua. La 
quantitat aproximada per a 3 
cullerades soperes de kèfir és 
d’1 l.  

 

 

 

 

 

 
4. Tapar el pot parcialment amb 
un drap i deixar-lo durant una 
nit o dues en un lloc fresc i sec 
on no li toqui la llum directa del 
sol. 

5. Al moment de consumir-lo 
podrem veure com el color ha 
canviat lleugerament i s’han 
format bombolletes de gas al 
líquid. 

6. Colem el contingut amb un 
colador que no sigui d’alumini, 
en aquest cas d’acer inoxidable. 
El líquid resultant ja estarà llest 
per consumir. 
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- Conservació del kèfir d’aigua: 

 

Per a conservar el kèfir d’aigua quan no ens en podem cuidar tan sols és necessari 

guardar-lo en aigua. D’aquesta manera se’ns conservarà durant 4 o 5 dies. Si el que 

volem és no utilitzar-lo durant una temporada llarga també el podem congelar guardant 

els grànuls dins una bossa de plàstic o bé dins un pot de vidre. 

 

1.3.3. Com tenir cura del kèfir de te? 

 

Aquest tipus de kèfir és més rar al nostre país tot i la gran tradició que hi ha als països 

nòrdics. La seva elaboració és més complexa que la dels altres tipus de kèfir.  

 

- Elaboració de la kombucha: 

 

Ingredients (en proporcions aproximades): 

 

�  Un tros del kèfir de te i una mica de kombucha ja elaborat. 

�  1 l. d’aigua. 

�  2 bossetes de te negre. 

�  80 gr. de sucre blanc. 

 

Preparació: 

 

Bullir aigua i fer-hi dissoldre el sucre blanc. Amb el foc apagat, introduir-hi les dues 

bossetes de te i deixar-ho reposar durant 20 minuts. Colar la infusió i introduir-la dins 

un recipient de vidre de boca ampla. Afegir una mica de la kombucha ja elaborada i 

col·locar el tros de kèfir de te amb el costat més clar a la part superior. Deixar reposar 

a temperatura ambient durant unes dues setmanes. Algunes persones tapen el 

recipient, deixant una càmera d’aire com en els altres kèfir. D’altres recomanen només 

tapar-lo amb un drap (Fig. 3.1). En aquest cas el sabor és més suau, menys àcid.  
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- Conservació de la kombucha: 

 

La beguda es conserva a la nevera. És preferible guardar-

ne una petita quantitat per poder tornar a elaborar-ne. Si 

no es vol preparar kombucha diàriament podem guardar-

la en un recipient amb te i sucre. Podrem veure com el 

kèfir augmentarà la superfície i s’adaptarà a la forma del 

recipient que el conté. A cada elaboració es formarà una 

nova capa (Fig. 1.11) que es separa fàcilment de les 

altres. 

 

  

�  Fig. 1.11: La Kombucha, 
al créixer forma diferents 
capes sobre el líquid. 
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1.4. Els consumidors de kèfir 
 
 

El perfil del consumidor de kèfir actual sol ser una persona que freqüenta les botigues 

de dietètica, que s’interessa per el naturalisme i que és escèptica respecte a la medicina 

moderna. La qüestió més interessant és, a què es deu aquesta aura mística que envolta el 

kèfir?  

 

Amb la documentació històrica es pot veure com el perfil del consumidor de kèfir ha 

canviat al llarg del temps. Als inicis, els pobles nòmades eren coneguts per la seva 

longevitat, la qual s’atribuïa al consum de kèfir. Posteriorment els àrabs van afegir un 

altre aspecte místic com és l’atribució del kèfir a la humanitat per part del Déu Mahoma. 

Amb el transcurs del segles i la transmissió generació a generació, la imatge del kèfir es 

va propagar com a una beguda que afavoria a la salut. 

 

Actualment, les responsabilitats laborals, familiars i socials de la societat del s.XXI han 

provocat l’aparició de malalties psicològiques com l’estrès o gran nombre de 

depressions. Així no és gens rar que les persones busquin un recolzament en algun 

assumpte o element llunyà a la vida moderna i que a més hagi sigut conegut des de 

temps immemorials com a portador de salut. Aquesta visió alternativa ve relacionada 

amb el recent augment de les botigues naturistes; interessades pels productes naturals, 

l’ecologia i el comerç just. És en aquestes on es poden trobar productes com el kèfir. 

 

Un altre aspecte a destacar del kèfir és la creença que és curatiu, que es pot utilitzar com 

a medicina. De fet, s’ha provat en diverses ocasions com a tractament complementari en 

alguns tractaments com l’anèmia, l’osteoporosi o, fins i tot, el càncer. La majoria de 

llibres divulgatius que promouen el consum de kèfir, al·ludeixen que per la seva 

composició, és un còctel de vitamines i elements beneficiosos tant variat que, pres amb 

constància ajuda a la prevenció de malalties greus. No obstant, és necessari remarcar 

que a vegades aquests llibres sobrepassen un límit fins a arribar al punt d’alabar el kèfir 

com a aliment miraculós. Potser si que és un dels aliments naturals més complerts pel 

que fa a vitamines i elements saludables però no ens hem de deixar portar per la seva 

aura mística fins a aquest punt. 
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Contrasta amb aquesta filosofia de creure en el kèfir com a aliment miraculós i curatiu, 

el següent document. Es refereix a un home que després de consumir kèfir diàriament 

durant vuit anys, esta patint una estranya malaltia al tracte intestinal:  

 

El kèfir es reprodueix ràpidament i és normal que al cap de poc temps de cuidar-lo en 

tinguem una quantitat excessiva. És per això que la filosofia al voltant del kèfir no 

n’accepta la comercialització. Consideren que en l'intercanvi del kèfir sobrant es 

beneficia tant el que dóna el que no pot cuidar com el que rep els seus beneficis. 

L’entramat d’intercanvis de kèfir forma les xarxes de kèfir. El podem aconseguir d’un 

conegut, en una botiga de dietètica o bé el podem demanar per Internet. 

 

John Diakoyiannis 
Atenes – Grècia 
 
Emergència, sol·licito ser hospitalitzat per la meva cura i per la recerca. He patit problemes de salut 
seriosos durant anys. Els últims sis anys m’he adreçat a doctors de diferents països. He visitat 
Moscou, Londres i tots els hospitals grecs. Cap doctor ho ha pogut explicar. Els vaig insistir que la 
raó de la meva malaltia era que havia estat menjant grans quantitats de llevat del pa i de kèfir de llet 
barrejat amb proteïnes de la llet durant nou anys.  
 
El març de 1996 un expert en biologia va demostrar amb cultius de femta que tenia Kluyveromyces 
Marxiunus (Candida sphaerica). És un dels fongs del kèfir. Encara que havia deixat aquest costum 
des de 1992. La meva dona i dos dels meus amics bevien només kèfir. Tots tres teníem els mateixos 
fongs en els cultius de femta malgrat que ells havien deixat de beure’n des de 1992. (Durant aquells 
sis anys que jo havia gastat anant a metges, en la majoria de cultius que havia fet a Grècia i a 
l’estranger, ells m’havien respost erròniament que només tenia Candidiasi). Crec que tinc una colònia 
gegant de fongs perquè a les radiografies dels intestins els metges van veure-hi una gran substància 
aquosa. No era femta o menjar ja que prèviament m’havia tractat per netejar l’intestí. Vam veure 
aquesta substància en la radiografia de l’intestí prim, i al cap de dos anys en les de l’intesti gros. 
Després d’aquestes proves vaig provar de demostrar que no era femta sinó llevats fent una tomografia 
axial a la part del baix ventre. El metge va dir que posaríem llevat de kèfir sota la màquina de la 
tomografia per veure’n la seva densitat. Així, ell entendria a la imatge què era femta i què era llevat. 
Per ajudar-me en la prova em va demanar que evacués una mica l’intestí, vaig fer la meitat del procés 
de neteja anterior. A les imatges va veure un intestí completament net. Seguidament, vam col·locar 
llevat de kèfir sota la màquina però no es podia veure perquè tenia les molècules amb molt baixa 
densitat.  
 
Tinc serioses raons per creure que no tinc només Kluyveroyces però en tot el llevat de kèfir hi pot 
haver, a més, altres llevats. 
 
Si us plau, informeu-me si esteu interessats en recerca mèdica en el meu cas únic. Sinó, em seria molt 
útil que em recomaneu un institut que pogués estar interessat en el meu cas. 
 

�  Es mostra aquest document a mode de curiositat. Es va trobar quasi al finalitzar el treball però s’ha 
considerat que és prou interessant com per afegir-lo en aquest apartat. 
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Aquestes xarxes de kèfir, juntament amb els llibres divulgatius, fan propostes de 

nombroses receptes de plats corrents on s’hi ha afegit el kèfir. N’hi ha alguns que fins i 

tot en proposen un ús cosmètic per a tenir els ulls sans i brillants, per tenir les ungles 

fortes o per tenir les dents blanques i sanes. 

