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RESUM

El consum de begudes fermentades com la kombutxa esta augmentant notoriament des dels
ultims anys i s’estan proposant materies primeres diferents a les tradicionals de te com una
alternativa d’aprofitament de subproductes amb interessants propietats funcionals. L'objectiu
d’aquest estudi va ser obtenir kombutxa amb alta activitat antioxidant utilitzant la brisa del
raim (pells, llavors i tiges) en lloc de les fulles de te; al mateix temps, es van elaborar també
kombutxa de te verd i de te negre per poder comparar resultats. Encara que es van trobar els
mateixos microorganismes en els tres kombutxes, es van poder observar diferencies en
I'abundancia d"aquests. Els microorganismes més nombrosos van ser els bacteris acid acétiques
(BAA) Komagataeibacter intermedius i el llevats Brettanomyces Bruxellensis, tot i que
Oenococcus Oenii es va detectar també com les bacteries acid lactiques (BAL) més abundants.
Es va determinar la composicié quimica dels tres kombutxes (verd, negre i raim): densitat, pH,
acidesa, compostos fenolics i activitat antioxidant durant la fermentacié. Els resultats de pH van
mostrar un rang segur de 2,5 a 2,9. El contingut de sucres reductors inicials de raim que eren
més elevats que els del te, van ser molt similars en les tres begudes finals, a més, la kombutxa
de raim va resultar amb menor quantitat de sucrosa. El contingut d"acids fenolics en la beguda
de raim va ser molt baix en comparacié a les begudes de te, el que s’esperava degut a que les
varietats blanques del fruit no sén tan riques en aquests compostos com la varietats vermelles.
La capacitat antioxidant de la kombutxa de te verd i negre va resultar practicament la mateixa
abans i després de fermentar, en canvi, la del kombutxa de raim, va experimentar un augment
d’inhibicié dels radicals lliures de 60% a 92% . Els resultats van mostrar que la brisa de raim
podria utilitzar-se per obtenir begudes de kombutxa alternatives amb alt poder funcional de
gran utilitat en el camp de la Nutricid i la salut com a nutriceutic, aixi com un valor afegit degut

a l'aprofitament d'un subproducte tant comu i nombrds en les nostres terres.

Paraules clau: Kombutxa, brisa, capacitat antioxidant, fermentacid, beneficis per la salut.
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ABSTRACT

The consumption of fermented beverages such as kombucha has increased significantly in
recent years and raw materials different from traditional tea are being proposed as an
alternative to the use of by-products with interesting functional properties. The aim of this
study was to obtain kombucha with high antioxidant activity using the grape (skins, seeds, and
stems) instead of tea leaves; At the same time, green tea and black tea kombucha were also
made in order to compare results. Although the same microorganisms were found in all three
kombuchas, differences in their abundance could be observed. The most numerous
microorganisms were the acetic acid bacteria (AAB) Komagataeibacter intermedius and the
removed Brettanomyces Bruxellensis, although Oenococcus Oenii was also detected as the
most abundant lactic acid bacteria (LAB). The chemical composition of the three kombuchas
(green, black and grape) was determined: density, pH, acidity, phenolic compounds and
antioxidant activity during fermentation. pH results showed a safe range of 2.5 to 2.9. The
initial reducing sugar content of grapes, which were higher than those of tea, were similar
moles in the final three beverages, and grape kombucha had a lower amount of sucrose. The
phenolic acid content in the grape beverage was very low compared to the tea drinks, which
was expected because the white varieties of the fruit are not as rich in these compounds as the
red varieties. The antioxidant capacity of green and black tea kombucha was practically the
same before and after fermentation, while that of grape kombucha experienced an increase in
free radical inhibition from 60% to 92%. The results showed that the grape breeze could be
used to obtain alternative kombucha drinks with high functional power of great utility in the
field of Nutrition and health as a nutraceutical, as well as an added value due to the use of a

common and numerous by-product in our lands.

Key words: Kombucha, grape, antioxidant capacity, fermentation, Health Benefits.
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ABREVIACIONS

Scoby Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeasts
BAL (LAB) Bacteria acid lactica (Lactic Acid Bacteria)

BAA (AAB) Bacteris acid acetiques (Acetic Acid Bacteria)

AT (TA) Acidesa total (Total Acidity)
MRS Man, Rogosa i Sharpe

GYC Yeast-glucose-cloranfenicol
YPD Yeast Extract Peptone Dextrose
WLN Wallerstein Laboratory Nutrient
PCR Polymerase chain reaction

Ufc Unitats formadores de colonies
ITS Internal transcribed spacer
dNTPs Desoxirribonucleosids trifosfat
PAN Primary Amino Nitrogen

IC50 Half maximal inhibitory concentration




1.Introduccid

1.1. La Kombutxa

El consum de begudes fermentades sempre ha format part en moltes cultures des de fa milers
d'anys. La kombutxa en concret, ha experimentat un gran interés en la Ultima década. Aquesta
beguda esta vinculada al Nord-est de la Xina des de fa més de 2200 anys. Aquest producte és

una beguda funcional baixa o sense alcohol, lleugerament acida i carbonatada.

Es prepara de manera tradicional amb fulles de te verd i negre a les que se'ls afegeix sucre i
Scoby (cultiu simbiotic de bacteris i llevats), son microorganismes probiotics format per una
barreja de bacteris i llevats: bacteris acid lactics (BAL) com Lactobacillus spp. i Oenococcus spp.,
bactéries acid acetics (BAA) com komagataeibacter spp., Acetobacter spp. i Gluconobacter spp.,

i un ampli ventall de llevats: Saccharomyces spp.i Brettanomyces spp.(Gaggia et al., 2019).

La kombutxa ha estat reconeguda pels seus beneficis per a la salut degut al seu contingut ric en
diversos metabolits beneficiosos per la salut, que no solament s'alliberen de la matéria primera
sind que també es generen durant la fermentacié, parlem de polifenols, acids organics,
vitamines i minerals, enzims, proteines i una alta concentracié d’antioxidants. Per obtenir un
perfil nutricional, compostos bioactius i caracteristiques organoléptiques més interessants, es
considera un temps de fermentacié de 7 a 10 dies (Morales et al., 2023) sent Brettanomyces
Bruxellensis el principal i més important llevat que participa en la fermentacio (Villarreal-Soto
et al. 2020). Un major temps de fermentacié ajuda a augmentar les quantitats de compostos
bioactius que son tan beneficiosos per la salut, com els polifenols; vitamina B i C; i minerals
essencials com Ferro, Manganes, Zinc i Coure (Bortolomedi et al., 2022). De fet, els compostos
de fenol i flavonoides disminueixen al comen¢cament de la fermentacié i van augmentant
durant aquesta [ 16 ]. No obstant aix0, amb major dies de fermentacié, també augmenta la
produccié d'acids organics per part de SCOBY. Per tant, és necessari garantir la seguretat del
consumidor. La literatura també destaca Il'alt potencial antioxidant de la Kombutxa
(Chakravorty et al., 2016 ). Aquesta propietat antioxidant depén de tres factors importants: el
tipus i composicio de la infusid, el SCOBY i el procés de fermentacid. Per exemple, el te verd
present en aquesta beguda fermentada, destaca per les seves importants propietats
antioxidants, pero el procés de fermentacid pot induir a un augment en el potencial
antioxidant (Chakravorty et al., 2016), de fet, el temps de fermentacio influeix en I'augment i el

contingut d'aquests compostos polifenols.
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Tot i aix0, en els darrers anys, s'ha proposat diferents substrats com cereals, herbes, algues i
fruites variades i poder elaborar kombutxes divergents al tradicionals de fulles de te (Teixeira et
al., 2023). Fins a la data s’han provat una gran varietat de fruites, entre ells el raim (Ayed et al.,
2017); aquests substituts del te aporten composicions quimiques i caracteristiques sensorials
diferents, s'ha demostrat un alt poder antioxidant en la majoria dels assajos (Martins et al.,
2016); tot aix0, suposa noves propietats funcionals per investigar dins del camp de la Nutricid i
la salut. Per aprofundir en aquest argument, alguns assajos han estudiat minuciosament els
antioxidants dietetics que s'han sotmés a procediments amb matéries vegetals per obtenir-ne
informacid a proposit de les seves composicions (Morales et al., 2023), pero tot i aixi,

existeixen controvérsies en els resultats i falta més recerca per unificar-los en una direccio.

1.2. Els residus solids del raim

El raim (vitis spp.) és una de les fruites consumides més valorades mundialment. Existeix una
gran industrialitzacié entorn a ell; es produeixen 50 milions de tones en tot el mén, només una
quarta part del total és pel consum directe, les altres % parts s'utilitzen per la produccié de vi,
el que suposen moltes tones de residus solids, és el diuen la brisa, formada per les pells, les

llavors i les tiges, que s'estima un 20% de la produccié total del fruit.

