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RESUMEN

La leche animal es uno de los productos alimenticios mas importantes en la dieta humana
debido a su alto contenido en nutrientes esenciales y una fuente importante de proteinas.
Sin embargo, el consumo de leche animal se ha visto reducido estos ultimos afios siendo
reemplazada por las bebidas vegetales cuyos niveles de proteina y valor nutricional son,
por lo general, inferiores. En este trabajo se ha realizado una cuantificacion de proteinas de
cuatro tipos de leche de origen animal y vegetal (vaca, cabra, soja y arroz) pertenecientes
a la misma marca comercial con el objetivo de determinar estadisticamente si la cantidad
de proteinas es significativamente distinta entre los diferentes tipos. La cuantificacion de
proteinas se realizé6 mediante el método Bradford midiendo la absorbancia a 595nm en un
lector multi-modal de microplacas Synergy H1.

Los datos obtenidos se analizaron mediante los programas RCommander y RStudio para
determinar si existian diferencias mediante un ANOVA I. Los resultados indican que la leche
de cabra es la que presenta una mayor cantidad de proteina mientras que la de arroz es la
gue presenta los niveles mas bajos, siendo significativas las diferencias entre los cuatro
tipos de leche. Ademas del nivel de proteinas, también es importante el valor nutricional de
las mismas. En experimentos futuros seria interesante realizar otros proyectos en los que
se incluyeran mas tipos de bebidas vegetales o varias marcas para determinar si existen
diferencias de nivel de proteinas entre ellas.

PALABRAS CLAVE

Arroz, bebida vegetal, Bradford, cabra, cuantificacion, dieta, leche, leche animal, nutrientes,
proteinas, soja, vaca, vegano

SUMMARY

Animal milk is one of the most important food products in the human diet due to its high
content of essential nutrients and as an important source of protein. However, the
consumption of animal milks has been reduced in recent years by being replaced by
vegetable drinks whose protein levels and nutritional value are generally lower. In this work,
a quantification of proteins of four types of milk of animal and vegetable origin (cow, goat,
soybean and rice) belonging to the same brand has been carried out in order to determine
statistically if the amount of proteins is significantly different between different types. Protein
guantification was performed using the Bradford method of protein quantification by
measuring absorbances at 595nm with a Synergy H1 hybrid multi-mode microplate reader.
For the analysis of the data, the RCommander and RStudio programs were used, through
which a previous analysis of the obtained data was carried out to determine if there were
differences by means of an ANOVA I. The results indicate that goat's milk is the one that
presents the highest amount of protein while rice’s is the one that presents the lowest levels,
being significant the differences between the four types of milk. In addition to the level of
proteins, the nutritional value of them is also important. In future experiments, it would be
interesting to carry out other projects that include more types of vegetable drinks or several
brands to determine if there are differences in the level of proteins between them.

KEY WORDS
Animal milk, cow, Bradford, diet, goat, milk, nutrients, proteins, quantification, rice, soy,
vegan, vegetable drin






1. Introduccién

La leche es uno de los productos alimenticios basicos mas consumidos a nivel mundial. Sin
embargo, este consumo ha descendido en los ultimos afios siendo poco a poco
reemplazado por el de bebidas de origen vegetal, cada vez mas populares y deseadas, lo
cual se refleja en el creciente numero de bebidas vegetales disponibles en el mercado.

Es importante hacer hincapié entre las diferencias de estas dos categorias de leche ya que
esta determinacion causo gran controversia por englobar en el término “leche”, no solo a
productos de origen animal, sino también a los de origen vegetal. Coloquialmente a las
bebidas de origen vegetal que se asemejan en apariencia a la leche animal se las denomina
‘leches vegetales” sin embargo, el uso de esta terminologia se vio que podia causar
confusién al consumidor al pensar que la leche animal y vegetal eran equivalentes. Por ello,
finalmente el Tribunal de Justicia Europea (Sentencia del 14 de junio de 2017, asunto C-
422/16)! declard una sentencia en la que se prohibio el uso de la palabra “leche” para la
venta de productos puramente vegetales, que deberian pasar a llamarse “bebidas
vegetales”. De este modo, la leche solo englobaria a la secrecion producida por los
mamiferos y, por tanto, a las leches animales. Segun un articulo publicado por Haug y
colaboradores en 2007 (Haug, A. et al., 2007), de los diferentes tipos de leche de origen
animal, la leche de vaca es el tipo mas consumido por excelencia. Se la considera un
componente importante en la dieta humana ya que contiene numerosos nutrientes
esenciales (como determinados aminoacidos) y es una fuente de lipidos, proteinas, factores
de crecimiento y &cidos grasos, ademas de presentar propiedades antimicrobianas,
promover la absorcidn de otros nutrientes, estimular el sistema inmunoldgico, etc. (Haug,
A. et al., 2007). De entre todas las proteinas, la mas importante y la que se encuentra en
mayor proporcion es la caseina, la cual representa el 80% del total de proteinas de la leche
(Jenness, R., 1988).