 

S’ha fet un petit qüestionari a la gent que m’ha proporcionat el kèfir per l’elaboració 

d’aquest treball. D’aquesta manera es sabrà què en pensen els consumidors habituals de 

kèfir d’aspectes com la no comercialització del kèfir, els beneficis que pot portar a la 

salut, com l’intercanvien, etc. 

 

Qüestionari sobre el kèfir al Sr. Lluís Batlle: 

1. Com va conèixer el kèfir? 

El vaig conèixer a través d’uns amics de Barcelona que el prenien, farà uns cinc o sis anys. 

2. D'on va obtenir el kèfir que consumeix actualment? (botiga, familiar, conegut, etc.) 

Me’l va proporcionar una amiga d’aquesta colla. 

3. Coneix els diferents tipus que existeixen? 

Conec el kèfir de llet i el kèfir d’aigua. 

4. Quin tipus li agrada més? 

El d’aigua és el que consumeixo més perquè el de llet és més difícil de cuidar. 

5. Quant fa que el pren? 

Farà uns dos, tres anys. 

6. Amb quina freqüència en consumeix? 

Gairebé cada dia; a l’estiu potser el doble. 

7. Ha notat alguna millora en la seva salut des que el pren? 

No. A part que per les propietats laxants/restringents permet controlar el rellotge intestinal. 

8. Creu en les possibles beneficis que pot tenir el kèfir? 

Si, per la seva llarga història i per les seves referències. 
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9. Què en pensa dels recents productes de kèfir envasats? 

Jo sempre l’he regalat, tant el kèfir mare com el preparat ja que és com s’ha fet des de fa 
milers d’anys. A part, penso que és una tonteria comprar allò tant fàcil de preparar.  

10. Creu convenient que el kèfir estigui separat del comerç? 

Si. Considero que el kèfir, com a medicina popular, no s’hauria de comercialitzar. Ningú té 
dret a lucrar-se de la saviesa tradicional. (...) Està molt bé que estigui apartat del comerç i 
només sigui producte d’autoconsum.  

11. Què en fa del kèfir que creix i no necessita? 

Intento passar-ne als amics. En cas de tenir-ne molt el guardo inactiu a la nevera. Sempre tinc 
sobreproducció de preparat, que també regalo als amics i coneguts perquè el tastin i s’animin 
a tenir-lo. Molta gent, el primer cop que el tasta no li agrada, però he aconseguit "enganxar" a 
altres, sobretot quan s’aconsegueix un preparat amb el punt just de gas i no massa dolç. Algun 
cop m’he desfet d’algun pot (sempre en tinc tres o quatre). Descarto el pot que porta més temps 
o que em sembla que ha perdut potència o volum.  
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2. El kèfir al laboratori 
 

A partir de l’informació recopilada sobre l’origen, els usos i els possibles beneficis del 

kèfir han sorgit unes qüestions que per mitjà d’uns mètodes pràctics al laboratori 

s’intentaran resoldre. Es plantejarà una possible hipòtesi sobre cada qüestió significativa 

que a través del mètode pràctic s’intentarà corroborar o bé desmentir, és a dir, utilitzant 

el mètode científic. 

 

Després de conèixer el kèfir com a aliment es plantegen unes preguntes que obliguen a 

portar el kèfir al laboratori per contestar-les. De tota manera, tots els aspectes tinguts en 

compte en la documentació prèvia fan pensar que la transformació que fa el kèfir a la 

llet, aigua o te té com a responsables microorganismes. Així, partirem de la base que el 

kèfir és una comunitat de microorganismes. 

 

2.1. Quins són els microorganismes que formen el kè fir? 
 

Segons la nostra documentació s’ha pogut veure com el producte que s’obté del kèfir té 

un aspecte, olor i gust semblant al iogurt. També s’han trobat algunes referències de 

llevats en la seva composició. Per tant, a partir d’aquí s’ha formulat la següent hipòtesi: 

 

La comunitat del kèfir està formada per espècies de llevats i bacteris. 

 

D’aquesta hipòtesi se’n poden extreure diferents deduccions que encaminaran la 

recerca: 

 

1. Si els microorganismes que formen el kèfir són diferents espècies de llevats i 

bacteris aleshores cada tipus serà morfològicament diferent. 

2. Si els microorganismes que formen el kèfir són diferents espècies de llevats i 

bacteris aleshores cada tipus tindrà unes característiques genòmiques diferents. 
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- Disseny de l’experimentació: 

 

Per a determinar la morfologia dels microorganismes s’observaran diferents mostres de 

kèfir al microscopi i es compararan amb la morfologia típica dels bacteris i els llevats. 

 

Pel que fa a les característiques genòmiques s’utilitzaran diferents mètodes per a aïllar 

l’ADN de les cèl·lules dels microorganismes i es seqüenciarà la regió de manera que es 

puguin determinar les diferents espècies de microorganismes que el formen. 

 

2.1.1. Observació del kèfir al microscopi. 
 

- Morfologia dels bacteris i dels llevats: 

 

Els microorganismes apareixen al microscopi sense color i per tant es fa difícil apreciar 

la seva forma i mida. És per aquest motiu que en microbiologia s’utilitzen tincions que 

o bé posen de manifest la morfologia dels microorganismes o bé ressalten estructures 

cel·lulars diferenciades (espores, càpsules, flagels, etc.). 

 

Les característiques microscòpiques 

d’un microorganisme que ajuden a la 

seva identificació són: el tipus de 

tinció; la forma, mida i agrupació; la 

presència d’endospores, càpsules, 

flagels, etc. La morfologia cel·lular 

dels bacteris és la següent: 

 

De tincions n’hi ha de senzilles i diferencials. 

En aquest experiment s’utilitzarà, d’entre les 

diferencials, la de gram. Aquestes tincions 

diferencials permeten diferenciar entre dos o 

més tipus de microorganismes. La tinció de 

gram permetrà diferenciar concretament els 

�  Fig. 2.1: Esquema de la composició de 
la paret bacteriana. 
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bacteris anomenats grampositius dels bacteris gramnegatius. Aquesta classificació va 

directament relacionada amb la quantitat de peptidoglicà que tenen aquests 

microorganismes en la seva paret bacteriana. (Fig. 2.1). 

 

Els llevats són espècies unicel·lulars pertanyents al regne dels 

fongs. La seva mida és molt variable però és clarament 

superior a la dels bacteris. Poden presentar formes esfèriques, 

allargades o cilíndriques, tot i que també poden tenir un estadi 

filamentós. La seva reproducció és asexual per gemmació. 

Durant aquest procés es generen dues cèl·lules amb una 

repartició desigual del citoplasma, així una és mes petita que 

l’altra. (Fig. 2.2).   

 

- Mètode d’observació: 

 

Per a dur a terme aquesta pràctica s’ha utilitzat un microscopi òptic amb objectiu 

d’immersió (x1000 augments). Aquest microscopi esta connectat a un ordinador que 

permet la manipulació i extracció de les imatges observades. S’han fet dos tipus 

d’observacions per el kèfir d’aigua i el de llet: in vivo, és a dir, sense cap mena de tinció 

i la tinció de gram, que permet diferenciar bacteris grampositius de bacteris 

gramnegatius. 

 

Observació del kèfir in vivo: 

 

S’ha partit de dues mostres de kèfir de llet (K1, K2) i una de kèfir d’aigua (KA). Per a 

preparar la mostra, amb l’ajuda d’uns escalpels, es tritura per disgregar al màxim els 

grànuls de kèfir. S’observa que el kèfir de llet és més difícil de disgregar que el d’aigua. 

Es col·loca la mostra en un portaobjectes i s’observa sense fer cap tipus de tinció al 

microscopi amb l’objectiu d’immersió (x100). 

 

 

 

 

 

�  Fig. 2.2: Llevat en 
gemmació. 
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Resultats ( I ): 

 

Les següents imatges són el resultat d’aquesta observació al microscopi amb l’objectiu 

d’immersió. 

 

1. Kèfir Aigua: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En aquesta imatge es veuen dos microorganismes diferents. 
Es pot deduir que el més gran i rodó és un llevat ja que en 
presenta la morfologia. Pel que fa a l’altre microorganisme 
(que tenia moviment) es pot dir que és un bacteri del tipus 
espiril. 

També es pot observar clarament com 
alguns d’ells estan reproduint-se per 
gemmació, reproducció asexual típica 
dels llevats. 

Prenent com a referència l’escala 
de la imatge (10 � m) es pot dir 
que mesuren entre 4 i 6 � m. 

Per la seva morfologia en 
aquesta imatge es poden 
veure llevats.  
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2. Kèfir llet 1: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Dins un grànul de kèfir es veu 
una aglomeració de fongs 
filamentosos. 

