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RESUMEN

El objetivo de este estudio ha sido conocer el efecto de la inclusidon de ensilado de
orujo de uva negra en la alimentacion del ganado caprino sobre el proceso de elaboracion y
las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del kéfir de leche de cabra. Para ello se
emplearon 2 lotes de cabras de raza Murciano Granadina que fueron alimentadas con una
dieta tipo (Control) y otra suplementada con dicho residuo vitivinicola (Orujo). Se realizaron
3 fabricaciones de kéfir en semanas diferentes empleando leche pasterizada a 90°C durante
5 minutos y posteriormente enfriada a una temperatura de 20-24°C. La fermentacién se
realizaba mediante fermentos comerciales hasta alcanzar un pH de 4,55 con una duracién
de entre 15 a 16 horas. Se analizaron la calidad fisica quimica e higiénico sanitaria de la
leche empleada en cada fabricacidon. En cuanto al kéfir se determinaron las caracteristicas
fisico-quimicas y microbiologicas tras 1, 14 y 28 dias de almacenamiento a 4°C. La leche
procedente de las cabras alimentadas con Orujo presentd un mayor contenido en materia
grasa (4,93 vs 4,72 %) y materia seca (13,41 vs 13,04%) que la leche del grupo Control, no
encontrandose diferencias en ninguno de los otros pardmetros analizados. Tampoco el
proceso de elaboracion y, en general, la composicién quimica del kéfir se vio afectados por
el tipo de dieta (p> 0,05). Solamente se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en la acidez, con un menor valor de pH (p< 0,05) en el kéfir procedente de la
dieta Orujo. Ninguno de los parametros fisico quimicos analizados se vio afectado por el
tiempo de conservacion de las muestras. En cuanto a las caracteristicas microbiologicas, el
kéfir presenta una comunidad microbiana compuesta por bacterias acido lacticas
(lactobacilos y lactococos), levaduras (Saccharommyces cerevisiae, Candida spp.) Y
bacterias acido acéticas (Acetobacter spp.). Los valores medios del primer dia fueron: 8,65
para el log UFC/g de lactobacilos, 8,87 para el log UFC/g de lactococos y 3,79 para el log
UFC/g de levaduras. Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias
significativas en el valor de los recuentos dependiendo del tipo de leche con que se ha
fabricado, mientras que si que hay diferencias significativas medida que pasa el tiempo de
refrigeracion, la cantidad de bacterias beneficiosas como los lactobacilos y lactococos
disminuye significativamente. Por el contrario, la cantidad de levaduras aumenta. Estos
resultados sugieren que el kéfir pierde parte de sus propiedades probidticas con el tiempo
de almacenamiento y que podria producirse una fermentacién prolongada o un desequilibrio

en la microbiota.

Con este estudio se pretende contribuir a mejorar la eficiencia productiva y la
sostenibilidad del ganado caprino lechero, reduciendo los costes de alimentacién y el
impacto ambiental evaluando el posible efecto de la dieta sobre la calidad de la leche y

derivados.
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SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of the inclusion of black grape
pomace silage in goat feed on the production process and the physical-chemical and
microbiological characteristics of goat's milk kefir. For this purpose, 2 batches of Murciano
Granadina goats were used that were fed with a type diet (Control) and another
supplemented with this wine residue (Pomace). 3 kefir productions were made in different
weeks using pasteurized milk at 90°C for 5 minutes and then cooled to a temperature of 20-
24°C. Fermentation was carried out by commercial ferments until a pH of 4.55 was reached,
with a duration of between 15 and 16 hours. The physical, chemical and hygienic and
sanitary quality of the milk used in each manufacture was analyzed. As for kefir, the physical-
chemical and microbiological characteristics were determined after 1, 14 and 28 days of
storage at 4°C. Milk from goats fed with pomace had a higher fat content (4.93 vs 4.72 %)
and dry matter (13.41 vs 13.04%) than milk from the Control group, with no differences found
in any of the other parameters analysed. Nor was the production process and, in general, the
chemical composition of kefir affected by the type of diet (p> 0.05). Only statistically
significant differences in acidity were detected, with a lower pH value (p< 0.05) in kefir from
the Pomace diet. None of the physicochemical parameters analyzed were affected by the
conservation time of the samples. In terms of microbiological characteristics, kefir has a
microbial community composed of lactic acid bacteria (lactobacilli and lactococci), yeasts
(Saccharommyces cerevisiae, Candida spp.) and acetic acid bacteria (Acetobacter spp.).
The mean values on the first day were: 8.65 for the log CFU/g of lactobacilli, 8.87 for the log
CFU/g of lactococci and 3.79 for the log CFU/g of yeast. The results obtained show that
there are no significant differences in the value of the counts depending on the type of milk
with which it has been manufactured, while there are significant differences as the
refrigeration time passes, the amount of beneficial bacteria such as lactobacilli and
lactococci decreases significantly. On the contrary, the amount of yeast increases. These
results suggest that kefir loses some of its probiotic properties over storage time and that

prolonged fermentation or an imbalance in the microbiota could occur.

This study aims to contribute to improving the production efficiency and sustainability
of dairy goats, reducing feed costs and environmental impact by evaluating the possible

effect of the diet on the quality of milk and derivatives.

Keywords: kefir, goat's milk, by-product, black grape pomace



RESUM

L'objectiu d'aquest estudi ha sigut conéixer I'efecte de la inclusié d'ensitjament d'orujo
de raim negre en l'alimentacid del bestiar capri sobre el procés d'elaboracié i les
caracteristiques fisicoquimiques i microbiologiques del quefir de llet de cabra. Per a aixd es
van emprar 2 lots de cabres de raca Murcia Granadina que van ser alimentades amb una
dieta tipus (Control) i una altra suplementada amb aquest residu vitivinicola (Orujo). Es van
realitzar 3 fabricacions de quefir en setmanes diferents emprant llet pasteuritzada a 90 °C
durant 5 minuts i posteriorment refredada a una temperatura de 20-24 °C. La fermentacié es
realitzava mitjancant fermentos comercials fins a aconseguir un pH de 4,55 amb una duracié
d'entre 15 a 16 hores. Es van analitzar la qualitat fisica quimica i higiénic sanitaria de la llet
emprada en cada fabricacié. Quant al quefir es van determinar les caracteristiques
fisicoquimiques i microbiologiques després de 1, 14 i 28 dies d'emmagatzematge a 4 °C. La
llet procedent de les cabres alimentades amb Orujo va presentar un major contingut en
matéria grassa (4,93 vs 4,72%) i matéria seca (13,41 vs 13,04%) que la llet del grup Control,
no trobant-se diferéncies en cap dels altres parametres analitzats. Tampoc el procés
d'elaboracio i, en general, la composicidé quimica del quefir es va veure afectats pel tipus de
dieta (p> 0,05). Solament es van detectar diferéncies estadisticament significatives en
I'acidesa, amb un menor valor de pH (p< 0,05) en el quefir procedent de la dieta Orujo. Cap
dels parametres fisic quimics analitzats es va veure afectat pel temps de conservacio de les
mostres. Quant a les caracteristiques microbioldgiques, el quefir presenta una comunitat
microbiana composta per bacteris acid lactics (lactobacilos i lactococos), llevats
(Saccharommyces cerevisiae, Candida spp.) i bacteris acid acétics (Acetobacter spp.) Els
valors mitjans del primer dia van ser: 8,65 per al log UFC/g de lactobacilos, 8,87 per al log
UFC/g de lactococos i 3,79 per al log UFC/g de llevats. Els resultats obtinguts mostren que
no hi ha diferéncies significatives en el valor dels recomptes depenent del tipus de llet amb
qué s'ha fabricat, mentre que si que hi ha diferéncies significatives mesura que passa el
temps de refrigeracio, la quantitat de bacteris beneficiosos com els lactobacilos i lactococos
disminueix significativament. Per contra, la quantitat de llevats augmenta. Aquests resultats
suggereixen que el quefir perd part de les seues propietats probiotiques amb el temps
d'emmagatzematge i que podria produir-se una fermentacié prolongada o un desequilibri en

la microbiota.