Sin embargo, pese a sus numerosas propiedades, algunas de estas proteinas son
alérgenos potenciales incluso a concentraciones bajas, derivando en lo que se conoce
como alergia a las proteinas de la leche, la cual suele darse especialmente entre lactantes
y nifios de hasta 3 afos. A partir de esa edad, la alergenicidad tiende a aumentar en un
35% en niflos de entre 5 y 6 afios, pudiendo aumentar alun mas hasta llegar a la
adolescencia (Vanga, K. y Raghavan, V., 2018). Otro problema comun es la intolerancia a
la lactosa, ocasionada por un déficit de la enzima lactasa en el tracto digestivo, la cual es
una patologia de la que se estima que un 70% de la poblacién mundial se ve afectada por
ella. La prevalencia y la edad a la que se manifiesta varian en funcion de los diferentes
grupos étnicos (Asociacion de intolerantes a la lactosa Espafa, (ADILAC), 2019). Estos dos
factores, hacen que la leche de vaca y en general, la mayoria de leches de origen animal,
puedan no ser aptas para todos los consumidores.

! Sentencia del Tribunal de Justicia de la Unién Europea (asunto C-422/16: Verband
Sozialer Wettbewerb / TofuTown.com), de 14 de junio de 2017. Procedimiento prejudicial
— Organizacion comun de mercados de los productos agricolas — Reglamento (UE) n. o
1308/2013 — Articulo 78 y anexo VII, parte Il — Decision 2010/791/UE — Definiciones,
designaciones y denominaciones de venta — “Leche” y “productos lacteos” —
Denominaciones utilizadas para la promocién y comercializacién de alimentos puramente
vegetales. Recuperado de https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:62016CJ0422&from=ES



Los valores nutricionales obtenidos a partir de la Base de Datos Espafiola de Composicion
de Alimentos (BEDCA) determinan que la leche de vaca entera presenta la siguiente
composicion: valor energético de 65kcal/100mL; 3,8g/100mL de grasa; 3,06g/100mL de
proteina; 4,7 g/100mL de carbohidratos y otros componentes como vitaminas y minerales
en menor proporcién (Consorcio BEDCA y Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricién, BEDCA, 2007).

La leche de cabra por su parte, posee ciertas ventajas sobre la leche de vaca para el
consumo humano puesto que, presenta ciertos valores terapéuticos tanto en medicina
como en nutricion y una mejor digestibilidad y capacidad de tamponacion (Yangilar, F.,
2013).

Ademas, es una fuente importante de proteinas, fosfato y calcio entre otros componentes.
Las proteinas de la leche de cabra son hipoalergénicas, algo interesante a tener en cuenta
para los consumidores que presentan alergia a las proteinas de la leche, aunque, si bien
también contiene lactosa, sus valores son inferiores a los que posee la leche de vaca (Park,
Y., 2016).

Los valores nutricionales recogidos a través de la BEDCA para la leche de cabra
determinan: un valor energético de 65kcal/100mL; 3,7g/100mL de grasa; 3.49/100mL de
proteina; 4.49/100mL de carbohidratos y otros componentes como vitaminas y minerales
en menor proporcion (Consorcio BEDCA y Agencia Esparfiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricion, BEDCA, 2007). Sus valores nutricionales son semejantes a los de la leche de
vaca con una mayor proporcion de proteinas y grasa. En ambos casos, estos valores
nutricionales se ven afectados por numerosos factores como la raza del animal, la edad, la
estacion del afio, la alimentacion, etc. (Haug, A. et al., 2007).

Por ello, los valores que aparecen representados en las etiquetas de los envases a
disposicion del consumidor, son niveles minimos que debe contener dicha leche para cada
uno de los parametros mencionados.

En cuanto a las bebidas vegetales, generalmente son suspensiones coloidales o
emulsiones a partir de distintas partes de plantas desintegradas que se asemejan a la leche
de vaca en apariencia (Makinen, O. et al., 2016). El proceso general consiste en moler la
materia vegetal humedecida para extraer sus componentes. Los residuos de la molienda
son posteriormente separados por filtracion o decantacién y dependiendo del tipo de bebida
vegetal que sea, se le adicionan otros ingredientes. Finalmente se produce la
homogeneizacion y la pasteurizacién (Makinen, O. et al., 2016).