En aquest kèfir, que macroscòpicament era més compacte, es pot veure 
una gran densitat de llevats i bacteris com cocs i estreptococs segons la 
morfologia i agrupació.  
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3. Kèfir llet 2: 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
En aquesta imatge podem veure llargs bacteris espirils 
(poden sobrepassar els 10� m) que presentaven 
moviment. En aquest cas els llevats són més petits. 
 

En aquest kèfir la densitat de 
bacteris i llevats encara és més 
gran. 

La majoria dels bacteris 
presentaven moviment. 

Es poden veure bacteris de 
diferents morfologies: cocs, 
bacils, espirils i vibrils. 
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Observació del kèfir mitjançant la tinció de gram: 

 

En aquest cas, s’ha decidit utilitzar aquesta tinció únicament per al kèfir de llet ja que el 

kèfir d’aigua presentava una densitat més baixa en bacteris i ens seria més difícil 

d’observar.  

 

 

�  La Tinció de Gram: 

 

Aquesta tinció es basa en la composició de la membrana cel·lular dels bacteris. Va ésser 

dissenyada el 1889 per Christian Gram per poder diagnosticar la presència del bacil de 

la tuberculosi en mostres de saliva. Aquesta diferència entre el grup dels bacteris 

grampositius i el grup dels bacteris gramnegatius comporta que la tinció de Gram sigui 

una de les més importants en microbiologia. 

 

S’ha utilitzat el següent mètode: 

 
 

La tinció de Gram  

- Material emprat: 

 

�  Solució de cristall violeta. 

�  Solució de lugol. 

�  Alcohol 96º. 

�  Safranina alcohòlica. 

�  Aigua. 

 

- Procediment: 

 

En primer lloc s’ha de tenir en compte que la resposta a la tinció de gram depèn més de 

l’estructura física i no tant de la composició química de la paret cel·lular. Així doncs, es pot 

veure a les cèl·lules eucariotes respondre negativament a la tinció de Gram o per exemple els 

llevats, que tot i ser eucariotes tenen una estructura de la paret molt diferent, fer-ho 

positivament. Així, els llevats que s’han observat anteriorment en la tinció in vivo ara s’haurien 

de tenyir de color blau, és a dir, com els bacteris grampositius. 
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1. Es prepara la mostra de la mateixa manera que en l’observació in vivo.  

2. Es fa un frotis de la mostra (Fig. 2.3) i es fixa a la flama. 

 

 

 

3. Tenyir amb cristall violeta durant 1 minut. 

4. Rentar amb aigua deixant-lo escórrer. 

5. Tenyir amb lugol durant 1 minut.  

6. Rentar amb aigua. En aquest pas, el 

cristall de violeta i el lugol han format un 

complex Iode-Cristall violeta a l’interior de 

la cèl·lula de manera que si s’observés la 

mostra al microscopi òptic en aquest 

estadi es veurien totes les cèl·lules 

tenyides de blau. 

7. Rentar amb alcohol 96º per decolorar. 

Aquesta aplicació provoca la 

deshidratació del peptidoglicà que 

impedeix en major o menor grau la sortida 

del complex. Els bacteris grampositius, que contenen molt més peptidoglicà, apareixeran 

tenyits de blau ja que el complex Iode-Cristall violeta no ha pogut abandonar el 

protoplasma; mentre que els bacteris gramnegatius, amb molta menys quantitat de 

peptidoglicà, romandran incolors ja que no han pogut retenir el complex Iode-Cristall 

violeta dins la cèl·lula (Fig. 2.4). 

8. Tenyir amb safranina alcohòlica durant 30 a 60 segons. Aquest compost s’utilitza com a 

colorant de contrast ja que tenyeix les cèl·lules gramnegatives que restaven incolores de 

color vermell.  

9. Assecar i observar al microscopi òptic. 
 

�  Fig. 2.3: Esquema d’un 
frotis i fixació a la flama. 

�  Fig. 2.4: Esquema dels dos models de paret 
bacteriana que responen diferent a la tinció de 
gram. 
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Resultats ( II ): 

 

S’han obtingut les següents imatges de la mostra de “kèfir llet 1” al microscopi òptic 

amb l’objectiu d’immersió: 

 

 

        

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es pot veure com la 
majoria de llevats i 
fongs que formen els 
grànuls s’han tenyit de 
color blau. 

En aquesta imatge, 
però, quasi bé no es 
poden identificar els 
bacteris dels llevats. 

En aquesta imatge 
es pot veure com 
tots els bacteris 
s’han tenyit de 
color blau. 
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Conclusions de l’observació al microscopi  

 

Segons els resultats obtinguts es pot establir que: 

 

�  El kèfir està format per bacteris i fongs (llevats i fongs filamentosos).  

�  La densitat de microorganismes és més gran en el kèfir de llet que en el kèfir 

d’aigua. 

�  Els bacteris que formen el kèfir són tots grampositius igual que els bacteris 

presents al iogurt porten a terme la fermentació àcido-làctica. Per tant, podem 

identificar el kèfir com un tipus de iogurt (els bacteris presents són bacteris de 

l’àcid làctic). 

�  Els grànuls de kèfir estan formats principalment per llevats i fongs filamentosos 

units per mucopolisacàrids i els bacteris estan majoritàriament presents en el 

iogurt sense estar físicament units als grànuls. 
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2.1.2. Determinació dels grups de microorganismes p resents al kèfir 
a través de l’ADN 
 

A. Determinació dels grups de microorganismes a través de l’ADN extret 
directament de la mostra. 

 
A dins el nucli de qualsevol cèl·lula viva podem trobar-hi ADN. Aquesta cadena de 

doble hèlix (Fig. 2.5) de milers de nucleòtids: adenina (A), timina (T), citosina (C) i 

guanina (G), és una macromolècula formada per carboni, oxigen, hidrogen, nitrogen i 

fòsfor la qual és fonamental per la vida de la cèl·lula. Les seqüències de nucleòtids en 

l’ADN regulen com han de ser les reaccions enzimàtiques que es donen a la cèl·lula a 

partir de la síntesi de les proteïnes. Un altre fet important és que és diferent a cada 

espècie i, fins i tot, a cada individu. Així, tots els individus d’una espècie tindran unes 

generalitats al genoma1 que el faran molt semblant però mai cap seqüència individual 

serà completament igual. Aquest tret l’ha fet una matèria d’estudi molt interessant 

actualment, ja que permet saber la naturalesa dels sers vius i relacionar-los entre si. 

 

Algunes seqüències de nucleòtids concretes permeten identificar i relacionar els 

microorganismes ja que són altament conservades evolutivament. L’objectiu d’aquest 

experiment és determinar, a través de les característiques genòmiques2 dels 

microorganismes, si el kèfir és format per bacteris i llevats (regne dels fongs). És a dir, 

si es troben seqüències de nucleòtids característics de fongs i llevats en la seva 

composició. 

 

Disposem de quatre mostres diferents de kèfir: tres de kèfir de llet i una de kèfir d’aigua 

en les següents quantitats: 

 

 Kèfir de llet nº1.......................................................... 9'28 gr. 

 Kèfir de llet nº2.......................................................... 9'13 gr. 

 Kèfir de llet nº3.......................................................... 2'60 gr. 

 Kèfir d’aigua.............................................................. 9'00 gr. 

 

                                                                    
1 Genoma: nombre bàsic de cromosomes que té una espècie. 
2 Característiques genòmiques: característiques que té la seqüència de l’ADN d’un individu.  
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El procediment consisteix en una extracció de l’ADN de les cèl·lules (mitjançant dos 

kits comercials anomenats: “Powermax�  Soil DNA Isolation Kit” i "Amicon® Ultra-4 

Centrifugal Filter Devices"). Un cop aïllat l’ADN i per una tècnica anomenada PCR es 

replicarà un gen concret de l’ADN (característic de cada grup), que permetrà determinar 

si hi ha presència d’ADN de fongs i bacteris a la mostra.  

 

Abans de portar a terme l’extracció de l’ADN, es disposen les diferents mostres i 

ajudant-se de dos escalpels es talla la mostra de kèfir en trossos més petits. Tot i això 

s’observa que els grànuls encara són molt compactes, així que és millor escollir un kit 

per a l’aïllament de DNA de mostres de sòl que inclou un tractament amb boles de vidre 

per desfragmentar els grànuls.  

 

1. Extracció i neteja de l’ADN: 

 

Kits “Powermax�  Soil DNA Isolation Kit” i “Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter 

Devices”: 

 

El primer kit permet l’obtenció de DNA d’una puresa que permet la correcta 

amplificació del DNA per PCR. Utilitza una processos per a desfragmentar la cèl·lula i 

aïllar l’ADN  a través de substàncies específiques que ho permeten i de la centrifugació. 