Amb aquest estudi es pretén contribuir a millorar I'eficiencia productiva i la
sostenibilitat del bestiar capri lleter, reduint els costos d'alimentacié i I'impacte ambiental

avaluant el possible efecte de la dieta sobre la qualitat de la llet i derivats.
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Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

Objetivos de Desarrollo Alto Medio Bajo No
Sostenible procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacioén de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y X

saneamiento

ODS 7. Energia asequible y no X

contaminante

ODS 8. Trabajo decente y X

crecimiento econémico

ODS 9. Industria, innovacion e X
infraestructuras
ODS 10. Reduccion de las X

desigualdades

ODS 11. Ciudades y X

comunidades sostenibles

ODS 12. Produccion y consumo X

responsables

ODS 13. Accién por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas X
terrestres
ODS 16. Paz, justicia e X

instituciones soélidas




El trabajo se alinea con varios ODS de la agenda 2030 de la siguiente manera:

ODS2: Hambre cero: La inclusion del subproducto de orujo de uva en la alimentacion
de cabras reduce el desperdicio alimentario y contribuye a la sostenibilidad mejorando la
eficiencia y reduciendo costos de la dieta. La alimentacion del ganado caprino cabras con
subproductos de la industria vitivinicola podria contribuir a la seguridad alimentaria, ya que
abaratando los costes de produccion de los alimentos se participa en el objetivo de “Hambre
cero”

ODS 3 Salud y bienestar: El kéfir es una fuente de probiéticos, calcio, proteinas y
otros nutrientes esenciales, que contribuye a mejorar la nutricion y salud de los
consumidores. Los probiodticos presentes en el kéfir favorecen una microbiota intestinal
saludable, asociada a una mejor inmunidad y prevencién de enfermedades. También al
reciclar los residuos de la industria agroalimentaria y promover una produccidon mas
sostenible, se contribuye a un entorno mas saludable y mayor bienestar.

ODS 12: Produccion y consumo responsable: Con la utilizacion de subproductos de
la industria agroalimentaria en la alimentacion animal se promueve la economia circular y la
reduccion de residuos lo que fomenta la gestion responsable y el uso eficiente de recursos
naturales.

ODS 15: Vida de ecosistemas terrestres: El empleo de subproductos en la
alimentacion del ganado contribuye a la conservaciéon de los ecosistemas y la biodiversidad
al minimizar la degradacion de tierras agricolas con cultivos intensivos de materias primas
para alimentacién animal. La eleccién de una dieta sostenible para las cabras puede tener
un impacto positivo en el medio ambiente y en la biodiversidad.



1. INTRODUCCION

1.1. Definicién y caracteristicas del kéfir de cabra

1.1.1. Aspectos generales

El kéfir es un producto lacteo fermentado que se origind en las montafias del
Caucaso hace muchos siglos y que tradicionalmente es muy popular en Europa del Este y
Asia Central, aunque cada vez es mas conocido y consumido en otras partes del mundo
(Aidarbekova & Aider, 2022).

Dado su alto valor nutritivo y sus propiedades probidticas que resultan beneficiosas
para la salud (Schwan et al., 2022) la produccion de kéfir ha ido aumentando en todo el
mundo. En la Figura 1 se presenta la tendencia en el consumo de kéfir para el afio 2028

donde se observa un gran aumento en la demanda en especial en Europa.
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Figura 1. Tendencia en el consumo de kéfir para el afio 2028.
Fuente: https://www.mordorintelligence.com/es/industry-reports/kefir-market

El kéfir es conocido por sus propiedades sensoriales Unicas, se caracteriza por un
sabor especifico tipico de las levaduras y una sensacién en boca chispeante procedente de
componentes como el acido acético, el etanol y el CO. (Barukdi¢ et al., 2017). Se considera
un alimento funcional debido a sus efectos terapéuticos y de promocion de la salud, tales
como: los efectos antimicrobianos, antitumorales (Leite et al., 2013), reductores del

colesterol y estimulantes del sistema inmunoldégico (Irigoyen et al., 2005).

Los efectos comentados estan relacionados con componentes bioactivos,
principalmente exopolisacaridos y péptidos bioactivos, presentes en el kéfir después del
proceso de fermentacion y su composicién de proteinas, vitaminas, lipidos, minerales,
aminoacidos y microelementos del kéfir (Ahmed et al., 2013). Ademas, los fermentos del
kéfir inhiben el crecimiento de coliformes y otros patdégenos, por lo que contribuyen a la

seguridad alimentaria (Glibowski et al., 2012).



La fermentacion de la leche para obtener kéfir se ha realizado tradicionalmente a
partir de los conocidos como “granos o granulos de kéfir’ que son masas gelatinosas,
irregulares, con forma de coliflor, de tamafo variable (0,3 a 3,5 cm de diametro), de color
blanco o ligeramente amarillento y consistencia elastica que se inoculan directamente en la
leche de diferentes especies. Estos granos contienen aproximadamente un 83% (p/p) de
agua, 4-5% (p/p) proteinas y un 10% (p/p) de polisacaridos (Bengoa et al., 2019) y estan

formados por una matriz de polisacarido (denominado “kefiran”) y proteinas.

Ademas, los granos contienen una mezcla de microorganismos (bacterias y
levaduras) que coexisten e interactian para producir un producto lacteo fermentado unico
(Farag et al., 2020). Una vez inoculados los granulos en la leche y dadas las condiciones de
temperatura adecuadas, las bacterias y levaduras presentes en el granulo comienzan el
proceso de fermentacion durante el cual algunos de los microorganismos pasan a la leche,
dando lugar a un incremento en el numero de microorganismos viables en la leche,
acompafado de la produccién de diferentes metabolitos bioactivos tales como acido lactico,
péptidos bioactivos, exopolisacaridos y bacteriocinas. Al finalizar la fermentacién, los
granulos son removidos o0 separados por filtracion de manera tal que pueden ser
inmediatamente utilizados para una nueva fermentacién o almacenados en condiciones

adecuadas (Bengoa et al., 2019).

Actualmente a nivel industrial se utilizan fermentos comerciales en diferentes
formatos: liofilizados, congelados o activos, con el objetivo de estandarizar las

caracteristicas del producto final y garantizar la seguridad alimentaria.

En cuanto al proceso de elaboracidn se caracteriza por realizarse a bajas
temperaturas (20-24 °C) y durante tiempos largos que pueden alcanzar incluso las 24 horas

hasta alcanzar un pH menor de 4,6.

El kéfir obtenido puede ser consumido inmediatamente o refrigerado a 4°C para su
posterior consumo. Esta etapa de refrigeracion favorece la fermentacion alcohdlica con
acumulacion de COo, etanol y vitamina B y, ademas, conduce a una reducciéon aun mayor
del contenido de lactosa, haciendo el producto mas apropiado para personas con

intolerancia a este hidrato de carbono (Rosa et al., 2017).

Los principales productos finales de la fermentacion del kéfir son acido lactico,
acetaldehido, diacetilo, acetoina, etanol, didéxido de carbono y acidos grasos libres, por

ejemplo, acético, propionico, butirico, hexanoico (Beshkova et al., 2003).



1.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas del kéfir

Las propiedades fisicoquimicas del kéfir incluyen un pH acido de 4,6, alcohol de
0,5% a 2%, sabor acido y sabor a levadura (Farag et al., 2020). Durante el proceso de
fermentacion, se observa una disminucion del pH y un aumento en la acidez titulable, lo cual
es indicativo de la produccién de acido lactico por parte de los granos de kéfir o fermento.
Estos cambios afectan significativamente la textura y el sabor del producto final (Giraldo,
2023).

En la Tabla 1 se presenta la composicion media del kéfir fabricado con leche de
cabra junto a los valores de composicién del kéfir elaborado a partir de leche de vaca. Tal y
como se observa en dicha Tabla el kéfir de leche de cabra presenta un perfil nutricional mas
rico en comparacion con el kéfir de leche de vaca. Por cada 100 gramos, el kéfir caprino
contiene mayores cantidades de grasa (3,79 g), proteina (4 g), acido lactico (0,710 g) y
materia seca (12,09 g) en comparacion con el fabricado con leche de vaca (3,37, 3,57,

0,690 y 11,33 g respectivamente).

Tabla 1. Composicion del kéfir de leche de vaca y de cabra.

Componente (g/100g) Kéfir de vaca Kéfir de cabra
Grasa 3,37 3,79
Proteina 3,57 4
Acido lactico 0,690 0,710
Materia seca 11,33 12,09

Fuente: Satir & Guzel-Seydim (2016).

La composicion quimica del kéfir depende no sdlo del cultivo iniciador, sino también
de su origen geografico, la temperatura y las condiciones de fermentacioén relacionadas con

el tiempo, y especialmente del tipo y volumen de la leche utilizada (Farag et al., 2020).

El contenido de grasa en el kéfir de cabra puede variar dependiendo del tipo de
leche utilizada y del proceso de fermentacion. En general, la leche de cabra tiene una
composicion de acidos grasos unica que contribuye a la cremosidad y sabor distintivos del
kéfir. Estos acidos grasos también tienen propiedades antiinflamatorias y pueden mejorar la

salud cardiovascular (Truijillo, 2019).


http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/11062

Las propiedades organolépticas, como el sabor, la textura y el aroma, son cruciales
para la aceptacién del kéfir de cabra entre los consumidores. El kéfir de cabra tiende a tener
un sabor ligeramente acido y una textura cremosa, lo que lo hace atractivo para aquellos
que disfrutan de productos lacteos fermentados (Silva et al., 2023). La fermentacion también
contribuye a un aroma caracteristico que puede variar segun las condiciones de

fermentacion y el tipo de cultivos utilizados (Gémez et al., 2019).