La pell i la llavor es consideren una bona font de compostos fenolics, antocians i flavonoides,
aixi com de fibra dietética, compostos lipofils i vitamines i minerals (Chen i Macedo, 2016) (Fig.
1). Actualment, existeix un augment d'interés sobre la diversitat de compostos polifenols degut
als seus beneficis en la salut, de la mateixa manera, succeeix amb |"aprofitament i utilitzacié de
subproductes, tant en el camp de la Nutricid6 com en la industria alimentaria, ambdds
estretament relacionats i que ha impulsat a la investigacié de noves tecnologies d’Us sostenible
i ambiental. Addicionalment, cal remarcar, que el sector vitivinicola representa el 16% del PIB
associat a la industria agroalimentaria a tot I'Estat, segons dades del 2020. La produccid de vi
catalana representa un 8,38% de la produccid de vi nacional encara que Catalunya esta a la
capcalera de I'exportacié de vi a nivell estatal. De fet, la indUstria vitivinicola a Catalunya, amb
un volum de negoci anual proper als 1.200 M€ a lany, representa el tercer sector

agroalimentari al pais.
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GRAU EN NUTRICIO HUMANA | DIETETICA ESTEFANIA ROMEU
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Magnesi
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Fig. 1. Propietats nutricionals del raim

1.3. Antioxidants i beneficis per la salut

El raim i per tant, els residus del fruit, professen multiples beneficis per la salut com hem
mencionat, sén els efectes antioxidants, antiinflamatoris, antidiabétics, moduladors de la

microbiota intestinal, ant obesitat, cardi protectors i fins i tot ant cancerigens (Fig. 2)

ANTIOXIDANT

ANTIDIABETIS

Augment activitats enzimatiques antioxidants

Augment funcié i estructura del pancrees
+Regulacié de les vies d "implicacié PI3K/AK i Nrf2

Disminuir la resisténcia a la insulina

ANTIINFLAMATORI MODULADOR MICROBIOTA

Disminuir la secrecit de catequines pro
inflamatories
+ Regulacid de les vies de senyalitzacid

Augment d “abundancia de bactéries
beneficioses

CARDIOPROTECTOR ANTIOBESITAT

Disminuir la pressié arterial, | " estrés oxidatiu

Augment termogénesis teixit adipés
Disminuci6 de la apoptosis

+ Regulacio microbiota

HEPATOPROTECTOR ANTIOXIDANT

Augment metabolisme dels lipids Augment cél. cancerigenes i apoptosi
Augment funcid del fetge i lla funcié immune Disminucié cél. proliferaries, invasives i migraries
Disminucié de | acumulacié de greix al fetge

Disminucié angiogénesis
Disminucio de | "estrés oxidatiu

Fig. 2. Beneficis del raim per a la salut.
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L'alimentacié és un dels pilars fonamentals de la salut. Introduir noves linies de produccio
sostenible és molt important per a oferir dietes saludables i sostenibles i nous productes per a
tots amb la finalitat de millorar les seves vides i el planeta (FAO). Un altre aspecte significatiu,
és I'adopcio d'una dieta més saludable basada en productes més beneficiosos, fonamental per
a reduir la mortalitat i la morbiditat i millorar la qualitat de vida. D'altra banda, una dieta poc
saludable és responsable de deficiéncies o excessos de micronutrients i contribueix a crear i
augmentar la incidéncia de malalties, com |'obesitat, les malalties cardiovasculars, la diabetis,

el cancer i altres patologies.

La brisa de raim és un clar exemple de produccid sostenible, I'aprofitament d’aquest

subproducte pot oferir grans beneficis que poden incorporar-se en una dieta sana.

En realitat, exhibeix concentracions més altes de compostos bioactius i activitat antioxidant
(137,0 £ 3,2 mg equivalent d'acid gal-lic/100 g), flavonoides totals (128,5 + 23,0 mg
equivalent/100 g) i antocianines totals (92,5 + 4,0 mg d'equivalent de cianidina). /100 grams)
(de Andrade RB et al., 2021); un estudi realitzat per Ben Youssef et al. On experimentava amb
extracte de pells i de llavors de raim, va determinar que aquestes protegien les neurones,
afavoreixen |'estres oxidatiu i la inflamacié, milloraven la funcid motora i prevenien certs
processos d’envelliment com [|'adipositat visceral, el deteriorament del pancrees i el

desenvolupament de tumors.

1.4. Aplicacions de la brisa en la industria alimentaria

Existeix un gran compromis en la tecnologia dels aliments, basada en reduir, reutilitzar, reciclar
i recuperar i un interés per a desenvolupar ingredients funcionals i bioactius per a la promocié
de la salut. Tanmateix, s'esta veient la recerca en aquests aliments funcionals que té com a
objectiu explorar components actius naturals que proporcionin beneficis per a la salut més
enlla de la nutricié essencial, dirigit a prevenir malalties i promoure el benestar i la qualitat de
vida de les persones. Alguns exemples d'aliments funcionals inclouen probiotics, prebiotics,

suplements dieteétics, vitamines i antioxidants (Liaros S., 2021).

Com s’ha esmentat anteriorment, el raim és un fruit que es produeix amb una forta
industrialitzacio, només una quarta part esta destinada al consum directe, la resta va dirigida a
la industria vinicola, el que genera al voltant de un 20% de residu solid. L'aprofitament
d’aquests residus per part de la industria alimentaria podria solucionar molts problemes de
sostenibilitat i ambientals, a més de beneficiar-se de manera nutricional del gran poder
funcional, tant de la riqguesa antioxidant com de la fibra dietetica. Recentment, aquest

subproducte del raim ha guanyat l'interes cientific que han centrat el focus en |'Us de la brisa

v URV
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de raim com materia primera per produir aliments enriquits: lactics, vegetals, carnis, pastes,
cereals, etc., també per produir olis rics en acids grassos insaturats i vitamines liposolubles a
partir de les seves llavors, i per produir additius dietetics per millorar la qualitat, color i vida util
de molts productes, aixi com desenvolupar productes amb millor valor nutricional i millors
beneficis per a la salut amb considerables perspectives de popularitzacié i aplicacié que han
despertat gran curiositat en els investigadors i en les empreses, pel que es necessiten més
estudis addicionals per determinar la seva eficacia. Aquest subproductes també sén utilitzats

per I'industria farmaceutica, textil, cosmeética i per la industria energética.

Es va elaborar una kombutxa per poder aprofitar aquests residus al complet, aixi que es van
utilitzar les pells, les llavors i les tiges fresques recaptades immediatament després del premsat
del raim. Es van el. laborar també dues kombutxes més utilitzant la matéria prima tradicional,
un amb fulles de te verd i I'altre amb fulles de te negre. Es van avaluar els resultats de les tres
begudes per determinar si el substrat de brisa de raim aporta millors propietats nutricionals

després de la fermentacio i aixi comparar-lo amb les kombutxes tradicionals.

1.5. Beneficis de la kombutxa per a la salut

Aquesta beguda fermentada era utilitzada tradicionalment fa milers d"anys com a remei per
diferents problemes de salut degut als compostos bioactius que es formen amb la fermentacio.
El contingut d'aquests compostos en la beguda fermentada final depén de molts factors com
son el substrat utilitzat, el cultiu simbiotic que s’afegeix com iniciador i les condicions de
fermentaciéo com sén el temps i la temperatura principalment. Per aquesta rad, de la mateixa
manera que succeeix en la brisa de raim, la kombutxa també produeix efectes antimicrobians,
antioxidants, antidiabétics, modeladors de la microbiota intestinal i hepatoprotectores, aixi
com segons desenvolupaments recents relacionats amb els components bioactius d’aquesta
beguda fermentada, un fort impacte sobre |'esclerosi multiple, la nefro-toxicitat i la ulceracié
gastrica, a més de considerar-se una font potencial de probiotics i materials ecologics. Tot
plegat, obre cami de futures investigacions i més recerques en el nostre camp de la nutricié i la

salut, i com no, en recerques en diverses industries.

Avui dia s'esta posant especial eémfasi a incloure probiotics o prebiotics en la dieta (Liaros S.,
2021). Els probiotics es defineixen com un grup de microorganismes com Bifidobacterium ,
Lactobacillus , Zygosaccharomyces i altres, que quan es consumeixen en quantitats adequades,
brinden alguns beneficis per a la salut de l'organisme hoste, com estimular el sistema

immunologic i equilibrar la microbiota intestinal (Pino et al., 2020) També s'han descrit en la

G2 URV
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literatura com una manera de prevenir o fins i tot tractar algunes malalties, com el cancer,

malalties cardiovasculars, diabetis i reaccions al-lergiques (Shafi et al., 2019).