 

L’altre kit s’utilitza per a augmentar la puresa de la mostra de DNA mitjançant una 

filtració.  

 

Després de seguir aquests protocols s’han obtingut els següents volums d’extracte 

d’ADN de cada mostra: 

 

 Kèfir de llet nº1.......................................... 230 � l. 

 Kèfir de llet nº2.......................................... 113 � l. 

 Kèfir de llet nº3.......................................... 226 � l. 

 Kèfir d’aigua................................................ 65 � l. 

 

En aquest pas, s’ha de comprovar que l’extracció de DNA s’ha efectuat amb èxit. Per tal 

de determinar si s’ha aconseguit aïllar el DNA del kèfir es poden utilitzar dos mètodes:  
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�  Espectofotòmetre (Nanodrop): 

 

 Un espectofotòmetre (Fig. 2.5) és un aparell 

utilitzat en laboratoris de química per a quantificar 

compostos químics i microorganismes. Aquest 

instrument té la capacitat de projectar un feix de 

llum monocromàtica a través de la mostra i 

mesurar la quantitat de llum que aquesta 

absorbeix (anomenada absorbància). Això li 

permet d’una banda donar informació sobre la 

naturalesa dels compostos presents a la mostra i de l’altra quantificar la 

substància que interessa (en aquest cas molècules de DNA). Està connectat a un 

ordinador i per mitjà d’un programa informàtic fa una relació entre les dades 

d’absorbància i la quantitat de mostra analitzada (1 � l). Així, permet saber la 

densitat de la mostra. En general, com més absorbància presenta la mostra més 

densa és. Un gran avantatge d’aquest instrument és que els resultats són 

immediats i que el volum de mostra necessària és molt petit.     

 

 El resultat per aquest mètode va ser el següent:  

  

Mostra Abs. 260 Abs. 280  260/280 260/230 
Concentració 

de l’ADN 
(ng/� l) 

Kèfir Llet 1 6,847 3,663 1,87 2,15 342,1 
Kèfir Llet 2 3,310 1,800 1'84 1'94 165,5 
Kèfir Llet 3 0'594 0'341 1'74 0'87 29'7 
Kèfir Aigua 0'386 0'228 1'69 0'63 19'3 

 

 La dada més significativa és la concentració de l’ADN a cada mostra. El fet que 

el “kèfir llet 3” tingui una baixa densitat es deu al fet que es disposava de menys 

quantitat de mostra per a aquest kèfir. En canvi la concentració d’ADN del kèfir 

d’aigua, tot i ser la quantitat inicial pràcticament igual que els de llet, és molt 

mes baixa. Aquest fet es correspon amb el nombre inferior de microorganismes 

observats al microscopi. 

 

�  Fig. 2.5: Nanodrop 
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�  Gel d’Agarosa: 

 

Aquest mètode es basa en el caràcter de càrrega negativa que té l’ADN degut al 

grup fosfat present a les bases nitrogenades. Es carreguen les mostres a les 

butxaques del gel i es connecten a l’aparell d’electroforesi de la banda de 

l’ànode. Així, les molècules de ADN, de càrrega negativa, tendeixen a anar cap a 

l’extrem positiu i avancen a través del gel cap al càtode. Depenent de la mida de 

la molècula d’ADN la seva velocitat a través del gel serà diferent. Així, 

finalment, obtindrem unes bandes que ens permetran fer un càlcul aproximat de 

la quantitat d’ADN que hem obtingut i determinar la mida aproximada de les 

molècules. El mètode seguit ha estat el següent (Fig. 2.6): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La següent imatge és la fotografia en 

negatiu del gel. Hi ha indicades les 

mides de les bandes en parells de bases. 

La banda superior de cada mostra 

correspon al DNA genòmic de mida 

gran. Podem veure que està a l’entorn 

dels 20.000 parells de bases. La resta de 

mostra que apareix sense definir 

correspon a RNA de mida més petita: 

S’han carregat al gel (agarosa a 1’5%, pes/volum preparat en tampó TBE 0’5x) les 
mostres K1, K2, K3 i KA (5 microlitres de mostra amb 1 microlitre de tampó de 
càrrega) i el marcador (� ) que permetrà fer el càlcul aproximat de la mida de les 
molècules de DNA. El gel ha corregut a 100 volts i 30 mil·liampers durant 30 minuts 
i posteriorment s’ha tenyit amb una solució de bromur d’etidi (5 � L de bromur d’etidi 
en 200 ml de tampó TBE 0’5x) a les fosques durant 20 minuts abans de fer la 
fotografia. 
 

�  Fig. 2.6: Esquema de la preparació del gel d’agarosa. 
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A partir d’aquests resultats s’ha pogut determinar que l’extracció de ADN ha 

estat efectiva i que se n’ha obtingut una quantitat suficient per a dur a terme la 

PCR. 
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2. Amplificació per PCR del 16S rRNA de bacteris de l'àcid làctic i de l’espai 

intergènic ITS de fongs. 

 

La reacció en cadena de la 

polimerasa (Polymerase chain 

reaction / PCR) és un mètode de 

replicació de l’ADN in vitro que 

permet amplificar de manera 

exponencial fragments de DNA 

curts (generalment longituds 

inferiors a 3000 parells de bases), 

aconseguint milions de còpies del 

fragment desitjat. Aquest 

creixement exponencial 

s’aconsegueix a través de cicles de replicació3 successius (entre uns 30-40 cicles) (Fig. 

2.7). En el nostre cas el fragment a amplificar (fragment diana) és el gen 16S rRNA 

(característic dels procariotes) per als bacteris i l’espai intergènic ITS, que es troba entre 

les diferents seqüències del RNA ribosòmic, per als fongs. Per tal d’aconseguir aquest 

fragment es necessiten uns encebadors4 artificials específics que el seleccionen.  

 

Els fragments seleccionats estan formant part del ribosoma, una estructura 

imprescindible per a la vida de la cèl·lula ja que és l’orgànul encarregat de fer la síntesi 

de les proteïnes. Així, es pot dir que probablement aquest orgànul ha sigut el que ha 

patit menys mutacions al llarg de les generacions d’organismes i, per tant, el que 

proporcionarà una informació més fiable per determinar cada grup de microorganismes. 

El gen està situat concretament a la subunitat de mida petita del ribosoma tant en 

procariotes com en eucariotes.  

 

 

 

 
                                                                    
3 Replicació: obtenció de còpies d’ADN iguals. 
4 Encebador: Segment d'ADN que és reconegut per l'ADN polimerasa (enzim) per a engegar la 
duplicació de l'ADN. 

�  Fig. 2.7: Esquema de la replicació exponencial del 
fragment escollit. 
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Aquesta PCR té diferents fases: 

 

Fases de la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Desnaturalització: el fragment “diana” es 
desnaturalitza en augmentar la temperatura de 
la mostra fins a 90-95ºC. La desnaturalització 
separa les dues cadenes de DNA degut al 
trencament dels ponts d’hidrogen que les 
unien. 

 

Aparellament específic dels encebadors: els 
encebadors són complementaris als extrems 
del fragment “diana” i cadascun s’uneix a una 
cadena diferent de DNA motlle. La 
temperatura en aquest pas és específica i depèn 
de la seva seqüència de nucleòtids.  

 

Extensió: La DNA polimerasa reconeix el 
fragment de doble cadena constituït per 
l’encebador i el seu motlle i comença 
l’extensió de la cadena a partir de l’extrem 3’ 
d’aquest últim. Es realitza a una temperatura 
de 72ºC. 

 
 

Procediment per a la PCR: 

 

Per tal de minimitzar el risc de contaminació de la mostra, la preparació es durà a terme dins 

una campana de flux laminar prèviament esterilitzada durant 15 min. amb rajos UV i amb el 

material esterilitzat. 

 

Es prepararan dues reaccions de PCR diferents: una específica per a l’amplificació del gen 

16S rRNA per als bacteris i una altra per al ITS dels fongs. L’única diferència que hi haurà 

entre els reactius de l’una i l’altra seran els encebadors, ja que són els que seleccionen el gen 

concret. 