1.1.3. Aspectos microbioldgicos del kéfir

En los granos o granulos de kéfir se encuentran inmersas bacterias acido lacticas-
BAL (108-10° UFC/g de granulo), bacterias acido-acéticas (10°-10° UFC/g de granulo) y
levaduras (107-108 UFC/g de granulo) formando una comunidad simbiética donde los
productos generados por algunos microorganismos durante la fermentacion pueden ser
utilizados como fuente de energia o factores de crecimiento por otros microorganismos
presentes en la matriz (Tamang et al., 2016). Los granulos de distintas procedencias
presentan distinta estructura y composicion microbiana, lo que se debe no solo al origen
diferente sino también al empleo de distintas técnicas y condiciones durante el proceso de

elaboracion de la bebida fermentada (Marsh et al., 2013).

La Tabla 2 muestra la composicion de la microbiota presente en los granos de kéfir
mostrando gran variedad de especies de microorganismos que la conforman,
particularmente los pertenecientes a las BAL, encontrando a las bifidobacterias en menor

proporcion (Liu et al., 2006).

Las bacterias se pueden clasificar en dos grupos, bacteria lacticas
homofermentativas y  heterofermentativas. En general, la microbiota del kéfir esta
constituida por un 65-80% de Lactobacillus (Lactobacillus kefiriy y el 20-35% de
Lactobacillus paracasei ssp. Paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii
ssp. Bulgaricus, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus kefiranofaciens. Ademas del género

Lactococcus, Acetobacter y Leuconostoc (Prado et al, 2015).

También se encuentran diferentes especies de levaduras oxidativas y fermentadoras
de lactosa En el kéfir han sido aisladas mas de 23 especies de levadura diferentes, aunque
las predominantes son Saccharomyces cerevisiae, S. unisporus, Candida kefyr y

Kluyveromyces marxianus ssp. Marxianus (Prado et al., 2015).

Estos microorganismos se encuentran bien organizados dentro de los granos de kéfir,
en las capas periféricas estan los Lactobacillus, mientras que a medida que se avanza hacia

el centro va aumentando el numero de levaduras (Ordofez, 1998).



Tabla 2. Principales grupos de bacterias presentes en el kéfir.

Género Especie

Caracteristicas

Lactobacillus kefir
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus kéfirgranum
Lactobacillus casei
Lactobacillus parakéfir
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fructivorans
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus viridescens
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus crispatus

Lactobacilos

Lactococcus lactis subsp.
Lactis

Lactococos Lactococcus lactis subsp
Streptococcus thermophilus
Estreptococos Streptococcus durans
Leuconostoc Leuconostoc durans
Enterococos Enterococcus durans
Bacterias acido Acetobacter sp.
acéticas Acetobacter pasteurianus
Bacillus spp

Bacillus subtilis
Pseudomonas spp

Otras bacterias

Heterofermentativos,
Predominan en leche fermentada.
60- 80% en los granulos.

Acidificaciéon muy rapida.

Raramente encontrado

Aporta sabor

Mantiene la simbiosis

Fuente: Farnworth (2008).

1.2.Produccioén y calidad de la leche de cabra

1.2.1. Generalidades

La produccion mundial de leche entera de cabra en el ano 2022 fue de 19,2 millones
de toneladas (FAOSTAT, 2024). Esta produccién se distribuye de manera muy variable a lo
largo de todos los continentes (Figura 2) concentrandose especialmente, en los paises en
vias de desarrollo. Asia y Africa engloban cerca del 80% de la produccién mundial donde
desempefa un papel importante en la nutricion de las respectivas poblaciones, siendo
menor en otras areas como América y Oceania. En Europa, se localiza el 16% de la

produccion de leche de cabra, especialmente en Francia (32%), Espafa (22%) y Grecia

(20%).
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Figura 2. Produccién mundial de leche de cabra.
Fuente: FAOSTAT (2024).

La leche de cabra se destina principalmente a su transformacion en productos
derivados, especialmente diferentes tipos de queso (frescos y curados, de coagulacion
lactica y enzimatica, etc.) y muchos de ellos, con Denominacion de Origen Protegida (DOP).
En los ultimos afos la diversificacién en la elaboracién de otros derivados de la leche de
cabra ha ido en aumento como es el caso de las leches fermentadas, tanto de yogur como
de kéfir.

La leche de cabra y sus derivados suponen una alternativa muy interesante a la
leche de vaca por su caracteristico sabor, textura, tipicidad y la percepcion que tiene el
consumidor de ella como un producto saludable y natural (Raynal-Ljutovac et al., 2008). Su
consumo resulta una buena opcidén para personas que sufren trastornos gastricos, como
digestiones pesadas y de Ulceras alta digestibilidad y facil asimilacion. Ademas, por su
escaso contenido de caseina a ; es adecuada para quienes son alérgicos a esta proteina
(Bidot-Fernandez, 2017).

1.2.2. Propiedades fisico-quimicas y nutritivas de la leche de cabra

En la Tabla 3 se presenta la composicién quimica de la leche de cabra en distintas
razas. Cabe destacar que la leche de las razas mas locales (Griega, Nguni y Sarda) tienen
una mayor concentracion de grasa y proteina y como consecuencia mayor materia seca. Sin
embargo, la leche de las razas lecheras mas especializadas (Alpina, Saanen, Nubian, etc.)
por lo general presentan menores cantidades de grasa y proteina, principalmente debido a

la diferencia entre los niveles de produccion.



Tabla 3. Composicion de la leche de cabra segun diferentes autores.

Raza Materia seca Proteina Lactosa Grasa Referencias
Murciano- 14,67 3,72 4,66 5,61 Beltran et al. (2014)
Granadina

Alpina 9,17 6,45 5,02 3,6 Costa et al. (2014)

Saanen 11,61 3,55 4,85 3,15 Costa et al. (2014)
Damascus 11,30-12,90 3,20-3,90 2,3-4,9 3,60-4,90 Bhosale et al. (2009)
. Sanz Ceballos et
Granadina 13,57 3,48 411 5,23 al.(2009)

India 12,33-13,66 3,21-4,09 4,19-4,88 3,54-4,54 Bhosale et al.(2009)

. Raynal-Ljutovac et al.
Griega 14,8 3,77 4,76 5,63 (2008)
) ) Raynal-Ljutovac et al.

Sarda 3,9 5.1 (2008)

Canaria 13,64 4.82 - 3,87 Salvador et al. (2006)
Nubian 13,2-14,6 3,90-4,50 - 4,40-4,50 Soryal et al. (2005)

Boer - 4,97-5,03 4,48-497 6,13-6,39 Mmbengwa et al. (2000)

Nguni - 454-495 427-451 6,04-7,48 Mmbengwa et al. (2000)

9,50-16,50 2,40-6,45 2,30-4,97 2,7-7,48 Rango

Fuente: Quintanilla (2019).
Los valores que se presentan deben considerarse como orientativos, ya que los

componentes de la leche de cabra ademas de por la raza varian de forma natural a lo largo
de la lactacion, viéndose afectados por numerosos factores como el tipo y época de parto,
edad del animal, estado sanitario, ordefio y alimentacion entre otros (Salvador & Martinez,
2007).

La composicion de la grasa de la leche de cabra se caracteriza por glébulos de
tamafo pequefio, altos niveles de acidos grasos de cadena corta como el acido caproico,

caprilico y caprico y también acidos grasos de cadena media.

La leche de cabra proporciona una matriz de facil acceso, rica en una gran variedad
de nutrientes y proteinas esenciales con perfiles de aminoacidos equilibrados, asi como
minerales y vitaminas que son importantes para respaldar muchas funciones corporales
(Satir et al., 2015).



1.2.3. Calidad higiénico-sanitaria de la leche de cabra

Las cualidades nutritivas de la leche la situan entre los alimentos basicos por
excelencia, pero desde su secrecion en el interior de la ubre hasta su llegada al consumidor,
puede encontrar un elevado numero de riesgos, como son: el desarrollo incontrolado de
microorganismos, infecciones por gérmenes patégenos de los animales productores,
absorciéon de olores extrafios, produccion de malos sabores, presencia de sustancias
quimicas extrafias (antibidticos, detergentes, desinfectantes, pesticidas, metales, particulas

de suciedad, etc.), lo que puede afectar de forma negativa la calidad higiénica del producto.

La legislacion europea relativa a la higiene de los alimentos de origen animal
destinados a la alimentacion humana (Reglamentos CE n° 852, 853 y 854/2004) realiza una
valoracion de la calidad higiénica de la leche cruda en base a su contenido en gérmenes
totales, células somaticas y residuos de antibidticos, estableciendo para cada uno de estos
parametros unos valores maximos para que la leche pueda ser comercializada en el ambito

de la Unién europea.