Els probiotics s'han integrat en productes o complements alimentosos, destacant la
incorporacid en lactis fermentats (Liaros S., 2021). No obstant aix0, la Kombutxa s'ha incorporat
més recentment com producte no lacti que ha guanyat popularitat. Aquest producte esta sent
desenvolupat i comercialitzat en diferents paisos. Encara aixi, es necessita més recerca per a
garantir la qualitat del procés de produccidé i la seguretat, perque no existeixen directrius

reglamentaries disponibles a Europa (Kim et al., 2020)

2.Hipotesis i objectius
La hipotesi d’aquest treball de fi de grau va ser si es podia elaborar una beguda fermentada

semblant a la kombutxa a partir de la brisa de raim que resultés amb similar capacitat

antioxidant al de la kombutxa tradicional elaborada amb fulles de te.

Per tant, I'objectiu principal era utilitzar els residus del raim, les pells, les llavors i les tiges
fresques recaptades directament del celler per elaborar una beguda fermentada amb sabor

agradable i un alt poder funcional i antioxidant.
Per aconseguir I'objectiu general es van plantejar els seglients objectius especifics:

1) Sospesar la possibilitat de que aquest producte funcioni com a una beguda funcional,
probiotic o nutricéutic en el camp de la nutricid i la salut.

2) Temptejar si una bona utilitzacié d’un subproducte com la brisa de raim resulta una
millora en la produccio sostenible dins de la industria alimentaria de la nostra regié.

3) Elaborar de kombutxa des de brisa de raim inoculada amb kombutxa comercial de te
verd no pasteuritzada per obtenir un inocul.

4) Reproduir de I'elaboracié de kombutxa a partir de brisa de raim, te verd i te negre amb
la inoculacié del liquid i del Scoby obtinguts al objectiu especific 1.

5) Aillariidentificar la microbiota de les tres kombutxes.

6) Determinar els principals parametres fisicoquimics dels tres tipus de kombutxa i
comparar la seva capacitat funcional i antioxidant.

7) Avaluar sensorialment dels kombutxa elaborades mitjangant un tast programat amb

tastadors experimentats.

UNIVERSITAT ROVIRA {VIRGILI



3. Material i métodes

3.1. Mostres i matéries primeres de fermentacié

Es van realitzar dos experiments d'elaboracié de kombutxa. En el primer, es va utilitzar te negre
Ceilan (Camellia Sinensis), te verd Sancha (Oryza Sativa) adquirits a la botiga local “Tea house”
de Tarragona (Espanya) i una kombutxa no pasteuritzada de marca comercial “Mun” (Mun
Ferments, Matard, Espanya) que va servir com a cultiu iniciador. Es va comprar 1 kg de raim de
la varietat Rossetti en la fruiteria del mercat local per a provar si es podia obtenir una beguda
similar a la kombutxa a partir de la brisa del raim (restes del premsat: pells, llavors i tiges). Aixi
doncs, es va premsar el raim i a continuacio es va filtrar amb una tela de cotd, el suc es va
rebutjar, per contra, les pells, les llavors i la tija es van reservar per a la preparacio de la beguda

fermentada.

En el segon experiment, es van utilitzar els mateixos tipus de te, pero la brisa de raim va ser de
la varietat Alexandria procedent del celler experimental de la Universitat Rovira i Virgili (Mas
dels Frares, Constanti, Tarragona), que va ser recollida i transportada al laboratori just després

del seu premsatge en les mateixes instal-lacions.

3.2. Preparacio i fermentacié de les kombutxes.

La técnica proposada per a aquests experiments es va basar en la de Abou-Taleb et al. (2017).
Breument , pel primer experiment, es van preparar 3 tipus de kombutxes de 1L; es va remullar
deu grams del substrat te verd en 0,85 litres d'aigua bullint esterilitzada sense hipoclorit i es va
deixar emulsionar en un pot de vidre esterilitzat (longitud: 20 cm i radio: 7 cm) i es va fer el
mateix amb el te negre; en cadascun dels dos pots, es va dissoldre 60 g de sacarosa comercial
(Sucrera, Madrid, Espanya), i finalment, una vegada refredat, es va afegir 150cc de la Kombutxa
sense pasteuritzar “Mun” verda i negre. La infusid es va deixar durant 15 minuts i es va filtrar
amb tela de coté. Per a la beguda a partir de brisa de raim, es va utilitzar 200g del substrat del
raim Rosetti i es va dissoldre només amb 10 g de sacarosa comercial, considerant que la brisa ja
contenen monosacarids residuals; es va agitar i de nou, es va deixar emulsionar durant 15
minuts; una vegada va arribar a la temperatura ambient, es va filtrar amb tela de cotd. Es van
segellar els 3 pots de repliques amb doble capa de tela i gomes elastiques. La fermentacio es va
realitzar estaticament a temperatura ambient (28 £ 2 °C) i en un lloc sec sense humitat durant
21 dies. Al final del periode de fermentacio, el fong Kombutxa havia format una capa gruixuda
flotant de cel-lulosa d'1 cm aproximadament en la part superior les tres kombutxes, s"Tanomena

Biofilm o Scoby, pel-licula formada per microorganismes que es va separar del cultiu liquid
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utilitzant unes pinces esterils. Es va mesurar el pH i I'acidesa total tant dels biofilm com dels

liquids i es va reservar a -4 °C perqueé servissin d'inocul en el segon experiment.

Per al segon experiment, es van preparar duplicats de 2L dels tres tipus de begudes seguint el
mateix procediment que la ronda anterior, utilitzant els mateixos te verd i negre, perdo amb la
brisa de raim de la varietat Alexandria recollida en la bodega experimental de Facultat
d'Enologia Rovira i Virgili. Es van barrejar 15g del substrat te (te verd o et negre) i 700g de
substrat raim en 1,5 litre d'aigua bullent en cadascun dels pots de vidre que eren d'un volum
superior als del primer experiment (long: 30 cm i radi:12 cm); s"hi va dissoldre 90g de sacarosa
comercial en els dos tipus de te i 30g en el de brisa de raim, es va agitar i es va deixar
emulsionar 15 minuts, finalment, es va filtrar a través de tela de cotd esteéril. Tot seguit, esva
afegir I'indcul de la kombutxa del primer experiment, 150 ml de cultiu liquid i un tros petit de
biofilm per a cadascuna de les tres begudes noves. Per tant, es van prepara dos pots de te verd
(verd 1i verd 2), dos pots de te negre (negre 1 i negre 2) i dos pots de pell de raim ( raim 1i

raim 2) (Fig. 3i 4).

|

YY)
1500mI —

700g pells de raim 15g fulles de te
+30g sucre 15 min. i refoure +90g sucre

i Y

l + trosset de biofim + 150ml cultiu liquid u

f—1 =
‘ . . . g ‘e
Verd 1 Verd 2 Negre 1 Negre 2 Raim 1 Raim 2
IDENTIFIACIO COMPOSICIO CAPACITAT ANALISIS
[ M.0. ] [ QUIMICA ][ METABOLITS J[ OXIDANT ][ SENSORIAL ]

Figura 3. Procés de produccio de les kombutxes (verd, negre i raim) per duplicat, experiment dos.

Figura 4. Produccio de les kombutxes (verd, negre i raim) de |'experiment dos.
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Figura 5. Inici de la fermentacio de les kombutxes (verd1,2,3; negrel1,2.3;raim1 i 2) i Scoby

Es va fer una tercera replica de te verd i te negre del primer experiment, es a dir, dos pots més
petits sense afegir Scoby perd amb iniciador comercial per fer comparacions durant el procés

(verd 3 i Negre 3) i es van segellar els pots amb doble capa de tela i gomes elastiques. (Fig. 5)
Figura 5. Inici de la fermentacio de les kombutxes (verd1,2,3; negrel1,2.3;raim1 i 2) i Scoby

Al seté dia de fermentacid, es van retirar les pel-licules de cel-lulosa i es van combinar duplicats
de cada beguda evitant els pous del fons. Les solucions fermentades de Kombutxa es van
centrifugar (3000 g x 10 min) i es van reservar 50ml de mostra de totes les begudes en el
congelador a -20 °C, es va fer el mateix el dia cero; la resta de liquids es van guardar a -4 °C per

al posterior analisi sensorial .

Els parametres quimics pH, la densitat i I'acidesa de totes les begudes, es van mesurar a diari i

les mesures microscopiques es van realitzar tant el dia zero com el set de fermentacio.