 

S’amplificaran les quatre mostres obtingudes amb l’extracció juntament amb un control positiu 

(una soca pura d’un bacteri o fong) i un control negatiu (aigua estèril) per tal d’assegurar que la 

PCR s’ha dut a terme correctament. 
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Els reactius per a cada PCR són els següents (en les quantitats indicades): 

 

Reactius i proporcions per a la PCR de bacteris 

10x Qiagen buffer (15mM MgCl2) 2’5 � l 

5x Q-solution 5 � l 

dNTP’s (10 mM) 0,5 � l  

MgCl2 (25 mM) 0,5 � l 

341f-GC (50 pmol/� l) [Encebador 5’-3’] 0,5 � l 

907r (50 pmol/� l) [Encebador 3’-5’] 0,5 � l 

Tag Polimerasa (5 u/� l)  0,125 � l 

Aigua 14,37 � l 

Mostra (aprox. 50 ng/� l) 1 � l 

Volum total 25 � l 

 

 
Reactius i proporcions per a la PCR de fongs 

10x Qiagen buffer (15mM MgCl2) 5 � l 

5x Q-solution 10 � l 

dNTP’s (10 mM) 1 � l  

MgCl2 (25 mM) 1 � l 

ITS 1 F-GC (10 pmol/� l) [Encebador 5’-3’] 1 � l 

ITS 2 (10 pmol/� l) [Encebador 3’-5’] 1 � l 

Tag polimerasa (5 u/� l),. 0,25 � l 

Aigua 29,74 � l 

Mostra (aprox. 50 ng/� l) 1 � l 

Volum total 50 � l 

 
 
Després de preparar els reactius per a cada mostra, es col·loquen els tubs al termociclador, un 

aparell que està programat per dur a terme les diferents fases de la reacció de PCR a través 

de la temperatura. En aquest cas el programa ha estat el següent: 

 

Pas Temperatura (ºC) Temps (mm:ss) Cicles 

1 94 5:00  

2 94 0:30 

3 57 0:45 

4 72 1:00 

x 10 

2 94 0:30 

3 54 0:45 

4 72 1:00 

x 25 

5 72 7:00  
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Acabat el programa del termociclador es prepara un nou gel d’agarosa que ens permetrà 

determinar si l’amplificació s’ha dut a terme amb èxit. 

 

- Resultats: 

 

 

 

a) Bacteris: Com es pot veure en aquest gel s’ha amplificat el control negatiu, fet 

que porta a suposar una contaminació de la mostra. En aquest cas s’ha de fer la 

interpretació dels resultats tenint en compte que les altres mostres també poden 

estar contaminades. No obstant, es poden considerar vàlides les bandes similars 

al control positiu, ja que la seva intensitat demostra que serien presents encara 

que no hi hagués contaminació. La primera banda més intensa ens indica la 

presència del gen 16S dels bacteris. Són més intenses les bandes del kèfir de llet 

que les de kèfir d’aigua. 

 

b) Fongs: Aquesta imatge portaria a pensar que a les nostres mostres no hi ha 

presència de fongs. Però observant que el control positiu no s’ha amplificat 

s’arriba a la conclusió que aquesta reacció per PCR ha fallat. Només es 

demostraria que no hi han fongs si s’hagués amplificat el positiu. 
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Aquestes bandes més 
intenses són les que 
mostren la presència 
del gen 16S rRNA. 
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Conclusions de la pràctica A 

 

Segons els resultats obtinguts en aquesta pràctica es pot establir que: 

 

�  Hi ha presència de bacteris al kèfir. 

�  La densitat de bacteris del kèfir de llet és superior a la del kèfir d’aigua. 

Diferents tècniques d’estudi ho corroboren: observació al microscopi, 

quantificació de l’ADN al Nanodrop i la reacció de PCR. 

 

Respecte a la PCR per fongs hem de recordar que no s’ha demostrat que no hi ha 

fongs sinó que la pràctica ha fallat. 
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B. Determinació dels grups de microorganismes a través de l’ADN extret 
d’un aïllament previ 
 

Ja que no ha estat possible determinar la presència de fongs al kèfir perquè l’experiment 

ha fallat, s’ha dissenyat un nou experiment que consistirà en un aïllament previ dels 

fongs del kèfir mitjançant una sembra en placa que proporcionarà una sèrie de colònies 

pures. D’aquesta sembra es seleccionaran unes colònies concretes (de morfologia 

diferent) i es realitzaran dues sembres més per assegurar la puresa de les colònies. A 

partir d’aquestes colònies pures, s’extraurà l’ADN i es determinarà la presència de 

fongs mitjançant una reacció de PCR. 

 

S’utilitzaran les mostres anteriors “Kèfir llet 1”, “Kèfir llet 2” i “Kèfir aigua”. A més, 

s’afegeix una mostra de producte de kèfir envasat, anomenada “Kèfir llet 4”. No es 

disposa aquesta vegada de la mostra “Kèfir llet 3” ja que n’hi havia poca quantitat.  

  

- Procediment: 

 

1. Aïllament dels fongs.  

2. Extracció de DNA. 

3. Amplificació per PCR de l’espai intergènic ITS de fongs. 

 

1. Aïllament dels microorganismes: 

 

Per a la sembra dels microorganismes presents al kèfir s’utilitzarà un medi de cultiu 

selectiu (permet el creixement d’uns microorganismes concrets) i es sembraran tres 

dilucions diferents de cada tipus de kèfir. 

 

Per a una millor sembra s’ha de disminuir la densitat 

de microorganismes de la mostra. Per a fer-ho 

s’utilitzarà un banc de dilucions decimal en solució 

Ringer (Fig. 2.9)  i es sembraran solament les menys 

denses (10-4, 10-5, 10-6) per aconseguir colònies 

aïllades. El procediment per a fer les dilucions és 

l’indicat a l’esquema següent: 

�  Fig. 2.8: Banc de dilucions. 
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Per a aquesta primera sembra s’utilitzarà la tècnica de sembra homogènia en superfície 

(spread-plate): es posen 0’1 ml de la suspensió a la superfície de la placa. Es reparteix 

per tota la placa amb la nansa de Digralsky, destapant la tapa només l’espai just perquè 

passi la nansa. La nansa de Digralsky s’haurà banyat amb alcohol i flamejat a cada placa 

per a la seva esterilització. (Fig. 2.10). 

 

�  Fig. 2.9: a) Posar 0’1 ml de la suspensió a la superfície de la placa. b) Banyar la nansa de 
Digralsky amb alcohol. c) Flamejar-la. d) Repartir la mostra per tota la placa. 



 Kèfir: bacteris i fongs en simbiosi?  Curs 2007-2008 

 43 

S’han sembrat un total de 36 plaques. Tres dilucions per a cada mostra i tres rèpliques 

de cada dilució. S’han deixat incubar a temperatura ambient (25ºC) durant 72h. Aquest 

és l’aspecte que mostraven algunes de les plaques després del creixement: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per a fer el recompte de cada mostra es conta cada colònia que s’ha format de cada 

placa, fins a un màxim de 150 colònies. El nombre resultant és donat en UFC (unitats 

Rèpliques 1, 2 i 3 de la dilució 10-4 
del kèfir aigua. Es pot veure com en 
la rèplica 3 (a baix) han crescut unes 
colònies grans. Observant el color i 
la forma de les colònies es pot 
determinar que són de fongs (color 
no tant brillant com les de bacteris). 

Rèplica 3 de la dilució 10-4 
del kèfir envasat. Presentava 
una gran densitat de colònies 
de fongs. 

Rèpliques 1, 2 i 3 de la 
dilució 10-6 del “kèfir llet 2”. 
Es pot veure com en aquesta 
dilució no han crescut 
colònies. 
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formadores de colònia), és a dir, per a cada microorganisme que va ser sembrat s’ha 

originat una colònia després de la incubació. El recompte ha estat el següent (en unitats 

formadores de colònia): 

 

Recompte (incubació 72h. a 25ºC) 

Kèfir llet 1 

10-4 10-5 10-6 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

11 9 5 0 0 0 0 0 0 

Kèfir llet 2 

10-4 10-5 10-6 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

13 11 3 3 2 2 0 0 0 

Kèfir llet 4 

10-4 10-5 10-6 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

>150 >150 >150 65 47 73 3 3 2 

Kèfir aigua 

10-4 10-5 10-6 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

31 38 31 0 1 2 0 0 0 

 

A partir de les dades obtingudes amb el recompte i per la següent fórmula podem fer un 

càlcul aproximat de les unitats formadores de colònia per a cada mil·lilitre de mostra 

(només es tenen en compte les plaques d’entre 15 i 150 colònies crescudes): 

 

 

 

 

 

 

�  Aquesta taula indica per a cada dilució i per a cada rèplica el nombre d’unitats formadores de colònia 
(en negreta). 

� � 121 1,0 dnnV

ufc
N

���
� �

V, és el volum de mostra sembrat. 

n1, és el nombre de plaques vàlides sembrades a la dilució més 
petita a partir de la qual comencem a comptar 
(concentració més gran). 

n2, és el nombre de plaques vàlides comptades a la dilució més 
gran. 

d1, és la dilució primera a partir de la qual comencem a comptar 
plaques vàlides. 
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Aplicant aquesta fórmula obtenim les següents dades per a cada kèfir: 

 

Kèfir llet 1 2’5 x 106 ufc/ml 

Kèfir llet 2 2’5 x 106 ufc/ml 

Kèfir llet 4 2’147 x 107 ufc/ml 

Kèfir aigua 3’3 x 106 ufc/ml 

 
A partir de la primera sembra es seleccionen cinc 

colònies per a cada dilució (Fig. 2.11) i es sembren per 

separat dues vegades consecutives. Es procura que 

aquestes cinc colònies tinguin morfologies diferents 

(forma, elevació, color, etc.) per tal d’aconseguir la 

major diversitat de fongs en l’extracció de l’ADN i 

seqüenciació. 