En el caso de la leche de cabra para el recuento de gérmenes totales limites
corresponden a 500.000 UFC/ml para la leche destinada a la elaboracion de productos
derivados sin tratamiento térmico y a 1.500.000 UFC/ml para la leche destinada a productos

qgue incluyan en su elaboracién algun tipo de tratamiento térmico

A su vez, el Recuento de Células Somaticas (RCS) es otro de los parametros
utilizados de manera rutinaria para valorar la calidad higiénica de la leche cruda ya que
constituye un buen indicador del nivel sanitario de los animales, principalmente en relacién a
la presencia de mamitis subclinica. Para el ganado caprino la situacién no esta tan clara ya
que determinados factores no infecciosos como el estado de lactacién, la aparicion del celo
o el manejo de los animales, pueden influir de manera importante sobre el recuento de
células somaticas, especialmente en el ganado caprino (Paape et al., 2007). Este hecho,
unido a la particularidad de los sistemas de produccion y a la menor importancia
socioecondmica de la leche caprina ha hecho que todavia no haya sido posible establecer

los limites para este parametro dejando la cuestién pendiente de estudio.

Otro de los aspectos considerados en la legislacion para valorar la calidad higiénica
de la leche cruda es la presencia de residuos de inhibidores, entre los que se encuentran los
antibidticos. La principal causa de la presencia de estas sustancias en la leche es la
utilizacion de medicamentos veterinarios a base de antibidticos para el tratamiento y

profilaxis de las enfermedades infecciosas del ganado, especialmente la mamitis.



1.3. El uso de subproductos en la alimentaciéon del ganado caprino

1.2.1. Consideraciones previas

La alimentacion del ganado cumple un papel fundamental y determinante sobre la
calidad de los productos animales y en el caso de la leche se considera el factor extrinseco
de mayor influencia, no sélo sobre la cantidad producida, sino también sobre la calidad de la
misma (composicion quimica y propiedades tecnolégicas) y, en consecuencia, sobre las

caracteristicas de los productos derivados.

En la Union Europea, la alimentacion del ganado lechero representa mas del 50%
del coste total de produccion (Morand-Fehr et al., 2007). Por lo que y debido a la baja
rentabilidad del sector de los pequefios rumiantes, es muy importante reducir el coste de su
dieta (Garg et al., 2013).

Durante los ultimos afios, el estudio del valor nutritivo de los subproductos o residuos
agroindustriales ha sido unos de los principales campos de investigacion en la nutricién de
rumiantes ya que estos productos pueden reemplazar a los alimentos concentrados en las
dietas de los animales, sin afectar a las caracteristicas del producto final (leche, queso,
yogur, carne y productos carnicos) con mejores resultados econdmicos (Fava et al., 2013).
Ademas, el uso de subproductos agroindustriales es de gran interés desde el punto de vista
medioambiental ya que se reduce la descarga de desechos y el costo de gestién de
residuos.

La valorizacion de subproductos en materias primas para alimentacién animal
contribuye a la economia circular mejorando la eficiencia de la produccién agroalimentaria y
la interconexion de la actividad agricola, ganadera y agroindustrial. Se reducen el consumo
de energia y agua, las necesidades de suelo y las emisiones de gases de efecto
invernadero para la produccion de piensos, con un beneficio econémico para los ganaderos
al reducir los costos de alimentacién animal y aumentando la competitividad de los procesos

de produccion ganadera (Muhlack et al., 2018).

Esta revalorizacion mediante un uso alternativo también afecta positivamente a los
agricultores al aumentar los ingresos y ayudara a responder a las demandas de los

consumidores de alimentos saludables, nutritivos, sensoriales, de origen ético y sostenible.

En el caso del ganado caprino su explotacion ha estado muy relacionada con la
utilizacién de subproductos locales procedentes de la industria agroalimentaria. Sin embargo,

para optimizar sus producciones, en especial la lactea, requiere cereales y oleaginosas, que



son principalmente importados, generando dependencia extranjera y elevando los costes de

la alimentacion.

Por ello es importante encontrar materias primas alternativas y el uso de
subproductos de la industria agroalimentaria es una de ellas. No obstante, existen
inconvenientes en el uso de subproductos agricolas en la alimentacion animal: la
disponibilidad estacional, la falta de conocimiento sobre su conservacion, la falta de
conocimiento sobre su efecto en la produccion, fertilidad y calidad de productos animales,
incluida la leche de cabra, y la falta de conocimiento sobre su efecto en los productos

animales derivados (Fava et al., 2013).

Segun Gasa y Castrillo (1992) para determinar si un subproducto puede utilizarse
para la alimentacion animal, es necesario saber su composicion, digestibilidad y aceptacion

por los animales, asi como su disponibilidad y posibilidades de conservacion.

Por otro lado, el precio y el valor nutricional de estos subproductos deben ser
adecuados (incluidos los costos de transporte y procesamiento), debe haber mano de obra
adicional disponible para su manipulacion y distribucién, y deben ser seguros (libres de

contaminantes y residuos).

1.2.1. Residuos de la industria vitivinicola en alimentacién animal

La uva (Vitis vinifera) es uno de los cultivos de gran importancia y mayor
envergadura a nivel mundial para la industria vitivinicola (Gonzales, 2018). Como
consecuencia de su uso en lo que respecta a la produccion de vino surgen subproductos
como el orujo de uva que representa el 62%, las lias de vino el 14% y el raspén el 12% de
los residuos organicos (Naziri et al., 2014). El orujo de uva que es el residuo mayoritario

esta formado por restos de pulpa, raspones , hollejos y pepitas.

Espafia ocupa el cuarto lugar a nivel mundial en produccion de uva con 6.800.000
t/afio, generando 1.200.000 t/afio de subproducto (FAOSTAT, 2024) extendido por toda la

geografia nacional.

El orujo esta formado por el subproducto generado tras el prensado de la uva y esta
compuesto por restos de pulpa, raspones o raspones, hollejos y pepitas, que pueden
provocar un impacto ambiental negativo (Muhlack et al., 2018), por lo que se requieren rutas

alternativas para su valorizacion.

La gestién del orujo sigue siendo un problema, aunque existen ayudas para la

destilacion. Asi, su aprovechamiento mediante usos alternativos distintos a la destileria
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contribuird a la valorizacion del subproducto, reforzando la sostenibilidad del sector

vitivinicola y al mismo tiempo contribuyendo a reducir el impacto ambiental.

La composicion del orujo de uva incluye polisacaridos de la pared celular, como
hemicelulosas y celulosa, pectina, lignina, proteinas, grasas y minerales, azucares no
fermentados, alcohol, fenoles, taninos, pigmentos y otros compuestos bioactivos (Muhlack et
al., 2018; Luga & Mironeasa, 2020).

Los compuestos fitoquimicos se consideran promotores de la salud., ya que se ha
demostrado que tienen propiedades antioxidantes y antimicrobianas para la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, procesos inflamatorios y estados fisiopatoldgicos
degenerativos, con actividad en salud humana (Teixieira et al., 2014) y animal (Corredu et
al., 2020).

Entre sus compuestos bioactivos destacan los compuestos fendlicos, como los
acidos benzoico e hidroxicinamico, catequinas, proantocianidinas, flavonoles y antocianinas
(Luga & Mironeasa, 2020).

A pesar de todos estos efectos beneficiosos, también se han descrito efectos nocivos
de los polifenoles en los procesos reproductivos cuando estos subproductos no se utilizan
adecuadamente. Estos compuestos actuan como disruptores hormonales y pueden alterar
el equilibrio hormonal y las funciones reproductivas tanto en hombres como en mujeres
(Hashem et al., 2020).

La inclusion de orujo de uva en las raciones para rumiantes en grandes cantidades
tiene efectos negativos sobre la digestibilidad ruminal y el consumo, y puede limitar la
produccion (Moate et al., 2020), dado su alto contenido en taninos. Los taninos, en niveles
adecuados, provocan efectos deseables como menor degradabilidad de las proteinas en el
rumen y metanogénesis e hidrogenacién de acidos grasos, que permiten un perfil lipidico

mas saludable de los productos derivados (Hassan et al., 2020).

Las cabras son una especie capaz de aceptar un mayor nivel de taninos en su dieta
gque ovinos o0 vacunos, en condiciones de variedad alimentaria, dada la presencia de
proteina salival con capacidad de unir taninos (Ventura-Cordero et al., 2017) que bloquean
su actividad y, por tanto, el efecto negativo sobre el rumen y la limitacién del consumo

observado en otras especies (Corredu et al., 2020).