3.3 . Enumeracio i aillament de BAL, BAA i llevats.
Es van observar les colonies i morfologies de bacteris i llevats en el microscopic (Fig. 6) i es va
fer un recompte a través de la Camara Neubauer (Fig. 7) per poder decidir les dilucions i

sembra que es feien en els medis de cultiu adients.

Figura 6. Poblacio microbiologica de la kombutxa liquida en microscopi optic a 40 augments

Figura 7 . Comptatge Cdmara Neubauer: la quadricula de recompte esta formada per 9 quadrats grans,
cadascun d'ells amb una superficie d'1 mm2. El quadrat gran central d'objectiu 10X esta dividit en 25
quadrats mitjans d'objectiu 40X, cadascun d'ells amb 16 quadrats petits. Es van comptar 5 quadrats, 4
diagonals i 1del cantd i es van multiplicar per 5x10° per tenir les cel/mL..

Es van preparar els medis microbiologics per al creixement de bacteris i llevats; per les bacteris

acid acetiques (BAA), I’Agar GYC (yeast-glucose-cloranfenicol), amb 25 g/L de glucosa, 5 g/L de
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Yeast Extract, 5g/L de CaOs, 15g/L d'Agar i després de |'autoclau, abans de la sembra, es van
afegir 50 mg de Nistatina per a inhibir el creixement d'altres bacteris agitant-lo per a que es
reparteix sobre tota la superficie del medi solid. Pel creixement de bacteris acid lactiques (BAL),
es va preparar el mig Agar MRS (Man, Rogosa i Sharpe), amb 25 g/L de MRS, 2,5 g/L de glucosa,
6 g/L de DL-Malic Acid, 0,25 g/L de cisteina, 20g/L d'Agar i després de I'autoclau, abans de la
sembra, es va afegir 50 mg de Nistatina, posteriorment, s’afegien 40 ml d'Acida Sodica 0,1% per
a inhibir el creixement de tots els bacteris excepte les BAL. Per ultim, per als llevats, I'Agar YPD
(Yeast Extract Peptone Dextrose), amb 10g/L de glucosa, 5 g/L de Yeast Extract, 10 g/L de
Peptona bacteriologica, 18 g/L d'Agar i després de l'autoclau, abans de la sembra, 50 mg de
Chloramfenicol dissolt en 10 ml de etanol per a inhibir el creixement de BAL. També es va
preparar el mig WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient) utilizat tant per a detectar bacteris,
llevats i floridures. Posteriorment, es van realitzar dilucions seriades de totes les mostres en

tots els medis solids, MRS i GYC per a bacteris, i medis YPD i WLN per a llevats. (Figura 8)

Figura 8 . Medis per a la sembra de microorganismes.

Es van sembrar dilucions en série adequades de mostres de Kombutxa segons els bacteris i
llevats observats en la cambra Neubauer, que van resultar 10°cel/ml llevats i incomptables
bacteris; es van fer les seglients dilucions de les mostres: 1072i 1072 de kombutxa verd, negra i
raim, cinc plaques de cadascuna i de cadascun dels tres medis, GYC, MRS, YPD; dilucions de
1073, 107*i 107° de I'iniciador comercial, i finalment, dilucions de 1072 i 107* de l'iniciador raim.
Les plaques de MRS es van cultivar a 25 °C durant 5 dies i les plaques de GYC i YPD a 28 °C
durant 8 dies. Posteriorment, es van tornar a fer dilucions menors perqué resultaven massa
diluides per a poder obtenir ufc (unitats formadores de colonies). Es va sembrar 100 L de
mostra directa i diluida a 107"en el mitja MRS, i 107 1072 en el mitja GYC, 10731 107 en el mitja
YPD i WLN. Es va fer una ressembra als 14 dies d'experiment, aquesta vegada es va canviar les
dissolucions de MRS a 10™° i 107" de te verd i te negre. Tanmateix, el dia 14 de fermentacio, es
van fer les seguients dilucions de les terceres répliques, dilucié 107 de verd 3 i negre 3 en YPD,
dilucié 1072 de verd 3 i negre 3 en WLN i diluciéd 10™* de verd 3 i negre 3 en WLN. Totes les
sembres es van guardar en la incubadora 25 °C excepte els mitjans MRS que es van

emmagatzemar en la incubadora de dioxid de carboni.

&L URV
pag. 16 i



GRAU EN NUTRICIO HUMANA | DIETETICA ESTEFANIA ROMEU

3.4. Identificacido molecular dels microorganismes

Primerament, es van escollir els aillats dels diferents medis que tenien colonies de diferents
morfologies. Es va extreure I'ADN dels aillats disposant-los en 100 ul d"aigua esteril, d'aquesta
manera, per mig de xoc termic de fred-calor (-202C a 959C), es trenquen les cel-lules.

Posteriorment, es va centrifugar, el sobrenadant va servir com ADN per les reaccions de les

PCR.

Es van utilitzar programes de PCR diferents pels llevats i pels bacteris. Per llevats, s’utilitza un
cicle per la desnaturalitzacié de 5 minuts a 95 °C, seguits de 35 cicles de 30 segons a 95 °C, de 1
minut d’alineament a 52 °C fins a arribar a I'etapa d'elongacié de 60 segons a 72 °C; finalment,
es manté la reaccid a 72 2C durant 10 minuts per I'elongacié final i es baixa la temperatura a 4 @
C per a la conservacié del producte de PCR. El programa per bacteris es diferencia en I'etapa

d’alineament que es va duu a terme a 45 2C, junt a |’etapa d’elongacié a 72 2C durant 2 minuts.

Seguidament, es va amplificar el gen ARNr 16s de longitud completa mitjangant reaccié en
cadena de la polimerasa en les nombroses PCR de diferents mostres. Per aquest procés,
s'utilitzava un Master Mix amb 39,5 uL d'aigua destil-lada necessaria per a obtenir 50 uL en
total de la mescla, 5 puL de Buffer, 1,25 uL de Clorur de Magnesi, 1 puL de dNTPs 10uM (
Desoxirribonucleosids trifosfat) , 1 pL de primer LAB A i LAB B 10uM per a bacteris i ITS per a
llevats a 10 uM en estoc, 0,25 uL de BIOTAQ ADN Polimerasa en stock 2018 i 1 pL del ADN
extret com s’ha descrit anteriorment. Els productes de PCR es van visualitzar mitjangant
electroforesis de gels d’agarosa (1%) carregant a cada peuet 5 pL de producte i 2 uL de colorant
de carrega (Fig. 9). A cada gel s’inclou un marcador de mida de producte que va des de 100 a
2000 bp., per exemple, si el marcador migra a 487 bp., probablement indica que pertany a

Brettanomyces bruxellensis.

Figura 9. Preparacio de les PCR

Finalment, se van seleccionar productes de PCR de les bacteris i llevats (Fig. 10) amplificat a
diferents etapes de fermentacid per enviar a seqlienciar a la empresa Macrogen (Madrid,

Espanya). Lanalisi de la seqliencia es va dur a terme al web de NCBI fent servir I'aplicacid
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BLAST-N. D’aquesta manera, es va obtenir informacid de les especies que formaven part de les
tres begudes i es van comparar amb les troballes de revisions anteriors (Harrison y Curtin,

2021).

Figura 10. Mostres de cultius (la part superior son llevats i part inferior son bactéries)

3.5. Determinacio quimica
3.5.1. Densitat de les kombutxes

La densitat de la concentracio de sucres dissolts en les fermentacions es va determinar a diari

utilitzant un densimetre electronic (Densito 30PX Pble. Density Ficar; Mettler Toledo, Espanya)

3.5.2. pH i acidesa total.

Els valors de pH es van mesurar a diari utilitzant un mesurador de pH electronic Crison micro
pH 2002 (Hach Lange Espaia, I'Hospitalet, Espanya). Es va determinar l'acidesa total (AT) ,
segons Jacobson (2006) mitjancant valoracio amb NaOH 0,1 N (Panreac Quimica SLU, Castellar
del Valles, Espanya) . L'acidesa total (AT) calculada es va expressar com a percentatge (%) d'acid
acetic per gram de mostra de kombutxa te i com a percentatge d'acid tartaric per gram de

mostra de Kombutxa raim segons I'equacio: GA=V*M*N/P [(V NaOH = volum de NaOH (ml),

3.5.3. Principals metabdlits de la kombutxa

Per la determinacié de sucres reductors (glucosa i fructosa), acid acétic, amoniac, acid citric,
acid L-malic, acid D- i L-lactic i PA (amino nitrogen primari) es va utilitzar 'ANALITZADOR Y15
(Biosystems, Barcelona , Espanya) i el kit comercial Enzytec™ Liquid Sucrose/D-Glucose
(R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemanya) per a determinar la sacarosa . Finalment, es va fer
servir metabisulfit de sodi (Fisher Scientific, Madrid, Espanya) per avaluar la concentracié de

antocians.
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3.5.4. Determinacié de la concentracio fendlica total.