 

La tècnica utilitzada a la segona sembra serà la “sembra per 

estria escocesa o obliqua” (streak-plate). S’utilitza per 

aconseguir colònies aïllades quan es parteix d’altes con-

centracions. Se segueixen diverses línies paral·leles. Es torna 

a flamejar la nansa de kolle (deixant-la  refredar), i girant la 

placa es segueixen una altra sèrie de línies tot començant on 

han acabat les altres. Repetir el procés fins completar la 

placa, tenint cura de no connectar el final de les últimes estries amb les primeres (Fig. 

2.12). 

 

Després de la segona sembra, les plaques tenien 

el següent aspecte (Fig.2.13). En les plaques amb 

més densitat de fongs es podia notar una forta 

olor, molt semblant a la del llevat del pa. Les 

mostres estan a punt per a l’extracció de l’ADN. 

 

 

 

 

�  Fig. 2.10: Colònies escollides  
per aïllar. 

�  Fig. 2.11: Esquema 
de la sembra per estria 
escocesa. 

�  Fig.2.12: Aspecte que presentaven 
les plaques després de la tercera 
sembra. 
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2. Extracció de l’ADN: 

 

Es procedirà a extreure l’ADN de les vint colònies aïllades seguint el següent mètode: 

 

Extracció del DNA dels fongs aïllats 
 

 

 
1. Posar en un tub eppendorf 1 ml TRIS-
HCl (pH 7’4 / 50 mM) i afegir amb una 
nansa de kolle esterilitzada una mostra de 
la colònia. Disposar les 20 mostres (5 
colònies per a cada tipus de kèfir). 
 

2. Centrifugar a 10000xg durant 5 minuts. 
 

 

 

 

3. Descartar el sobrenedant amb la 
micropipeta. 

4. Afegir 300 � l de resina Chelex® 100 
per unir l’ADN (s’ha de vortejar 
constantment amb l’agitador magnètic). 

 

 

 

 

5. Incubar a 56ºC durant 20 minuts. Cada 
5 minuts vortejar a velocitat ràpida durant 
5 segons. 

6. Vortejar els tubs durant 10 segons i 
incubar-los a 100ºC durant 8 minuts.  
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7. Tornar a vortejar els tubs durant 10 
segons i posar-los ràpidament en gel 
durant 2 minuts. 

8. Centrifugar a 14000xg durant 5 minuts. 

  

9. Transferir el sobrenedant a un nou tub 
eppendorf estèril (Anant amb compte amb 
la resina). 

10. Guardar els tubs en gel fins al moment 
del seu ús. 

 

 

3. Amplificació de l’espai intergènic ITS dels fongs per la reacció de PCR: 

 

De la mateixa manera que s’ha fet en la pràctica anterior, es duu a terme el procediment 

per a la PCR: 

 

 
Reactius i proporcions per a la PCR de fongs 

10x Qiagen buffer (15mM MgCl2) 2,5 � l 

5x Q-solution 5 � l 

dNTP’s (10 mM) 0,5 � l  

MgCl2 (25 mM) 0,5 � l 

ITS 1 F-GC (10 pmol/� l) [Encebador 5’-3’] 0,5 � l 

ITS 4 (10 pmol/� l) [Encebador 3’-5’] 0,5 � l 

Tag polimerasa (5 u/� l). 0,25 � l 

Aigua 14,75 � l 

Mostra (aprox. 50 ng/� l)  1 � l 

Volum total 25 � l 
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- Resultats: 

 

 

Després de preparar els reactius per a cada mostra, es col·loquen els tubs al 

termociclador. En aquest cas el programa ha estat el següent: 

 

Pas Temperatura (ºC) Temps (mm:ss) Cicles 

1 94 5:00  

2 94 0:30 

3 57 0:45 

4 72 1:00 

x 10 

2 94 0:30 

3 54 0:45 

4 72 1:00 

x 25 

5 72 7:00 

6 4 0:00 

 

 

En acabar la PCR, es fa un nou gel d’agarosa que ens permetrà determinar la 

presència de l’espai intergènic ITS característic dels fongs. 

 

Les bandes que mostren les 
amplificacions vàlides són les 
que coincideixen amb el 
marcador positiu, una soca pura 
de Saccharomyces Cerevisae. 
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Els resultats mostren la reacció de PCR per a les divuit mostres que s’han amplificat. La 

banda més intensa del control positiu (Saccharomyces Cerevisiae) serveix de referència 

per saber la posició de l’ITS al gel. Per tant, les mostres que tinguin una banda intensa a 

la mateixa altura seran vàlides: en total són onze de divuit. Així doncs, aquesta 

amplificació demostra la presència de l’espai intergènic ITS i, per tant, la presència de 

fongs. 

 

 

 

Conclusions de la pràctica B 

 

En funció dels resultats es pot establir que: 

 

�  Hi ha presència de fongs al kèfir. 

 

Conclusions finals de la determinació dels grups de microorganismes presents al 

kèfir a través de l’ADN 

 

A través de l’extracció de l’ADN a partir de la mostra i a partir de l’aïllament previ 

dels microorganismes s’ha determinat: 

 

�  Que el kèfir és format per bacteris i de fongs. 

�  Que la densitat de microorganismes és superior al kèfir de llet que al kèfir 

d’aigua. 

�  Que les condicions en què es troba el kèfir envasat són propicies ja que hi ha 

hagut un gran creixement de microorganismes. 
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2.1.3. Ampliació de les pràctiques al laboratori 

 

Amb les pràctiques anteriors ja es podria comentar la hipòtesi plantejada, però s’ha 

trobat adient fer una ampliació de l’estudi del kèfir que permetrà corroborar-la, 

desmentir-la o bé modificar-la més objectivament. 

 

Aquesta ampliació consta d’una pràctica més que permetrà la determinació de les 

espècies de fongs presents al kèfir. A partir dels productes de la PCR de fongs (pràctica 

B) i per una reacció de seqüenciació es farà un estudi de les característiques genòmiques 

de les diferents mostres. D’aquesta manera es sabrà amb exactitud si els fongs presents 

al bacteri són fongs filamentosos o bé llevats, dubte que s’ha plantejat amb l’observació 

al microscopi.  

 

Anàlisi de la diversitat d’espècies dels fongs presents al kèfir a través de 

l’ADN (seqüenciació de l’espai intergènic ITS) 

 

Les característiques genòmiques de tots els individus d’una espècie concreta tenen uns 

aspectes semblants que els permeten classificar com a tals. Així, per exemple, el 

genoma humà es caracteritza per estar compost de 46 cromosomes5 i contenir en total 

uns 3 bilions de bases que el formen.  

 

El fet que el nombre de bases de la cadena sigui tant gran en dificulta l’estudi. És per 

això que per a la determinació de les espècies s’escull un gen característic de cada una 

que tingui poc índex de mutacions al llarg de les generacions, com és el cas del 16S 

RNA per als bacteris o l’ITS per als fongs. Al llarg de la recent investigació genètica 

s’han fet grans bases de dades recopilant la informació que classifica les espècies 

segons les característiques genòmiques més importants. Exemples d’aquestes són el 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) i el Ribosome Database Project 

(http://rdp.cme.msu.edu/). 

 

 
                                                                    
5 Cromosoma: estructura situada a l’interior del nucli cel·lular que transmet el codi genètic. Està 
format d’ADN i proteïnes. 
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En aquesta pràctica es seqüenciaran les 11 mostres vàlides que van amplificar-se a la 

PCR per fongs a la pràctica B. Abans de la seqüenciació però, s’ha de preparar la 

mostra: 

 

 

- Procediment: 

 

1) Neteja de la mostra de possibles sals, enzims i altres partícules que pugui contenir 

mitjançant el kit de neteja “QIAquik PCR purification kit”. 

 

2) Reacció de seqüenciació: l’objectiu d’aquest pas és aconseguir ADN d’una sola 

cadena (monocatenàri). S’utilitza el kit “BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction 

Cycle Sequencing Kit” (Lab. Biosystems), que porta l’enzim polimerasa i els 

nucleòtids (A,T,C,G) marcats amb un fluorocrom6 diferent. 

 

Per a obtenir ADN monocatenàri es fan dues reaccions per separat, utilitzant 

únicament un encebador per a cada una: una reacció replicarà una cadena i l’altra la 

complementària. Així, en una s’afegirà l’encebador 5’ – 3’ (primera cadena) i a 

l’altra l’encebador 3’ – 5’ (segona cadena).  