No existen casi trabajos publicados sobre el uso del orujo de uva en la dieta del
ganado caprino, y los resultados no son concluyentes (Tsiplakou et al., 2008). Por ello
resulta necesario realizar estudios sobre los efectos de la suplementacion de la racién con

orujo de uva en cabras y cuales serian los niveles adecuados de inclusion como forma de

11



incorporar los beneficios de los fenoles para la salud animal. Ademas, es importante
conocer los efectos de esta suplementacion sobre la composicion de la leche y los

derivados lacteos obtenidos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la dieta empleando
subproductos de la industria vitivinicola, como es el orujo de uva negra, sobre la calidad del

kéfir de leche de cabra.
Los objetivos especificos planteados han sido:

. Analizar los efectos de la introduccion del orujo de uva negra en la
alimentacion de cabras sobre la calidad de la leche empleada para la elaboracién del kéfir

de cabra

. Evaluar el impacto del uso de orujo de uva negra en la dieta de los animales

en el proceso de elaboracién del kéfir de leche de cabra

. Establecer la caracteristicas fisico-quimicas y microbiologicas del kéfir

elaborado con leche de cabras alimentas con una dieta que incluye orujo de uva negra

. Estudiar la influencia del tiempo de conservacion en refrigeracion sobre las

caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del kéfir de cabra.

Con este estudio se pretende contribuir a mejorar la eficiencia productiva y la
sostenibilidad del ganado caprino lechero, reduciendo los costes de alimentacién y el
impacto ambiental evaluando el posible efecto de la dieta sobre la calidad de la leche y los

productos derivados.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Diseno experimental

Para la realizacion del estudio se emplearon 2 lotes de cabras de raza Murciano
Granadina del rebafo experimental de ganado caprino de la Universidad Miguel Hernandez
(Orihuela, Alicante), que fueron alimentadas con una dieta tipo (Control) y otra
suplementada con un 12 % de ensilado de orujo de uva negra (Orujo). La preparacion y
caracteristicas de las dos dietas utilizadas ha sido descrita por Fernandez et al. (2024). La
leche obtenida de los 2 lotes de cabras en tres momentos diferentes se transportaba en
refrigeracion a la Universitat Politécnica de Valéncia donde se realizaron 3 fabricaciones de
kéfir de leche de cabra de cada uno de los grupos experimentales. En cada una de las
fabricaciones se prepararon 42 kéfires de cada uno de los 2 lotes (Control y Orujo) por lo

que se elaboraron un total de 252 kéfires.

Se analizo la calidad fisicoquimica e higiénico-sanitaria de la leche cruda de cada
fabricacion, asi como los analisis fisicoquimicos y microbiolégicos del kéfir se realizaron a

diferentes tiempos de conservacion en refrigeracion. (1, 14 y 28 dias)

3.2.Leche de cabra

Desde el momento del parto los animales se ordefiaron una vez al dia en una sala
de ordefio 2x12x12 en linea alta (Gea Farm Technologies, Bdnen, Alemania) y la leche se
almacenaba en un tanque de refrigeracion a 3+1°C para su envio a la Universitat Poltécnica

de Valéncia donde se realizaron las elaboraciones de kéfir de cabra.

La leche cruda se analizé el mismo dia de su recepcién en el LICOVAL (Laboratorio
Interprofesional Lechero de la Comunidad Valenciana), para determinar sus caracteristicas
fisico-quimicas mediante un equipo de infrarrojo medio MilkoScan FT+ (Foss, Hillerad,
Dinamarca), la calidad bacteriologica (Bactoscan, Foss) y el Recuento de Células Somaticas

(Fossomatic, Foss)

3.3.Proceso de elaboracion de kéfir

Las fabricaciones de kéfir se realizaron en la Planta Piloto del Departamento de

Ciencia Animal de la UPV empleando los equipos y material disponibles en dicha planta.

Para garantizar la calidad microbiolégica en la elaboracion del kéfir la leche se

pasteurizdé a 90°C durante 5 minutos empleando una Thermomix TM6 (Vorwerk, Alemania.
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Una vez realizada la pasteurizacion la leche se homogeneizaban y se enfriaban a

temperatura ambiente (22-25°C) para proseguir con la inoculaciéon del fermento.

El fermento comercial que se utilizé fue CHOOZIT Kefir DG (Dairy Connection,
Madison, EEUU), que produce un kéfir ligeramente burbujeante de sabor suave, textura
homogénea y de espesor medio a grueso. Este fermento consta de: microflora de granos de
kéfir, levaduras del kéfir, Lactococcus subsp., Leuconostoc sp, Lactobacillus sp vy

Streptococcus thermophilus.

Para la aplicacion del fermento se pasteurizé 500 ml de leche de cabra, a 90°C
durante 5 min, en la que se disolvidé un sobre entero del fermento comercial. Dado que la
concentracion recomendada por el fabricante es de 1 sobre por cada 1000 litros de leche y
que el volumen empleado para la elaboracion era muy reducido, se consideré adecuado
inocular en cada mezcla como dosis de fermento 25 ml/L lo que supone 0,25 g de fermento

por litro de leche.

La fermentacion se llevd a cabo a una temperatura entre 22-24°C empleando un
incubador (Marca Suministros Quimicos Arroyo S.L. y Modelo Doctor Arroyo) (Figura 3).
Durante todo el proceso de incubacién se realizé6 una medida de pH de manera continua
(Figura 4) con pH metros Hanna modelo HI522 de canal doble (Hanna instruments, Eibar,
Espafia) previamente calibrados que registraban el pH cada 15 minutos y se consideré
finalizada al llegar a un pH < 4,55. Una vez alcanzado este pH los envases de kéfir se

refrigeraron a 4°C.

Figura 3. Incubador con envases de kéfir en el interior.
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Figura 4. pHmetro de doble canal para medicién continua durante el proceso de
fermentacion del kéfir.

3.4. Analisis fisicoquimicos

Todos los analisis fisico-quimicos del kéfir se realizaron sobre una muestra
obtenida a partir de la mezcla de seis unidades individuales de kéfir de cada grupo y

fabricacion.

3.4.1. Acidez

La acidez del kéfir se midio sobre el producto final (dia 1, 14 y 28 de refrigeracion)
mediante la medida del pH con el equipo portatil Sension+ pH1 (Hach, lowa, EEUU)
previamente calibrado. También se determind la acidez valorable segun el método Dornic

(Casado, 1991) empleando una dilucién de la muestra 1:1 del kéfir con agua destilada.

Para la medida de la acidez Dornic se tomaron 10 ml de la dilucion en un vaso de
precipitados y se le afiadieron 4 o 5 gotas de fenolftaleina al 1% (ITW Panreac, Barcelona,
Espafia) como indicador, valorando la mezcla con sosa Dornic 0,111 mol/l (ITW Panreac,
Barcelona, Espafia) hasta conseguir una tonalidad rosa palido permanente (Figura 5). Los
grados Dornic se calcularon a partir del volumen consumido en la neutralizacion teniendo en
cuenta que 0,1 ml de sosa Dornic equivale a un grado Dornic (°D) y multiplicando por el

factor de dilucion.

Figura 5. Determinacion de la acidez valorable del kéfir segun el método Dornic.
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3.4.2. Composicion

El analisis de la composicion del kéfir se realizé empleando una dilucion 1:1 de kéfir
en agua destilada, mediante un equipo automatico (Figura 6) basado en la
espectrofotometria de infrarrojo (MilkoScan FT+, Foss, Hillerad, Dinamarca), el cual
previamente habia sido calibrado para leche de cabra en cuanto al contenido de grasa,
proteina, lactosa y materia seca. También periddicamente se comprobaba la calibracion

mediante los métodos oficiales de referencia.

Figura 6. Equipo de infrarrojos Milkoscan FT+ para analisis de composicion del kéfir

3.5.Analisis microbiolégico

3.5.1. Recuentos de bacterias y levaduras

Las muestras de kéfir de cabra se llevaron al laboratorio de microbiologia de la UPV

y se trataron de forma aséptica en cabina de flujo.

En primer lugar, se analizaron 10 gramos de kéfir de cabra obtenido a partir de la
mezcla de 6 muestras conservadas en refrigeracién. Se depositaron en asepsia en una
bolsa estéril para hacer los analisis, donde se afadieron 90 ml de agua de peptona
tamponada esterilizada previamente. La bolsa se homogeneizé en un Stomacher (Sussex

Occidental, Reino Unido) durante 3 minutos.

La muestra homogeneizada corresponde con la primera dilucién (107") y a partir de
ahi, en una cabina se hicieron las diluciones decimales con micropipeta de 1 ml desde 102
hasta 1078 en tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril, agitandose el tubo de

ensayo previamente a cada dilucion.
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Posteriormente, con una micropipeta se transfirieron 0,1 ml de cada dilucién a las
placas por duplicado. Se realizaron los tres recuentos simultaneamente utilizando medios de

cultivo distintos para cada recuento.

- Agar MRS (Scharlau, Barcelona, Espafa) para el recuento de lactobacillus.
- Agar M17 (Scharlau, Barcelona, Espafa) para el recuento de lactococcus.
- Agar de Patata Dextrosada suplementado con cloranfenicol (PDA+CI) (Scharlau,

Barcelona, Espafia) para recuento de levaduras.