El contingut total de fenols de les solucions fermentades de Kombutxa es va mesurar amb
espectrofotometre segons el meétode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al.,, 1999).
Aproximadament 0,1 ml de la mostra de prova es van transferir a un matras Erlenmeyer (100
ml) i el volum final es va ajustar amb aigua destil-lada fins a 46 ml. Posteriorment, es va afegir
1,5 ml de solucié reactiva de Folin-Ciocalteu i es va incubar a temperatura ambient durant 3
min. Es van barrejar tres ml de carbonat de sodi (2% p / v ) i el volum final es va ajustar amb
aigua destil-lada. Finalment es va mesurar I'absorbancia a 760 mm després de 30 minuts. Els
resultats es van expressar com pg per ml d'equivalents d'acid gal-lic (GAE) a partir de la corba

de calibratge.

3.5.5. Determinacio de l'activitat antioxidant

La capacitat d'eliminacié de radicals lliures del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) de les
solucions fermentades va ser mesura d'acord amb el metode i algunes modificacions descrites
per Marqueés et al. (2012) (12*12 tubs: 12 verdel dia 0, 12 verd 2 dia0, 12 de verd 1 dia 7, 12
de verd 2 dia 7, igual per a negre i per a raim). Es van barrejar 0,1 ml de les mostres diluides
1.50 amb 0,5 ml de solucié metabolica de DPPH (7,4 mg/100 ml). Cada barreja es va agitar
vigorosament i es va deixar reposar en la foscor durant 60 minuts. Després es van centrifugar a

3000 rpm i es va mesurar |"absorbancia a 520 amb el espectrofotometre.

La capacitat antioxidant es va expressar com la inhibiciéd exhibida en la reaccié de la mescla
segons la seglient equacié:  Inhibition (%)=Abs0-Abs(sample)/AbsOx100, on AbsO és

I'absorbancia de la solucié etanol DPPH utilitzant 100 pL d'aigua destil-lada com a mostra.

Els percentatges d'inhibicid resultants es van ajustar a una corba sigmoide per a obtenir la seva
equacid, amb la segtient forma: Y= a/(c+e”(-b.x)), on Y és el percentatge d'inhibicid, i X és la

concentracio de kombutxa en ml/l de reaccid, i on a, b i c sdn les constants del model sigmoide.

Després, es va interpolar la CI50, que significa la concentracié de kombutxa (ml/L de reaccid)

necessaria per a inhibir la meitat de la concentracié total de DPPH en la barreja de reaccié.

3.6. Analisi sensorial

Es va fer I'analisi sensorial de les tres begudes, kombutxa verda, negra i de brisa de raim que
romanien emmagatzemades a -4 °C. El dia anterior del tast, es van filtrar per a evitar la
presencia de restes solides de biofilm. Van intervenir 15 tastadors considerats experts en tast

de vins, provinents de la Facultat d'Enologia de la Universitat Rovira i Virgili.
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En primer lloc, es va lliurar 26 ml de cada una de les tres begudes en copes fosques (Fig. 11).
Les kombutxes es van servir de manera anonima segons un quadrat llati del disseny de
Williams (Annex 2) per a evitar I'efecte de varietat i arrossegament. Es van realitzar proves
triangulars per a avaluar les diferencies produides entre les tres begudes. A més, es va

demanar als tastadors que escrivissin les seves preferéncies.

Figura 11. Tast de les tres kombutxes en copes fosques

En segon lloc, es va demanar als experts que realitzessin una prova descriptiva de les tres
kombutxes sobre les caracteristiques visuals: intensitat de color i transparéncia; sobre les
caracteristiques de l'aroma: intensitat aromatica, atribut floral, atribut citric i acidesa volatil, i
finalment, sobre el sabor: acidesa, dolcor i amargor. Els tastadors havien de puntuar la
intensitat de cada atribut en una escala estructurada de I'1 (no deteccid) al 5 (la més alta)

(Annex 3)

3.7. Analisi estadistic

Les dades es van mostrar com a mitjana + error estandard (ES) i es van analitzar mitjancant
Microsoft Excel 2016 (Microsoft) a través d’estadistica descriptiva. Es va utilitzar una prova
d'analisi de variancia (ANOVA), IBM® SPSS® Statistics Server Versio 23.0 (2015) per a avaluar la
significacid estadistica de la diferéncia suggerida per la de Duncan (1955) en p < 0,05. Totes les

analisis es van realitzar per duplicat.
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4.Resultats

Les begudes fermentades s'han consumit durant segles, i ara cada cop més, ja que veuen en
elles un metode de conservacié i de millora del benestar i la salut. El consum de Kombutxa esta
augmentant a tot el mén degut als multiples beneficis per la salut que professen com hem
mencionat anteriorment, efectes antioxidants, antiinflamatoris, antidiabétics, moduladors de la
microbiota intestinal, ant obesitat, cardi protectors i fins i tot ant cancerigens dels substrats
no només de te sind també de tot tipus de fruites i cereals aportant un potencial benefici dels

bacteris fermentadors.

Avui dia s'esta posant especial émfasi a incloure probiotics o prebiotics en la dieta, aquest grup
de microorganismes com Bifidobacterium , Lactobacillus , Zygosaccharomyces i altres quan es
consumeixen en quantitats adequades, brinden alguns beneficis per a la salut de I'organisme i
a demés una bona manera de prevenir o fins i tot tractar algunes malalties, com el cancer,
malalties cardiovasculars, diabetis i reaccions al-lergiques. Un altre aspecte significatiu, és
I'adopcid d'una dieta més saludable i equilibrada com es la dieta mediterrania i altres, basada
en productes més beneficiosos, fonamental per a reduir la mortalitat i la morbiditat i millorar la
qualitat de vida o els lactics fermentats sén recomanats per seguir una dieta sana i equilibrada
dins de la dieta mediterrania o qualsevol altra, no obstant aix0, la Kombuctxa s'ha incorporat
més recentment com producte no lacti que ha guanyat popularitat, pero no tots les kombutxes
han trobat BAL entre la seva comunitat microbiana (Tran et al., 2020). Tot i aixi, aquest
producte esta sent desenvolupat i comercialitzat en diferents paisos. Encara aixi, es necessita

més recerca per a garantir la qualitat del procés de produccié i la seguretat.

Fins on sabem, la kombutxa preparada a partir de brisa de raim encara no s'ha estudiat. Es va
seleccionar aquest substrat degut al seu alt contingut de polifenols tants a les pells com a les
llavors, i per tant, I"accid beneficiosa que pot aportar a la saluti la hipotesi d'un possible valor

nutricéutic addicional més enlla del procés de fermentacio.

Nogensmenys, a més de centrar-se en un nou substrat, aquest estudi examina la influencia de
la utilitzacié dels diferents te sobre la poblaci6 microbiana i la preséncia de molécules

antioxidants.

4.1. Recompte i morfologia de Bacteris i llevats

La fermentacid en si es realitza mitjancant una simbiosi de bacteris i llevats incrustats dins de la
pel-licula cel-lulosica. Generalment, aquest biofilm esta dominat per bactéries acetiques (BAA)

(Chakravorty et al., 2015 ) i bacteries lactiques (BAL) tant el el liquid com en el Scoby comptant
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fins al 30% de les cel-lules microbianes (Matei et al, 2018). El recompte de BAA presents va ser
molt més elevat en la kombutxa de te negre i menor en la kombutxa de raim (Taula 1), el que
pot deure's a diferencies en les condicions durant la produccié dels substrats inicials com va
determinar (Fernandez-Pérez et uns altres, 2010). La presencia de recomptes elevats de BAA
pot provocar un augment de les activitats post fermentatives, el que no és desitjable degut a
gue pot augmentar el contingut d'alcohol no desitjable per sobre del nivell regulat (AESAN,
Reglament (UE) NUum. 1169/2011) on s’estipula que les begudes no alcoholiques no han
d'excedir del 1,2% d'alcohol per volum. Per tant, per a produir Kombutxa amb un perfil
acceptable, és important controlar la fermentaci6 de Kombutxa durant el processament i
I'emmagatzematge. Els nivells alts d'acid acetic en la Kombutxa poden provocar un sabor picat i
un augment de l'acidesa a concentracions indesitjables (Nummer, 2013 ). D'altra banda, en
quan a les BAL, resulten una quantitat superior en la kombutxa de raim (Taula 1), pot ser degut
a que Oenococcus oeni i altres BAL han sigut freqlientment aillats dels raim i del vi provinent
del Priorat (Catalunya, Espanya) amb la qual cosa, el propi raim podria ser font d’aquests
bacteris o també degut a que la llavor de raim estimula el creixement de Lactobacillus spp. que
inhibeix Clostridium histolyticum (Kun Ho Seo et al., 2020); perd no tots les kombutxes han

trobat BAL entre la seva comunitat microbiana (Tran et al., 2020).