 

 

 

 

 

 

                                                                    
6 Fluorocrom: substància capaç d’emetre una fluorescència i ser captada pel seqüenciador. 

�  Fig. 2.13: Esquema de la replicació corresponent a cada encebador. 
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3) Precipitació de dNTP fluorescents: en aquest pas s’eliminen els nucleòtids que 

no han estat incorporats a la cadena que s’ha replicat i que podrien interferir en 

la lectura del làser del seqüenciador a l’hora de determinar la seqüència. 

 

4) Seqüenciació: es col·loquen les mostres al seqüenciador (Abi Prysm), un aparell 

que per mitjà d’un raig de llum calcula la fluorescència de cada nucleòtid. 

Segons aquesta fluorescència i a partir d’unes variables que té en compte, el 

seqüenciador és capaç de determinar quina base hi ha a cada posició de la 

cadena. El resultat és una seqüència de lletres (A, T, C, G) corresponents a cada 

nucleòtid (adenina, timina, citosina i guanina). 

 

- Tractament dels resultats: 

 

Dels 11 parells de mostres que hi ha (11 per al ITS-1 i 11 per al ITS-4) en són vàlids 9. 

Utilitzant el programa d’ordinador BioEdit cada cadena es pot alinear amb la seva 

complementària per arreglar els errors de seqüenciador (bases que no coincideixen) i 

així obtenir un resultat més fiable. El seqüenciador fa una gràfica anomenada 

cromatografia segons la intensitat que obté de cada base (Fig. 2.15): 

Procediment per a la reacció de seqüenciació: 
 

Reactius Reacció 1 Reactius Reacció 2 
DNA motllo 1 � l DNA motllo 1 � l 
Ready reaction Premix 2 � l Ready reaction Premix 2 � l 
BigDye seq. buffer 1 � l BigDye seq. buffer 1 � l 
Encebador ITS-1  1 � l Encebador ITS-4 1 � l 
H2O 5 � l 

 

H2O 5 � l 
 
Un cop preparades les mostres es col·loquen al termociclador i es programa: 
 

Pas 1 94ºC 3’ 
Pas 2 96ºC 10’’ 
Pas 3 50ºC 5’’ 
Pas 4 60ºC 4’ 
Pas 5 4ºC pausat 
25 cicles del pas 4 al 2 
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Utilitzant la cromatografia com a referència, s’ajunten les dues seqüències 

complementaries i s’indica al programa que busqui la posició on coincideixin més 

bases. Aleshores es corregeixen manualment els errors valorant amb les cromatografies 

quina és la seqüència més fiable (com més marcats siguin els pics més ho serà) (Fig. 

2.16). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Aquesta seqüència s’exporta del programa i s’introdueix a la següent pàgina web: 

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi. Mitjançant aquesta base de dades online que 

compara la nostra seqüència amb la d’altres microorganismes, s’obté un llistat 

d’espècies conegudes ordenades per percentatge de semblança. 

 

 

 

 

 

�  Fig. 2.14: Cromatografia visualitzada amb el programa BioEdit. Cada pic de la gràfica 
correspon a la màxima intensitat detectada pel seqüenciador. Així, els pics vermells 
corresponen a les timines, els verds a les adenines, etc. 

�  Fig. 2.15: Acoblament de les seqüències de cadenes complementaries. 
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- Resultats: 

 

Mostra Tipus Kèfir Seqüència amb més 
semblança 

Codi 
GENBANK 

Percentatge 
semblança 

C1K1 Saccharomyces unisporus DQ646693 100 % 

C2K1 Saccharomyces cerevisiae AM900407 98 % 

C3K1 Kazachstania unispora D89896 99 % 

C5K1 

Llet 

Saccharomyces unisporus DQ646693 100 % 

C1K2 Saccharomyces unisporus DQ646693 100 % 

C2K2 Saccharomyces unisporus DQ646693 100 % 

C3K2 

Llet 

Kazachstania unispora D89896 99 % 

C2K4 Envasat Kluyveromyces marxianus Eu266570 99 % 

C3KA Aigua Saccharomyces cerevisiae AM900407 100 % 

 

 

 

Conclusions de l’anàlisi de la diversitat d’espècies de fongs presents al kèfir 

 

A partir dels resultats es pot establir que: 

 

�  La gran majoria de fongs presents al kèfir són llevats. En tots els casos s’han 

obtingut seqüències amb un alt percentatge de similitud (98-100%). En cinc 

casos aquesta similitud ha estat del 100%. 

 

Tot i que els resultats són fiables, s’ha de contemplar la possibilitat que amb la 

seqüenciació de només nou aïllats no es tingui un mostreig fiable de tots els fongs 

presents al kèfir. Per tant, el fet que els resultats de la observació al microscopi 

mostrin fongs filamentosos, però que no se n’hagi trobat cap espècie en la 

seqüenciació no implica que no n’hi hagi. El que si es demostra és que els llevats hi 

són presents i en més quantitat. 
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2.1.4. Conclusions de l’estudi del kèfir al laboratori 

 
A partir dels resultats i conclusions extrets en aquestes tres pràctiques (pràctica A, 

pràctica B i pràctica C) es poden establir unes conclusions finals en relació a la 

hipòtesi plantejada al inici, referents a la composició del kèfir: 

 

�  El kèfir és format per bacteris i fongs (llevats i fongs filamentosos). 

�  Els bacteris presents al kèfir són bacteris de l’àcid làctic. 

�  Respecte als fongs, s’ha provat la presència de fongs filamentosos i llevats. 

Tot i així, la densitat de llevats és superior a la de fongs filamentosos. 

�  La densitat de microorganismes és superior en el kèfir de llet que en el kèfir 

d’aigua. 

�  Els grànuls de kèfir són formats principalment per llevats i fongs filamentosos, 

mentre que els bacteris es situen al voltant i al interior del producte resultant. 

 

- Modificació de la hipòtesi: 

 

Extretes les conclusions pertinents, podem plantejar una modificació per a la nostra 

hipòtesi que s’adeqüi als resultats obtinguts. Així doncs, la hipòtesi inicial quedaria 

així: 

 

La comunitat del kèfir és formada per espècies de bacteris i fongs (llevats i fongs 

filamentosos). 
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3. Activitat dels microorganismes 
 
Coneixent els tipus de microorganismes que formen el kèfir es pot deduir, a partir de les 

seves característiques, el seu mètode per a aconseguir l’energia necessària per dur a 

terme les funcions vitals.  
 

3.1. La fermentació del kèfir  
 

 
Els bacteris i fongs del kèfir es mantenen vius gràcies a la llet o substàncies ensucrades 

que els proporcionem. Aquests nutrients són els que permeten totes les reaccions 

metabòliques per tal de tenir energia suficient per dur a terme les funcions vitals 

principals. En els microorganismes anaerobis, el procés d’obtenció d’energia és la 

fermentació, que consisteix en una oxidació parcial de la glucosa o altres monosacàrids, 

obtenint-se ATP. Així, es pot deduir que el kèfir, per mantenir-se viu, fermenta els 

sucres presents a la llet i l’aigua i te ensucrats: lactosa i sacarosa (Fig. 3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La fermentació més freqüent que duen a terme els bacteris de l’àcid làctic (presents al 

kèfir) és la fermentació làctica, mentre que la dels llevats és la fermentació alcohòlica 

(és per aquest motiu que el kèfir té un percentatge d’alcohol). Pel que fa als fongs 

filamentosos, probablement no tenen cap activitat relacionada amb la fermentació de la 

llet, sinó que actuen com a descomponedors. En aquest apartat ens centrarem en 

l’activitat duta a terme pels llevats i els bacteris únicament. 

 

 

 

� -D-glucosa  � -D-galactosa  � -D-glucosa  � -D-fructosa  

�  Fig. 3.1: Esquema dels disacàrids sacarosa i lactosa, glúcids que el kèfir fermenta. 
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�  Fermentació làctica: 

 

Aquesta fermentació la realitzen bacteris de l’àcid làctic i algunes cèl·lules animals. 

Consisteix en una transformació de la glucosa en piruvat mitjançant la glicòlisi 

(seqüència de 10 reaccions catalitzades enzimàticament). Posteriorment, a partir del 

piruvat s’obté el lactat. En aquesta reacció es produeixen 2 ATP.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�  Fermentació alcohòlica: 

 

Aquesta fermentació la realitzen els llevats del gènere Saccharomyces. El piruvat 

obtingut en la glicòlisi es descarboxila per formar acetaldehid i CO2. A continuació 

aquest, per l’acció del NADH es redueix a etanol. En aquesta reacció es produeixen 2 

ATP (Fig. 3.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�  Fig. 3.2: Esquema de la fermentació làctica. 

�  Fig. 3.3: Esquema de la fermentació alcohòlica. 
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D’entrada, s’ha deduït que aquestes reaccions de fermentació es donen realment al kèfir. 