El in6culo depositado en la superficie del medio se distribuyd con asa Digralsky
estéril. Las placas para los recuentos de lactobacilos y lactococos en posicién invertida se
colocaron en caja de anaerobiosis (Figura 7) a las que se le afaden sobres para generar
una atmosfera anaerobia AnareroGen (Thermo Scientific™ Waltham, MA, EE. UU) y se

llevaron a estufa termostatada a 37°C durante 72 h.

Figura 7. Caja de anaerobiosis con placas de cultivo.
Las placas para los diferentes recuentos se incuban en las siguientes condiciones:

- Recuento de lactobacillus en Agar MRS, incubacién a 37 °C, durante 72 h en
anaerobiosis.

- Recuento de lactococcus en Agar M17 incubacion a 37 °C, durante 72 h en
anaerobiosis.

- Recuento de levaduras en Agar de Patata Dextrosada suplementado con

cloranfenicol (PDA+CI) incubacion a 28 °C durante 4 dias en aerobiosis.

Una vez incubadas las placas, se procedi6 al recuento de las colonias. Para obtener
los resultados, se seleccionaron las placas de las diluciones que contenian entre 15 y 300
colonias totales (Figura 8). Para los recuentos, se utilizé un dispositivo especializado en
contar colonias (Colony Counter (Digital S, P Selecta) que, con ayuda de una lupa y un

sistema de conteo, permitia el recuento de las colonias blancas.
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Figura 8. Recuento de lactobacilos en superficie en agar MRS

3.5.2. Identificacidon de levaduras

Para la identificacion de levaduras se empleé el sistema API® ID 32C (BioMérieux,
Lyon, Francia) (Figura 9). Se tomaron una o varias colonias idénticas de levadura y se
realizé una suspension en un tubo de 2 ml de agua estéril de turbidez igual al patron 2 de
McFarland. A continuacion, se abrié una ampolla de API® C Médium, y se transfirié 250 pl
de la suspensién anterior y se homogeneiz6 bien con la pipeta. Posteriormente, se inoculd
los pocillos de la galeria con 135 pl de la suspension realizada en API® C Médium. Se cerro
con la tapa e incubd a 28°C durante 2-3 dias. Se compard con el control (pocillo 0) y se
anoté las cupulas que aparecen mas turbias que el control. Finalmente, se leyeron los
resultados con el banco de datos del sistema API® LAB.
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Figura 9. Tira API® ID32C para identificacion de levaduras

3.6. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XIX. Se realiz6 el analisis descriptivo de los datos y se realiz6 un ANOVA a una

via para evaluar el efecto de la dieta (Control y Orujo) sobre la calidad de la leche y el
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proceso da fabricacion del kéfir de leche de cabra. También se aplic6 un ANOVA
multifactorial para estudiar el efecto de la dieta (D: Control y Orujo) y del tiempo de
conservacion (t = 1, 14 y 28 dias), asi como de la interaccion de estos dos factores (D x t),
sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del kéfir de leche de cabra segun

el siguiente modelo:
Yik=d + Di+ t; + (Di x tj ) + €«

Siendo: Yix = Variable dependiente; y = Media general; D; = Alimentacion de los

animales; t; = tiempo de conservacion; Dix ti = interaccion; €ij = Error residual

La comparacion de medias se llevé a cabo con el test de Tukey HSD con objeto de

determinar diferencias estadisticamente significativas al 95 % (p< 0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracteristicas de la leche de cabra

Las caracteristicas fisico-quimicas e higiénico-sanitarias de la leche de cabra con la

que se elaboraron los distintos lotes experimentales de kéfir se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisico-quimicas e higiénico sanitarias de la leche de cabra utilizada

en la elaboracion de los distintos lotes experimentales de kéfir.

Control Orujo
Parametros
Media + SD Minimo  Maximo | Media+SD  Minimo Maximo

pH 6,7810,04 6,71 6,82 6,76+0,04 6,71 6,80
Dormic 13,92+0,86 13,00 15,00 13,16+0,25 13,00 13,50
Grasa (%) 4,69+0,072 4,63 4,76 4,95+0,14° 4,87 5,11
Proteina (%) 3,4410,02 3,42 3,47 3,5110,04 3,47 3,55
Lactosa (%) 4,62+0,05 4,57 4,67 4,63+0,06 4,58 4,69
ESM (%) 8,7110,04 8,66 8,74 8,86+0,07 8,78 8,91
MS (%) 13,440,072 13,35 13,48 13,81+0,19° 13,66 14,02
Log RCS 6,0040,07 5,94 6,08 6,17+0,14 6,00 6,26
Log RGT 4,92+0,20 4,78 5,15 5,1540,22 4,94 5,38

ESM: Extracto Seco Magro; MS: Materia Seca; RCS Recuento Células Somaticas; RGT: Recuento Gérmenes
Totales; a, b: diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05)

La leche de cabra presentd una composicion quimica caracteristica de esta especie,
con valores similares a los indicados por otros autores en leche de cabras de la misma raza,
Murciano-Granadina (Beltran et al., 2014).

Los resultados del analisis de la varianza del factor dieta sobre la calidad fisico-
quimica e higiénico sanitaria de la leche solo han mostrado diferencias significativas en el
porcentaje de grasa (p<0,05) siendo superior en la leche de las cabras alimentadas con

ensilado de orujo de uva negra (Orujo) que en el grupo Control (4,95 vs 4,69) v,
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consecuentemente, en la Materia Seca (p<0,05) que también resulto superior en el grupo
Orujo (13,81 vs 13, 4). En los otros parametros de calidades de la leche no se observaron

diferencias debidas a la alimentaciéon de las cabras.

El aumento en el porcentaje de grasa conduce a un incremento en la materia seca
total de la leche, ya que la grasa es un componente significativo de la materia seca. Es
importante destacar que estos cambios, aunque pequefos en términos absolutos, son
estadisticamente significativos (p<0,05) lo que sefala el efecto positivo del ensilado de orujo

de uva negra en la composicion de la leche.

Estos resultados pueden ser debido a que el orujo de uva negra es rico en
compuestos bioactivos como polifenoles y antioxidantes. Los polifenoles podrian estar
jugando un papel crucial en el metabolismo lipidico de las cabras. Estos compuestos tienen
la capacidad de modular la expresién de genes relacionados con la sintesis de grasa en la
glandula mamaria, aumentando la produccién de grasa. Ademas, el orujo de uva es rico en

fibra y carbohidratos complejos (Lépez-Astorga et al., 2022).

Dominguez (2013), empleando otro subproducto como es la pulpa de naranja en la
dieta de cabras Murciano-Granadinas, también observd un incremento del contenido de
grasa (5.13% vs 4,66%; p<0,001) y materia seca (14,06% vs 13,59%, p< 0,001) en la leche,

no viéndose afectados el resto de componentes (p>0,05).

En cuanto a la calidad higiénica, ambos tipos de leche presentaron similares
recuentos de células somaticas (Log RCS (cél/ml): 6,00+0,07 y 6,17+0.14; p> 0,05) con
valores de 1.000.000 y 1.479.108 cél/ml para cada uno de los grupos experimentales que
resultan bastante caracteristicos de la leche de cabra que en general muestra elevados
recuentos de células somaticas (Marin et al., 2010). A su vez el recuento de gérmenes
totales (RGT) tampoco presenté diferencias entre los dos grupos experimentales (Log RGT
(ufc/ml): 4,9240,20 y 5,15+0,22; p> 0,05) con recuento de 83.176 y 141.252 ufc/ml que
indican una buena calidad bacteriolégica, ya que el recuento es menor al limite maximo
establecido en la UE para la elaboracién de productos de leche de oveja y cabra a partir de
leche cruda (500.000 ufc/ml).
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4.2. Efecto de la dieta sobre el proceso de fermentacion del kéfir de leche de

cabra

En la Figura 10 se presenta la evolucion del pH durante el proceso de elaboracion
del kéfir fue similar en ambos tipos de leche, presentando una curva de acidificacion

caracteristica de este proceso.

—e— Control Orujo

Figura 10. Efecto de la presencia de ensilado de orujo de uva negra en la dieta sobre la
cinética de acidificacion del kéfir de leche de cabra.

En la Tabla 5 se presentan algunos de los parametros caracteristicos del proceso de
fermentacion del kéfir de cabra de los dos lotes experimentales, Aunque el tiempo
transcurrido hasta alcanzar el pH de 4,55 fue superior en la leche del grupo orujo las
diferencias estadisticas no fueron significativas (p<0,05).

Tabla 5. Parametros del proceso de elaboracion del kéfir de leche de cabra

Parametros Control Orujo
pH inicial 6,65 £ 0,05 6,59+ 0,08
pH final 4,55 + 0,01 4,55 + 0,02
Tiempo de incubacién 15h 34 m+0,32 16h32m=+2,16

En un estudio experimental de Ertekin, & Guzel-Seydi (2010) al fabricar kéfir y
reemplazar parte de la grasa de la leche por sustitutos como la inulina, y luego almacenar
este kéfir durante diferentes periodos, no se observaron cambios significativos en el nivel de

acidez del producto final. Por tanto, los sustitutos de grasa y el tiempo de almacenamiento
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no alteraron el proceso de fermentacion de manera que afectara significativamente la

produccién de acido lactico.