Taula 1. Resum de bactéries en GYC y MRS y llevats en YPD y WLN de cada kombutxa

KOMBUCHA YPD MRS GY-C WLN TOTAL
K raim 4,7x10° 5x10* 5x103 2x10° 6,7x10°
K te verd 2x10° 6x10% 2 x10* 2x10° 4x10°

K te negre 1,5x10’ 5x103 1x10° 5x10* 1,5x10’

La morfologia de les colonies presents en les begudes va ser similar a les reportades
anteriorment (Sievers, 2005 ). Les cel-lules de llevat viables van ser presents en les tres
begudes en els mitjans YPD i WLN de color blanc, grans i petites, verd clar i color crema i
rodones. D'altra banda, les colonies bacterianes sembrades en plaques GYC i MRS van ser de
color verd fosc. La suma total de BAA, BAL i llevats es mostra en la taula 2 expressant els

resultats com UFC/ml.
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Taula 2 . Morfologia i nombre de bactéries i llevats.

ESTEFANIA ROMEU

Medi Mostra Dia dissoluci6 CFU/ml(total) morfologia Codi
YPD raim 7 -3 4,7x10° Y-U-7-3
YPD verd 7 -3 2x10° Y-G-/-3
YPD Negre 7 -3 1,5x10’ Y-B-7-3
YPD Inici?dor 7 -3 4,5x10° Blanc gr. i pet. ST-U-7-3
raim
MRS Raim 7 -1 >5x10* Translucida M-U-7-1
MRS verd 7 -1 5-6x103 M-G-7-1
MRS Negre 7 -1 5-6x103 M-B-7-1
GYC Raim 7 -2 30 30 grogues G-U-7-2
GYC Raim 7 -2 20 20 crema G-U-7-2
GYC verd 7 -2 2x10* 1 blanca gran G-G-7-2
GYC Negre 7 -2 1x10° . Petites G-B-7-2
incomptables

WLN Raim 7 -3 1-2x10° 100 crema W-U-7-3
WLN Raim 7 -3 1x10° 100 verd clar W-U-7-3
WLN Raim 7 -3 5x10° 50 verd fosc W-U-7-3
WLN verd 7 -4 2x10° 20 blanc W-G-7-4
WLN verd 7 -4 4x10° 4 verd fosc W-G-7-4
WLN Negre 7 -4 2x10° 20 blanc W-B-7-4
WLN Negre 7 -4 1,5x10° 15 verd clar W-B-7-4
WLN Negre 7 -4 5x10° 6 verd fosc W-B-7-4
YPD Verd 3 14 -4 2x10° Y-G-14-4
YPD Negre3 14 -4 1,5x10° Y-B-14-4
WLN Verd 3 14 -3 1,2x10° 110 blanc W-G-14-3
WLN  Verd 3 14 -3 1x10° 190 crema W-G-14-3
WLN  Verd 3 14 -3 1x10° 190 crema W-G-14-3
WLN Negre3 14 -3 5x10* 5 verd clar W-B-14-3
WLN Negre3 14 -3 1,9x10° 5 verd clar W-B-14-3
WLN Verd 3 14 -4 1,5x107 6 verd clar/crema W-G-14-4
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WLN Verd 3 14 -4 1,5x107 150 verd fosc W-G-14-4
WLN Negre3 14 -1 18 blanc W-B-14-1
TOTAL colonies 8 GYC, 15 MRS, 26 Bacteries y 52 llevats

4.2. |dentificacid molecular

El dia 0, 7 i 14 de l'inici de I'experiment 2, es van escollir mostres de les colonies més
representatives un cop ressembrades en els diferents medis per obtenir resultats més precisos;
a continuacid es va fer una extraccid de I’ADN per amplificacio aleatoria d’ADN (Di Gioia et al.
(2014)) mitjancant reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) de nombroses mostres (Fig. 12);
es van seleccionar els resultats més significatius per enviar a seqlienciar; d'aquesta manera, es

va obtenir la informacio de les especies presents en les mostres seleccionades (Taula 3)

Figura 12. .Resultats d’exemple de PCR en gel d'agarosa mostrant al marcador de mida del producte de
PCR (M) i la mida esperada per I'amplificacio de bacteris (Brettanomyces bruxellensis en 1200bp) i de
llevats (Komagataeibacter intermedius en 480 bp)

En el procés de fermentacidé de la kombutxa intervenen una gran varietat de microorganismes
com Saccharomyces spp., Komagataeibacter spp., Acetobacter spp. i Gluconobacter spp.; cal dir
gue la regié també és un factor important en la varietat de estos (Harrison i Curtin (2021),
sovint, Komagataeibacter spp. son les més nombroses (Barbosa et al. (2021), concretament,
Komagataeibacter intermedius com es pot apreciar en el resultat de la seqlienciacido de
mostres de kombutxa de raim i te verd del dia 7 i 14 (Taula 3). Tanmateix, va resultar la
preséncia de Oenococcus oeni tant en la beguda de raim només el dia 0 com de te verd el dia 7,
és una bactéria de color crema normalment que es va veure translicida. No obstant aixo, en les
mostres es va detectar un fong com el Brettanomyces bruxellensis en nombroses mostres, es

desenvolupa amb facilitat durant les etapes de la fermentacié produint metabolits desitjables.
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Taula 3. Resultat de la seqlienciacio de les colonies: Codi colonia (Nom medi_Nom substrat_

Dia_Dilucid), ITS (.....), Primer Seqtienciacio i % ID (% inhibicid)

Pou Codi colonia ITS/ Forma/ Nombre Primer sequ. BlastN result %

placa ITS2  color Sequ. ID

Al Y V_14 1 11 NL1 Brettanomyces 99
bruxellensis

A6 Y_N_14 1 PCR 12 NL1 Brettanomyces 99
bruxellensis

B2 W_V_14 4 PCR blanc 13 NL1 Brettanomyces 99
bruxellensis
NRRY-12961

B3 W_N_14_1 PCR 14 NL1 Brettanomyces 98
bruxellensis
NRRY-12961

B7 Y_N_7_1 PCR 15 NL1 Brettanomyces 99
bruxellensis
NRRY-12961

C4 YR71 PCR NL1 Brettanomyces 99
bruxellensis
NRRY-12961

Cl1 YV73 PCR 16 NL1 Brettanomyces 99
bruxellensis
NRRY-12961

D4 Y RO1 PCR 17 NL1 Brettanomyces 99
bruxellensis
NRRY-12961

F1 W_V_14 1 verd clar 1 LabA/LabB Komagataeibacter 97
intermedius

F4 M_V_14 1 petites 2 LabA/LabB Liquorilactobacillus 97
nagehi

F7 M_V_14 4 petites 3 LabA/LabB mala qualitat

G2 M RO 1 transparents 4 LabA/LabB Oenococcus oeni 99

G3 M_R 0 2 5 LabA/LabB Oenococcus oeni 99

G7 G_BIOF_G_7_1 blanc 6 LabA/LabB Komagataeibacter 97
intermedius

G8 G R 72 grogues 7 LabA/LabB Staphilococcus
pasteuri

G10 G R 74 PCR  blanc Komagataeibacter
intermedius

G12 G V_7_6 PCR crema Komagataeibacter
intermedius

H4 GV7i1 crema 8 LabA/LabB Komagataeibacter 97
intermedius

H5 MV71 blanca 9 LabA/LabB Liquorilactobacillus 96
ghanensis

strain L489

&L URV
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H10 MV 76 10 LabA/LabB Oenococcus oeni 98

4.3. Composicié quimica de les begudes fermentades de
Kombucha

4.3.1. La densitat i la fermentacio

La disminucié de la densitat dels tres kombutxes (Fig. 13) mostra el rendiment de fermentacio
durant 8 dies del procés en el cas de les répliques de te verd i negre 1i 2, i fins a 14 dies en el
cas de les repliques 3, alhora que anava disminuint el pH. En el cas de les dues begudes de te

verd i negre, la disminucié no va ser tan pronunciada com en el cas de la beguda de raim.

1025
D 015 ——
A 1010 \\‘
1005
1000
45167 45168 45169 45171 45173 45174 45176 45181
= raim 1
==verd 1
= negre 1
verd 3
negre 3

starter raim

Figura 13. Patrons de la densitat durant la fermentacid de Kombutxa en els diferents substrats de te verd,
et negre i brisa de raim .