I que, per tant, els disacàrids presents al kèfir s’hidrolitzen en monosacàrids i 

posteriorment s’obté àcid làctic o bé etanol. Aquest fet però, es pot corroborar amb una 

petita pràctica molt senzilla: la reacció de Felhing. 

 

Reacció de Felhing 

 

- Objectiu de la pràctica: 

 

L’objectiu d’aquesta pràctica és demostrar que el kèfir duu a terme la fermentació, és a 

dir, que descompon els disacàrids en monosacàrids i posteriorment en àcid làctic i 

etanol per a obtenir energia. 
 

- Caràcter reductor dels glúcids: 

 

S’entén com a reductor aquell compost que tendeix a 

alliberar molècules d’hidrogen de la seva molècula. 

Respecte als glúcids, es parla de reductor i no reductor 

en funció de si el grup aldehid (carboni lliure) forma 

part de l’enllaç o no, és a dir, si no el forma podrà 

alliberar hidrogen i oxidar-se (Fig. 3.6).  

 

Tots els monosacàrids són reductors i pel que fa als 

disacàrids l’únic que no ho és, és la sacarosa.  

 

- Disseny de la pràctica: 

 

La reacció de Felhing és una reacció qualitativa que permet determinar si en una mostra 

hi ha presència de glúcids reductors. Si n’hi ha serà positiva (la mostra es tornarà 

vermella) i si no negativa (la mostra romandrà blava). 

 

�  Fig. 3.4: Esquema d’un glúcid 
reductor / no reductor. 
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Partint de la base que la sacarosa no és reductora i, per tant, respondrà negativament a la 

reacció de Felhing, es pot fer un petit estudi de la fermentació que es dóna al kèfir 

d’aigua ja que, en aquest, el combustible orgànic és la sacarosa.  

 

Així, el primer dia de la preparació del kèfir, quan s’afegeix sucre a l’aigua, la mostra 

hauria de reaccionar negativament ja que solament hi ha sacarosa. Al cap d’un dia, en 

canvi, forces molècules ja s’han hidrolitzat per donar monosacàrids i, per tant, la mostra 

reaccionarà positivament. 

 

- Material emprat: 

 

�  Tubs d’assaig. 

�  Gradeta, pinces, fogonet, vas de precipitats. 

�  Solució de Felhing A i B. 

�  Mostra de kèfir d’aigua. 

 

- Procediment: 

 

Es disposa d’una mostra preparada el dia anterior en què teòricament ja s’haurà produït 

la hidròlisi i d’una altra mostra que es prepararà al moment. 

 

 

Reacció de Felhing 
 

 

 

 

1. Afegir 2 ml de Solució de Felhing A als 
tubs d’assaig. 

2. Afegir 2 ml de Solució de Felhing B als 
tubs d’assaig. 
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3. Afegir 3 ml de la mostra al tub d’assaig 
i agitar suaument. 

4. Col·locar el tub al bany maria i esperar 
una estona. 

 

 

- Resultats: 

 

 

 

 

 

Mostra Resultat 

Kèfir 1r dia negatiu 

Kèfir 2n dia positiu 

Conclusions de la reacció de Felhing 

 

Amb aquesta petita pràctica, s’ha demostrat que el kèfir d’aigua hidrolitza la sacarosa. 

Així doncs, utilitza la sacarosa com a font d’energia mitjançant una fermentació. 

Altres observacions evidents que ho demostren per al kèfir de llet són el gust àcid del 

producte resultant (per la transformació de la glucosa en àcid làctic dels bacteris) i el 

lleuger percentatge d’alcohol present al kèfir de llet i d’aigua (per la transformació de 

la glucosa en etanol dels llevats).   
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4. Kèfir: bacteris i fongs en simbiosi? 
 

 

A la majoria de medis i àmbits naturals, els bacteris i els fongs competeixen per la 

supervivència. Els humans tendim a pensar que els bacteris ens perjudiquen i que els 

fongs ens ajuden, però no és cert. Al llarg del nostre tracte intestinal i per tota la nostra 

pell, per exemple, hi tenim una flora de bacteris que mantenen un equilibri i formen part 

del nostre organisme. El peu d’atleta, per exemple, és una malaltia provocada per fongs.  

 

En general, el nostre cos conviu amb milers de microorganismes (fongs i bacteris) que 

estan en equilibri; els uns controlen la proliferació dels altres. Un desequilibri en 

aquesta relació pot influir en una proliferació sobtada d’algun d’ells i provocar així una 

malaltia. El cas de la candidiasi7 es produeix per una neteja excessiva, un canvi 

hormonal o bé una variació en el pH de la pell o mucoses, provocant així una infecció 

per fongs (vaginitis, etc.). Curiosament, un remei casolà per a candidiasis lleus és 

l’aplicació tòpica de iogurt, ja que els bacteris que conté ajuden a controlar el fong. 

 

Com a cas oposat tenim el Penicillium notatum, fong utilitzat per a l’obtenció de la 

penicil·lina, el primer antibiòtic utilitzat en medicina. En general es considera que els 

fongs són bactericides (possiblement perquè són organismes més evolucionats, 

eucariotes) i que acaben dominant al bacteri. 

 

Així doncs, la relació entre aquests dos grups de microorganismes a la natura, més que 

una simbiosi és una relació de competència.  

 

Al kèfir però, la relació és de simbiosi o també és de competència? A simple vista 

sembla que, al contrari que a les altres relacions naturals, la relació entre bacteris i fongs 

és una simbiosi. No obstant, s’han de considerar diferents variables.  

 

En general, en les relacions de competència naturals es lluita per a la font d’aliment. En  

el cas del kèfir, si se li proporciona periòdicament llet, aigua o te ensucrats el problema 

per a repartició no hi és. Així, ni els bacteris ni els llevats han de controlar-se 

mútuament ja que no els falta aliment. 
                                                                    
7 Candidiasi: infecció de la pell per fongs. 
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També seria possible que, al ser la primera fase de la fermentació de tots dos la mateixa, 

els bacteris s’aprofitessin dels llevats i els agafessin directament el piruvat o a l’inrevés. 

 

Així, podem arribar a fer-nos la hipòtesi que el kèfir és una simbiosi de bacteris i fongs 

induïda pels humans per a beneficiar-se de les seves propietats. De ben segur que si la 

font d’aliment escassegés aquesta relació simbiòtica es transformaria en una relació 

competitiva. No obstant, aquesta relació de microorganismes és un fet molt complex i 

difícil de determinar que al final d’aquest treball queda com una mera hipòtesi. 
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Conclusions 
 
Finalitzat el treball, es pot veure com l’objectiu proposat s’ha acomplert, és a dir, s’ha 

aconseguit determinar la composició del kèfir. No obstant, també s’han obert 

nombrosos interrogants i dubtes que permetrien que el treball s’estengués 

indefinidament.  

 

Al llarg de la recerca, a més, han sorgit nombrosos temes relacionats amb el treball que 

en podrien originar un de nou perfectament. Durant l’estudi del kèfir a més, s’han 

formulat noves preguntes per analitzar, però que per manca de temps no s’han pogut 

desenvolupar en la investigació. Per exemple el kèfir, al ser una recepta casolana no es 

prepara en un ambient estèril. No obstant, no es malmena ni es torna dolent. Seria 

possible doncs que tingués algun caràcter antibiòtic que el protegís de microorganismes 

aliens? També s’havia plantejat buscar les millors condicions perquè el kèfir proliferés 

en funció de la temperatura, el tipus de llet, etc. Però es va prioritzar per les pràctiques 

considerades més interessants com és l’estudi de la seva composició.  

 

El gran inconvenient d’un treball tant pràctic és l’error. En nombroses ocasions els 

experiments no acabaven de funcionar i s’havien de repetir, fet freqüent en el treball 

experimental. El que he après en la recerca és que només amb perseverança i paciència 

s’aconsegueixen els resultats. Tot i això, el temps mai acompanya; sempre en falta.  

 

El fet de tenir la oportunitat de anar a fer el treball experimental a l’Universitat de 

Girona m’ha proporcionat una gran satisfacció per tot el que he après del treball 

d’investigació. Gràcies a poder dur a terme l’estudi del kèfir al laboratori de la facultat, 

he après el funcionament de moltes tècniques que, de ben segur em faran falta en estudis 

futurs. 

 

M’ha sorprès enormement tot l’esforç i temps necessaris per a dur a terme els 

experiments i repetir-los si era necessari. Probablement els joves que estem acostumats 

a mirar series de televisió que succeeixen en ambients d’investigació, ja siguin 

laboratoris criminalistes, d’hospitals o d’investigació, no contemplem la possibilitat que 

els experiments puguin fallar. A més, la sensació a les sèries és que els resultats són 

immediats, cosa totalment falsa a la realitat.  
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