Guzel-Seydim et al. (2005) encontraron que las cabras alimentadas con una dieta
rica en forrajes producen leche con un perfil de acidos grasos diferente y un contenido
proteico que puede influir en la fermentacion del kéfir. El pH inicial tipico es alrededor de 6.5
a 6.7. Durante la fermentacion, el pH disminuye rapidamente debido a la actividad de las
bacterias lacticas, alcanzando un pH final de aproximadamente 4.2 a 4.6 después de 24
horas de incubacion a 25°C. También observo que la fermentacion del kéfir de leche de
cabra puede ser mas rapida que la de la leche de vaca, lo que se atribuye a la composicion

de la leche y la mayor actividad de las bacterias en la leche de cabra.

En un estudio comparativo sobre el proceso de fermentacién del kéfir de leche de
vaca y de leche de cabra, Magalhaes et al. (2011) encontraron que el kéfir de leche de
cabra tiene un pH inicial similar al de la leche de vaca, pero la caida del pH es mas rapida
en la leche de cabra. El pH final del kéfir de leche de cabra se situé alrededor de 4.3
después de 24 horas de fermentacién a 25°C, mientras que el kéfir de leche de vaca tuvo un
pH final ligeramente mas alto, alrededor de 4.5. Este resultado se atribuy6 a la diferente
composicion de la leche de cabra, que tiene un mayor contenido de acidos grasos de

cadena corta y media, facilitando una fermentaciéon mas activa y rapida.

Giraldo (2023) estudio las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas del kéfir de
leche de cabra y lactosuero, realizando el analisis en diferentes tiempos de almacenamiento
refrigerado (1, 7, 14 y 21 dias). En este estudio solamente la acidez titulable (Dornic) del
kéfir de leche de cabra se incrementd significativamente durante los primeros 7 dias de
almacenamiento, pero el valor de pH se mantuvo constante entre los dias 7 y 21, sugiriendo

una baja actividad del fermento durante este periodo.

4.3.Efecto de la dieta y el tiempo de conservacion sobre las caracteristicas

fisico-quimicas del kéfir de leche de cabra

La incorporacion de ensilado de orujo de uva negra en la dieta tampoco parece
afectar en gran medida a las caracteristicas fisico-quimicas del kéfir de leche de cabra
(Tabla 6) solamente en el valor de pH y la materia seca se presentaron diferencias
significativas entre los dos grupos experimentales. En cuanto al pH fue mayor en los kéfires
del grupo Control que en aquellos elaborados a partir de leche de cabras alimentadas con la
dieta que contiene orujo de uva negra (4,53 vs 4,48; p>0.01). Mientras que el contenido en

materia seca fue menor significativamente en el kéfir del grupo Control (13,04 vs 13,41%;
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p<0,05) lo que puede deberse a un mayor contenido en grasa de los kéfires elaborados con
la leche del grupo Orujo que, aunque resulta mayor en este grupo, las diferencias

estadisticas no fueron significativas (p>0,05).

Los resultados sugieren que la composicidon de la dieta de las cabras puede influir en
las caracteristicas del kéfir final, aunque el efecto parece ser limitado. El pH ligeramente
inferior en el kéfir del grupo con orujo podria estar relacionado con cambios en la actividad
de los microorganismos del kéfir, posiblemente debido a la presencia de compuestos

bioactivos provenientes del orujo de uva en la leche.

En cuanto al tiempo de conservacién en refrigeracion no afecto significativamente a
ningunas de las variables estudiadas al igual que la interaccion entre los dos factores

estudiados tampoco resulto significativa en ningun caso.

En un estudio sobre kéfir en Noruega, se observd que el pH disminuyo
significativamente (PAG<0,05) durante la primera semana de almacenamiento de 4,50 a

4,41 y permaneci6 en el mismo nivel durante el almacenamiento (Grgnnevik et al. 2011).

Marchena & Vergara, (2016) no obtuvieron diferencias significativas al estudiar el pH
del kéfir de leche de cabra y del kéfir de leche de vaca durante 9 dias pero si que se
encontré que el pH disminuy6é en relacion con el tiempo de almacenamiento en ambos
casos. El pH promedio del kéfir de leche de vaca fue de 4,46 y del kéfir de leche de cabra,
fue de 4,48.

A su vez, Irigoyen et al. (2005) en kéfir de leche de vaca inoculada con distintas
proporciones de granos de kéfir, detectaron menores concentraciones de grasa y materia
seca a partir de los 14 dias de almacenamiento lo que podria estar relacionado, segun estos
autores, con el crecimiento de hongos, que son uno de los principales agentes lipoliticos de
las leches fermentadas. Este aspecto no se ha visto confirmado en los resultados obtenidos
en el presente trabajo donde a pesar de que los porcentajes de grasa disminuyeron durante

el almacenamiento las diferencias no fueron estadisticamente significativas p<0,05).
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4.4 Efecto de la dieta y el tiempo de conservacion sobre las caracteristicas
microbiolégicas del kéfir de leche de cabra

Las caracteristicas microbiolégicas del total de las muestras de kéfir recién

fabricados se pueden observar en la tabla Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de los recuentos de lactobacilos, lactococos y levaduras del kéfir de

leche de cabra

Parametro (Log) Media = SD Minimo Maximo
Lactobacilos 5.5108+2.8 108 8.0 107 8.8 108
Lactococos 8.5108+ 5.1 108 4.0 108 1.8 10°

Levaduras 7.610%+5.210° 2.6 103 1.4 104

Los resultados son similares a los obtenidos por otros autores en el caso de

lactococos y lactobacilos pero algo menores en el caso de las levaduras (Irigoyen et al. 2005)

De los diferentes recuentos de levaduras se tomaron algunas colonias al azar para
su identificaron con la tira API® ID 32C (Figura 11y 12)
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Figura 12. Tira API ID 32C crecida que da como resultado Candida famata.
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De las colonias identificadas el 75% presentén como resultado Candida famata y el
25% de Saccharomyces cerevisiae. Otros autores también encuentran Candida famata en
los granos de Kefir bien en su forma anamorfa o telemorfa que se denomina Debaromyces
hanseii.(Lopitz-Otsoa et al. 2006). Las cepas de Debaromyces hanseii tambien se utilizan
para estudiar el efecto de las levaduras en las fermentaciones tipo kefir. Las levaduras
suelen proporcionar un sabor equilibrado y niveles medios a altos de formacion de CO:2
(Paucean et al. 2009).

Las medias de las tres fabricaciones para los dos tipos de muestras indican una
similitud de estos tres grupos de microorganismos, lactobacilos, lactococos y levaduras,
entre los dos productos obtenidos de los dos tipos de leche, la leche de cabras control y la

leche de cabras alimentadas con suplemento de orujo de uva negra (Figura 13).

M orujo M control

levaduras

lactococos

lactobacilos

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Log UFC/g

Figura 13. Log UFC/g de lactobacilos, lactococos y levaduras en el kéfir de leche de cabra
segun la dieta

En la Figura 13 se puede observar que los resultados para lactobacilos y lactococos
son bastante homogéneos, siendo el recuento lactococos algo menor, para las levaduras,
también los valores son similares, aunque los recuentos son menores que los de

lactobacterias.

La evolucion de los recuentos durante el almacenamiento (Figura 14), sefiala para
lactobacilos y lactococos un ligero descenso entre los dias 1 y 14 con una disminucion
mucho mas marcada en el dia 28. Al contrario, las levaduras empiezan con valores menores

creciendo de forma lineal hasta alcanzar valores similares a los de las bacterias.
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Estos resultados no coinciden con otros autores donde el recuento de lactobacilos se
mantiene a lo largo de los 28 dias. (Temiz et al. 2015), mientras que en otro estudio
experimental también encuentran que el recuento de lactococos disminuye mientras que el

de levaduras aumenta. (Bulat & Topcu, 2021)

—

Figura 14. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre los recuentos (Log UFC/g) de

lactobacilos, lactococos y levaduras en el kéfir de leche de cabra

Para el estudio de las diferencias estadisticas se ha realizado un analisis de varianza
de los factores de variacion (D: dieta; t: tiempo de conservacion). Este analisis mostré que la
interaccion entre ambos factores no resultdé en ningun caso significativa por lo que para una

mayor claridad se presentan los resultados por separado para cada factor de variacion.
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La Tabla 8 muestra que la concentracion de lactobacilos medida en logaritmos que
fue ligeramente mayor en el kéfir de leche de cabra del grupo control (7,98) comparado con
el del grupo de orujo (7,23). Sin embargo, la diferencia no resulto estadisticamente
significativa (p= 0,2097). Tampoco en el recuento de lactococos se encontraron diferencias
significativas (p = 0,4636) relacionadas con la dieta entre los grupos Control (7,86) y Orujo
(7,64). Por ultimo, las levaduras, aunque presentaron una disminucion en su concentracion
en el grupo Orujo (4,81) en comparacion con el Control (5,36) estas diferencias tampoco

resultaron estadisticamente significativas (p= 0,2401).