4.3.2. pH i Acidesa Total

El pH és molt important en el procés de fermentacié de kombutxa ja que respon a l'activitat
metabolica dels bacteris acidifico acetiques i els llevats per la preseéncia de sacarosa, en el qual
una variacioé dels ions d'hidrogen (pH) pot afectar el creixement d'aquests microorganismes; els
bacteris majoritariament creixen a pH entre 3,5 i 8,5 (Javabalan et al.,2014) i els llevats entre
4,5 i 6 (Neffe-Skocifiska et al., 2017). Les dades presentades en la Fig. 14 van mostrar que el pH
de les diferents mostres va disminuir en augmentar el temps de fermentacié, augmentant
I'acidesa total (com a concentracié acética) al mateix temps i aconseguint el pic després de 8
dies (Fig. 15). Es va observar que els valors de pH dels duos kombutxes de te van sofrir una
forta disminucid a les 24h de fermentacid, en canvi, la disminucié de la kombutxa de raim va
ser una disminucid gradual. Encara que els valors de partida van ser molt diferents, 3,5 en raim

i 5,5 de mitjana en els dos te, els resultats finals van ser molt similars i concorden amb els
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valors de pH de Kombutxa de te descrits per Wang et al., 2022 i de suc de raim descrits per

Ayed et al., 2017 estudiats amb anterioritat.

pH
NRNWLE OO o
w w w (9]

0 1 2 < 6 7 9 14
Dies de fermentacié

==Raim 1 ==verd 1 ==negre 1 ==verd 3 ==negre 3

Figura 14. pH de les Kombutxes durant els 14 dies de fermentacid.
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Figura 15. Acidesa total de les Kombutxes durant la fermentacio.

4.3.3. Principals metabolits

Estudis anteriors han vist que els resultats quimics estan relacionats amb els parametres com la
temperatura, dies de fermentacid, biofilm, etc. (Tran et al.,2020; Villareal-Soto et al., 2019;
Bartolomedi et al.,, 2022) . Per a permetre la fermentacid, es van afegir 60g/L de sacarosa
comercial en les kombutxes de te i 10g/L en la kombutxa de raim; el motiu de fer servir menys
concentracié de sacarosa a la beguda de raim és que la brisa de raim blanc conté sucres
residuals, segons la bibliografia aproximadament en el rang de 20-23 g/L en el dia 1, de 14-18
g/L el dia 7, i de 7-9 g/L el dia 14 (Robles et al., 2016). Durant la fermentacié es va produir una
disminucié de la concentraci6 de sacarosa en les tres solucions (Taula 4). El contingut
tipicament baix de sacarosa (0,93 g/L-7,54 g/L) de les begudes és desitjable per als
consumidors conscients de la seva dieta i benestar (Neffe-Skocinska et al., 2017). Tanmateix, al
final de la fermentacio la beguda de brisa de raim va tenir una menor concentracié de sucres
reductors contrariament a les begudes de te coincidint amb altres estudis han observat que

durant la fermentacié augmenta la concentracié de monosacarids (Jayabalan et al,2007).

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu
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Es va quantificar I'acid citric que va ser menor en la beguda de raim a causa d'un major

metabolisme dels BAL, i en valors més baixos després de la fermentacid. De la mateixa manera,

I'acid lactic també implicat en el metabolisme de les BAL, va ser baix en totes les mostres. Per

ultim, I'acid acetic, principal compost de la kombutxa (Teoh et al., 2004), no detectat en les

kombutxes sense fermentar, va arribar a 3g/L amb la fermentacid (Taula 4).

Taula 4. Resultats dels principals metabdlits existents en les kombutxes fermentades i no

fermentades de te verd, te negre i Brisa de raim, respectivament. NF: no fermentat; K:

kombutxa
Verd-NF Negre-NF Brisa-NF Verd-K Negre-K Brisa-K
Sucrosa (g/L) 22.69 t 22.40 + 10.88 + 1720 + 1714 + 578 ¢
1.80b 0.23b 6.67a 1.46ab 0.46ab 0.02a
Sucres reductors (g/L) 0.35 + 0.70 + 51.15 + 31.20 + 20.10 + 26.35 *
0.07a 0.14a 2.62c 2.26b 8.06b 0.21b
Acid Citric (mg/L) 79+11b  96+8b 24+ 12a 77+5b  76+15b 7tla
Acid L-Malic (g/L) <LoQ <LoQ 0.28 + <L0Q <LoQ 0.07 %
0.01b 0.01a
Acid L-lactic (g/L) 0.10 + 0.07 + <loQ 012 + 011 + 019 +
0.01ab 0.01a 0.04ab 0.05ab 0.01b
Acid D-lactic (g/L) <LoQ <LoQ <L0Q 009 + 012 + 015 &
0.01 0.02 0.04
Acid Acétic (g/L) <L0OQ <L0OQ <LOQ 2.30 + 3.20 + 310 ¢t
0.71 0.28 0.14
Acidesa Total (g/L) 0.22 + 0.22 + 0.32 + 340 + 290 + 390 £
0.03a 0.03a 0.11a 0.01c 0.14b 0.14d
PAN** (mg N/L) 19.0 + 245+50b 115+0.7a nd nd nd
2.8ab
Amoniac (mg N/L) 21.0 + 26.5%3.5c 205 + 16.0 + 165 + 130 £
5.7abc 5.0bc 9.9a 0.7abc 2.8ab
Acids  Fenolics (mg 639+17b 919+110c 120+ 1a 644 +47b 877 + 104
GAE/L) 85bc 27a
Antocians (mg/L) 6.1+25b 3.9%0.6a 26+0.1a - 35+12a 3.1 ¢
0.6a
Maxima Capacitat 91+ 1b 94 * 2bc 61+1a 96 * 1c 96 + 1c 92 *
antioxidant (% Inhibicio) 1bc
IC50 (mL kombutxa/L) 1.86a 1.83a 124.02c 2.33a 1.92a 51.32b
GURV
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4.3.4. Determinacio de la concentracio fendlica total

Els compostos fenolics van resultar molt diferents entre les tres begudes, perdo no es van
observar canvis en les begudes no fermentades ni entre les kombutxes fermentades del mateix
substrat. Els valors menors van ser de la beguda de raim, la qual cosa era previsible ja que la
varietat de raim blanc no és tan rica en polifenols com la varietat de raim negre ni com les
fulles de te (chen et al., 2022; Taha M. Rababah et al., 2004). De la mateixa manera, els valors
de antocians també van ser baixos, la qual cosa s'evidenciava observant el color de les begudes

( Barakat et al., 2024; Ayed et al., 2017; Dartora et al., 2023)(Fig. 16)

Antocians (mg/L)

Figura 16. Increment d’antocians durant la fermentacio

4.3.5. Activitat antioxidant

L'activitat antioxidant de la kombutxa atreu gran interes en els ultims anys. Es va voler esbrinar
el potencial antioxidant d'una kombutxa a partir de la brisa del raim, vam determinar-lo a
través del metode DPPH. Les dades presentades en la Fig. 17 mostren que l'activitat
antioxidant de la Kombutxa de brisa de raim va augmentar amb el temps de fermentacio
confirmant les troballes trobades per Amarasinghe et al. (2018), per contra, els valors de la
beguda de te negre no van augmentar. El valor més alt va ser al seté dia de fermentacié el que
va suposar una millora del poder antioxidant de la kombutxa de brisa de raim comparada amb
la dels del dos te.
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Inhibicid maxima sobre DPPH 1C50

Figura 17 . Capacitat antioxidant de les tres Kombutxa (verd, negre i raim)

Respecte als compostos fenolics totals (Taula 5), el temps de fermentacié no va augmentar la
capacitat antioxidant d'aquests. Aixi i tot, es va poder confirmar que la fermentacié de

kombutxa de brisa de raim havia augmentat significativament el contingut d'antioxidants.

Taula 5. Resultats dels Compostos fenolics

Mostres Abs GAE mg/L IFC
Verd 1 0,387 753,4 7,74
Verd 2 0,382 743,4 7,64
Negre 1 0,365 709,4 7,3
Negre 2 0,375 729,4 7,5
Raim 1 0,092 163,4 1,84
Raim 2 0,095 169,4 1,9

4.5. Analisi sensorial

Es va realitzar una analisi sensorial per a avaluar les caracteristiques i qualitat de les tres
begudes segons la seva acceptacid i puntuacié. En primer lloc, es va demanar als participants
que realitzessin una prova triangular de les tres begudes en tres séries. Es van utilitzar copes
fosques que no permeten veure ni el color ni la transparencia i cal dir com a curiositat, que els

tastadors, van poder distingir les tres kombucha només amb I'olfacte.