Tabla 8. Efecto de la dieta sobre los analisis microbioldgicos del kéfir de leche de cabra

Parametro Dieta ANOVA

(Log UFClg) Control Orujo ES P NS
Lactobacilos 7.98 7.23 0.13 0.2097 ns
Lactococos 7.86 7.64 0.21 0.4636 ns
Llevaduras 5.36 4.81 0.31 0.2401 ns

NS: nivel de significacion; ns: no significativo

Las Figuras 15, 16 y 17 presentan los logaritmos de los diferentes recuentos (Log

UFC/qg) realizados para los kéfires de cada grupo experimental (C: Control; OT: Orujo).
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Figura 15. Efecto de la dieta sobre el recuento de lactobacilos del kéfir de leche de
cabra (C: Control, OT: Orujo)
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Figura 16. Efecto de la dieta sobre el recuento de lactococos del kéfir de leche de
cabra (C: Control , OT: Orujo).

Medias y 95.0% de Fisher L5D

59|

5.5 o

5.1 -

Log YaM

4.3 - =]

Group

Figura 17. Efecto de la dieta sobre el recuento de levaduras del kéfir de leche de
cabra (C; Control, OT: Orujo)

Se puede concluir que la dieta, en este caso la inclusidon de orujo de uva negra, no
tiene un efecto significativo en las poblaciones de lactobacilos, lactococos y levaduras en el
kéfir de leche de cabra. Todos los valores de p son mayores que 0,05, lo cual indica que no
hay diferencias estadisticas significativas entre los grupos evaluados. Este analisis sugiere
que la suplementacion con orujo no altera de manera significativa la composiciéon microbiana

del kéfir de leche de cabra.

En cuanto al efecto del tiempo de almacenamiento en refrigeracion del kéfir de leche

de cabra sobre los recuentos microbianos en la Tabla 9 se presentan los resultados
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obtenidos junto al resultado del analisis de la varianza aplicado en el estudio de este factor

de variacion.

Tabla 9. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre los analisis microbioldgicos del kéfir de

leche de cabra.

Parametro Tiempo de almacenamiento (dias) ANOVA

(Log UFC/g)

1 14 28 ES p ES
Lactobacilos 8.65° 8.13° 6.792 0.17 <0.001 o
Lactococos 8.87° 8.32° 6,062 0.26 <0.001 Hoxk
Levaduras 3.792 5.09° 6.38¢ 0.38 <0.01 >

a, b, c: diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas (p < 0,05); NS: nivel de significacion
***p<0,001; **p<0,01.

En la Tabla 9 se puede observar que los valores medios del log lactobacilos
disminuyen con el tiempo de almacenamiento en refrigeracion, desde 8,65 el primer dia,
8,13 a los 14 dias hasta disminuir a 6,79 el dia 28. El analisis de varianza sefiala que las
diferencias entre los recuentos de Lactobacilos entre los distintos tiempos de conservacion
son estadisticamente significativas (p<0,001)

También, los valores del lactococos (log UFC/g) disminuyen durante el
almacenamiento mostrando diferencias significativas (p<0,001) entre los tres momentos
estudiados (dia 1: 8,87; 14 dias: 8,32; 28 dias: 6,06).

En ambos casos, lactobacilos y lactococos se observa un descenso notable entre los
14 y los 28 dias de refrigeracién lo que sugiere que el kéfir pierde una parte de su flora
bacteriana beneficiosa con el paso del tiempo indicando que 28 dias es un periodo

demasiado largo de conservacién que disminuiria los efectos probidticos del kéfir.

Por el contrario, el recuento del logaritmo de las levaduras aumenta
significativamente (p<0,01) con el tiempo de conservacion, 3,79 (1 dia), 5,09 (14 dias) y
6,38 (28 dias). Las levaduras a diferencia de las bacterias, aumentan con el tiempo de
conservacion, lo que podria implicar un proceso de fermentacion prolongada o una menor

competencia con las bacterias, favoreciendo el crecimiento fungico.
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En resumen, el tiempo de conservacion tiene un impacto significativo en la
microbiota del kéfir de leche de cabra. Segun Garcia et al. (2006), el recuento de lactococos
en kéfir de leche de cabra puede variar dependiendo de factores como la calidad de la leche,
las condiciones de fermentacién, y la cepa de kéfir utilizada. En su estudio, encontraron
recuentos de lactococos entre 107 y 108 UFC/g, lo cual es comparable con los valores
obtenidos en este estudio. En otro trabajo experimental, Farnworth (2005) sefiala que los
lactobacilos en el kéfir son bastante resistentes a variaciones en la composicion del medio
de cultivo, lo que puede explicar que no existan diferencias significativas en este estudio

entre los dos tipos de leche.

Lopitz-Otsoa et al. (2006) encontraron que la poblacién de levaduras en el kéfir
puede ser relativamente constante, independientemente de pequefas variaciones en el
medio de cultivo o en la dieta de los animales productores de leche. Este hallazgo sugiere
que las levaduras son bastante robustas frente a cambios en la dieta caprina, manteniendo

una poblacion estable en el kéfir de leche de cabra.

A su vez, Zhang et al. (2024) investigaron como la suplementacion dietética y las
condiciones de almacenamiento afectan a las caracteristicas microbiologicas del kéfir,
encontrando que el tiempo de conservacion influye significativamente en la viabilidad de las
bacterias acido-lacticas y en el crecimiento de levaduras. Al comparar sus resultados con los
obtenidos en este trabajo, se observan similitudes en la reduccién de las poblaciones de
lactobacilos y lactococos durante el almacenamiento, asi como un incremento en la
proliferacion de levaduras. Sin embargo, Zhang et al. (2024) observaron que la dieta si
influia mas directamente en las caracteristicas microbioldgicas que en los resultados de este
estudio, donde la dieta no tuvo un efecto estadisticamente significativo en la composicion
microbiana del kéfir. Este contraste podria atribuirse a diferencias en los tipos de dietas

suplementarias y las condiciones experimentales utilizadas en ambos estudios.

Se puede destacar que ciertos factores, como la temperatura y el almacenamiento,
no necesariamente impactan de manera significativa la calidad microbioldgica, lo que

sugiere otras variables, como el tipo de cultivo o las condiciones de fermentacién.

Wang et al. (2020) se centran en la sucesion autogénica de bacterias y levaduras en
granos de kéfir cuando se subcultivan en leche de cabra durante un periodo de 2 a 4 meses.
Utilizan técnicas de secuenciacion de alto rendimiento para analizar la diversidad microbiana
de granos de kéfir originarios de diferentes paises. Los resultados muestran que, aunque
hay una alta estabilidad microbiana en los granos de kéfir subcultivados en leche de cabra

durante mas de 3 meses, existen variaciones segun el origen geografico de los granos.
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También resaltan como las condiciones de subcultivo, incluyendo el tipo de leche y el tiempo,
afectan significativamente la composicion y estabilidad microbiana del kéfir. Ademas,

proporcionan un enfoque especifico sobre la estabilidad microbiana a lo largo del tiempo en
diferentes condiciones de subcultivo.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en este trabajo indican que la inclusion de ensilado de
orujo de uva negra en la dieta del ganado caprino lechero podria resultar beneficiosa, ya
que no presenta ningun efecto negativo sobre la calidad de la leche, ni sobre el proceso de
elaboracion del kéfir, asi como no afecta en general a la calidad fisico-quimica del kéfir

elaborado.

Este estudio sugiere ademas que la dieta del ganado caprino tiene un impacto
minimo en la composicion microbiana del kéfir, mientras que el tiempo de conservacion es
un factor crucial que afecta significativamente a la presencia de microorganismos
beneficiosos. Para mantener la calidad probidtica del kéfir, es recomendable limitar el tiempo
de conservacion y considerar practicas que optimicen la estabilidad de las poblaciones

bacterianas benéficas.

La utilizacion del ensilado de orujo de uva negra en la dieta de las cabras lecheras
contribuye a reducir los costes de alimentacién y a optimizar la gestion de este subproducto,

por lo que incrementa la sostenibilidad y la economia circular del sector caprino lechero.

Sin embargo, seria conveniente profundizar mas el estudio de las caracteristicas del
kéfir elaborado con leche de cabras alimentadas con subproductos vitivinicolas con el
estudio de otros parametros fisico-quimicos como la presencia de antioxidantes y la
composicion en acidos grasos que podria aumentar el valor del producto elaborado, asi

como la realizacion de analisis sensorial para que los resultados fueran mas concluyentes.
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