Posteriorment, es va demanar als participants que escrivissin la seva preferéncia, el que va
resultar molt positiu per la kombutxa de raim sent la predilecta assolint un 92% dels tastadors i

un 100% van preferir la Kombutxa de te verd que la de te negre.

4.6. Analisi estadistica

Les 12 assignacions correctes de te verd-negre i les 13 de raim dels 15 totals demostren que les

begudes eren significativament diferents amb un valor de p <0,005. A més, la significacié
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ica va disminuir en diferenciar els kombutxa de te verd amb te negre amb un valor p
qual cosa representa 9 assignacions correctes de 15. Tots els atributs estudiats van

r diferéncies significatives entre les mostres excepte la intensitat aromatica i

I"acid citric que va ser més similar (Fig. 18)
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Figura 18. Atributs organoléptics de les tres kombutxes analitzats en analisi sensorial descriptiva.

5. Conclusions

1.

Es va poder elaborar una beguda fermentada a partir de brisa de raim de la varietat
Moscatell d’Alexandria. En el primer experiment, es va fer servir com inocul el liquid de
kombutxa comercial no pasteuritzada.

En un segon experiment, es van utilitzar com substrats, brisa de raim, te verd i te
negre; com inocul, el liquid i biofilm de raim obtingut en la primera prova. La beguda
fermentada a partir de brisa de raim tenia un aroma agradable i recordava a la
kombutxa de te.

Es van identificar com microorganismes més abundants en les tres kombutxes, la BAA
komagataeibacter intermedius i el llevat Brettanomyces bruxellensis. També es va
poder aillar i identificar la BAL Oenococcus oenii. Tots aquest microorganismes han
sigut préviament descrits i analitzats en altres estudis. A més, no hi van haver
diferencies en la composicié microbiana en les tres kombutxes, encara que el recompte
va diferir lleugerament.

Les kombutxes comparades eren significativament diferents en composicié quimica.
Especificament als parametres de sacarosa, sucres reductors, acid citric, acidesa total,
compostos fenolics i capacitat antioxidant. EI parametre més destacable de les
kombutxes és I'acidesa i la capacitat antioxidant. Trobem que la major acidesa es dona

per la kombutxa de brisa de raim pero els nivells assolits de acid acétic, son semblants

v URV

UNIVERSITAT ROVIRA /VIRGILI

pag. 31



per totes tres kombutxes. Tot i partir d’'un valor molt inferior de capacitat antioxidant al
substrat no fermentat de brisa de raim respecte al de fulles de te, va ser la beguda amb
més increment de capacitat antioxidant després de la fermentacié quan la capacitat
antioxidant assoleix el valor maxim en les tres kombutxes després de la fermentacio.

5. Per tant, la kombutxa a partir de brisa de raim compleix requisits de seguretat de pH,
conte valors d'acid acetic i alcohol semblant a una kombutxa de fulles de té i aporta
més poder antioxidant que el substrat sense fermentar.

6. La kombutxa millor valorada en I'analisi sensorial va ser la de brisa de raim, valorada
com la menys acida i amb més aroma floral tot i tenir la mateixa quantitat d’acid acétic
i més acidesa que les kombutxes de te, el que constata el resultat agradable després de
la fermentacid i I'acceptacio dels consumidors de kombucha.

7. En definitiva, la kombutxa és un producte cada vegada més consumit catalogat com
nutricéutic. Aquest producte natural ha estat desenvolupat per a millorar o promoure
la salut nutricional, fisica i mental. A demés, cal destacar que va tenir el resultat d’una
beguda funcional agradable al paladar que indueix a |’acceptacio dels consumidors pel

seu delicat gust amarg que entra tant bé en boca.
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7. Annexos

Annex 1. FITXA AVALUACIO TUTORA

TREBALL DE FI DE GRAU. FMCS m‘

FITXA D'AVALUACIO DEL TUTOR

L'avaluacio del treball practic tindra en compte la nota referida pel tutor respecte a la memaria impresa i el seguiment
del treball. El resultat de I'avaluacio del tutor ha de ser favorable per tal gue I'alumne pugui presentar i defensar el
treball i representa el 25 % de la nota total del treball escrit (salvo excepcionalitat per la pandémia).

ENSENYAMENT: Mutricid Humana i Dietética
NOM DE L'ALUMME:Estefania Romeu Pagés

TiTOL DEL TREBALL:Avaluacid de la produccid de una beguda semblant a kombut:a a partir de brisa de

raim

SEGUIMENT I AVALUACIO DEL TREBALL PER PART DEL TUTOR DEL TREBALL PRACTIC
{0-10)
Ha rodtral capacitats d'anblisi, sintesi | rasnament al larg del traball 10
El seu grau dimplicacid durant el desenvalupament del traball ha estat alevat 10
El procés d'elaboracid del treball ha estat continuat 10
He rostrat habilitat de cerca i gestit de la infarmacid 10
Ha mastrat capacitat d'organitzacid | planificacid 10
He seguit la normativa propis del Centre en quan & la presentacit escrite del treball 10
El treball &5 ardenat i redactat amb cura, expressant-se correctament amb 1a llengua escollida 10
Els resultats del treball san eriginals 10
Bl treball presentat supers les expectatives del tutor 10
Lomentaris del tutor

El TFG d'Estefania 45 original @ interesant i sense dubka d'interés tan per la nutricié hurmena com pel sector
primari. La seva consecwcio ha compartat molta feina de laborstor amb tecnigues molt variades i de complexitat
i andlisi de dades. Lestudiant £'he implicat al 100% tot el termps | ha mostrat gran disposicio. La darrers wersid
del TFG Lenia tots els apertats a excepcid de la declaracio antiplagi, dades el centre i carregir la bibliegrafia i
alguns errors de un parell de figures. Sense dubta, 'esforg gue ha tingut que desenvoluper lestudiant per
familiaritzar-se amb un ambit d'experimentacid gue moltes vegades sstava allunyvat a la seve formacis, @5 digne
d’admiracid | meraix, des del mau punt de vigts, la maxime puntuacia.

MITIAMA DE LA NOTA DEL TUTOR (0-10)

AVALUACIO: FAVORABLE X

MO FAVORABLE [

PORTILLD GUTSADOY SYEL G .
MARIA DEL CARMEN - @i 1a
. ABETE1 18R r— gl

Tarragona, a 26 de de 2024

MOM I SIGNATURA DEL TUTOR*: Maria del Carmen Portillo Guisado

v URV

UNIVERSITAT ROVIRA [ VIRGILI

pag. 33



Annex 2. FITXES DESCRIPTIVA DE LA CATA

Pueston2 1

Evaldie las siguientes tres kombuchas en base a las siguientes

ciente del 1 al 5:

caracteristicas en una escala ©

830 126 765

Intensidad colorante

Transparencia

Intensidad aromatica

Aroma flora

Aroma citrico

Sensacion punzante

Acidez

Dulzor

Amargor

Valoracién global

Pueston?3

tvalie las siguientes tres kombuchas en base a las siguientes
-aracteristicas en una escala creciente del 1 al 5:

126 765 830

Intensidad colorante

Transparencia

Intensidad aromatica

Aroma floral

Aroma citrico

Sensacion punzante

Acidez

Dulzor

Amargor

Valoracion global

caracteristicas en una escala creciente del 1 al 5:

Puesto n2 2

Evalie las siguientes tres kombuchas en base a las siguientes

765

830

126

Intensidad colorante

Transparencia

Intensidad aromatica

Arama flora

Aroma citrico

Sensacion punzante

Acidez

Dulzor

Amargor

Valoracién global

Pueston24

Evaltie las siguientes tres kombuchas en base a las siguientes
caracteristicas en una escala creciente del 1 al 5:

830

126

765

Intensidad colorante

Transparencia

Intensidad aromatica

Aroma floral

Aroma citrico

Sensacion punzante

Acidez

Dulzor

Amargor

Valoracion global

URV
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Annex 3. Quadrat llati del disseny de Williams

1.1 1.2
Negro Blanco Blanco Negro Blanco Negro Blanco Negro Blanco Negro Blanco Negro
795 126 974 765 974 533 974 533 126 533 974 765

2.1 2.2
Uva Blanco Blanco Uva Blanco Uva Blanco Uva Blanco Uva Uva Blanco
830 126 974 830 126 699 126 699 974 830 699 974

3.1 3.2
Uva Negro Negro Uva Negro Uva Negro Uva Negro Negro
830 765 533 830 765 699 765 699 533 830 699 533

TRIANGULAR

ITTIITIT

Uva Blanco Negro Negro Uva Blanco Blanco Negro Uva Uva Blanco Negro
830 126 765 765 830 126 126 765 830 830 126 765
DESCRIPTIVA

Codificacidn copas:

* Negro 765 533
* Blanco 126 974
* Uva 830 699

v URV
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