En vista al creciente consumo de este tipo de bebidas, los autores Sethi y colaboradores
mencionan una clasificacion general en 5 categorias segun el tipo de planta utilizada (Sethi,
S. etal., 2016):

-A base de cereales: bebida de avena, arroz, maiz, trigo, espelta

-A base de legumbres: bebida de soja, cacahuete, lupino, judia

-A base de frutos secos: bebida de almendras, coco, avellana, pistacho, nuez
-A base de semillas: bebida de sésamo, lino, cafiamo, girasol.

La bebida vegetal mas popular es la leche de soja. Su uso se remonta a 2000 afios atras
en China. Es muy comun como sustituta de la leche de vaca fundamentalmente entre las
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personas con alergia a las proteinas de la leche o intolerancia a la lactosa. Ademas, la
bebida de soja es una buena fuente de acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados,
considerados buenos para la salud (Sethi, S. et al., 2016). La presencia de isoflavonas en
su composicion es otro de sus puntos a favor, puesto que existen evidencias de que el
consumo de este compuesto esta relacionado con la disminucién de sintomas de la
menopausia, prevencion de enfermedades cardiovasculares y de otras enfermedades
cronicas, como la osteoporosis tal como sefialan Mendoza y colaboradores (Mendoza, D.
et al., 2015).

La composicion nutricional, segun la base de datos BEDCA para la bebida de soja es de:
un valor energético de 53kcal/100mL; 3,2g/100mL de proteinas; 1.84g/100mL de grasa,
5,769 de carbohidratos y minerales y vitaminas en menor proporcién (Consorcio BEDCA y
Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricibn, BEDCA, 2007).

En cuanto al otro tipo de bebida vegetal que tratamos en esta memoria, la “leche” de arroz,
puede ser preparada mezclando arroz integral molido con agua. El arroz es uno de los
alimentos con mayor fuente de carbohidratos. Estos carbohidratos son convertidos en
azucares durante la produccion de la bebida de arroz, lo que le da su sabor dulce
caracteristico. Es una de las alternativas al uso de leche de origen animal, pero también al
uso de bebidas vegetales ya que algunas de éstas, como la de soja 0 almendra, pueden
ocasionar reacciones alérgicas en los consumidores (Vanga, K. y Raghavan, V., 2018).

La composicion nutricional de este tipo de bebida segun datos proporcionados por la marca
utilizada a lo largo de este trabajo (puesto que esta informacién no aparece registrada en
el BEDCA), sefala un valor energético de 55kcal/100mL; 1g/100mL de grasa; 0.3g/mL de
proteina; 11,29/100mL de carbohidratos entre otros componentes como vitaminas o
minerales que se encuentran en menor cantidad.

La cantidad de proteinas de esta bebida es claramente inferior a la que se encuentra en las
leches animales e incluso en otras bebidas vegetales y ha sido recomendado suplementar
su consumo con aminoacidos en los que también es deficiente y combinarlo con alimentos
ricos en proteinas como las legumbres (Trejo, J., 2015).

Como se menciond al inicio, el consumo de leche de origen animal ha descendido a nivel
internacional en los ultimos afos.

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA) correspondientes
al afio 2017, desde el afio 2000 (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, MAPA,
2018) se ha producido un continuo descenso del consumo de leche, tal como puede verse
representado en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucion del total de compras de leche liquida envasada desde el afio 2000 a 2017. Grafica
extraida a partir del Informe del consumo de alimentacion en Espafia 2017 publicado por el MAPA

Valor Volumen

LECHE LARGA DURACION -2.2% -0,4%

LECHE CORTA DURACION -3,1% 1,3% ARo 2017 vs afio 2016

Figura 2. Porcentaje de variacién del valor en euros y en volumen en litros del consumo de leche
entera, semidesnatada y desnatada sobre el afio anterior. Gréafica extraida a partir del Informe del
consumo de alimentacion en Espafia 2017 publicado por el MAPA

Este descenso se produce por igual tanto en el total de leche liquida (leche de larga y corta
duracion) como en la leche envasada, la cual a su vez se subdivide en leche entera,
semidesnatada y desnatada. De estos tres subtipos, el mas afectado es la leche entera,
experimentando (detallado en la Figura 2) un descenso entre el afio 2016-2017 en compra
de un 1,5%. La leche desnatada ha sufrido una caida en el consumo del 3% mientras que
la leche semidesnatada ha aumentado ligeramente respecto a ésta con un incremento de
un 1,9%, el cual no es suficiente para compensar el descenso de la leche entera (Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion, MAPA, 2018).

Por el contrario, las bebidas de origen vegetal (junto con las leches enriquecidas y las “sin
lactosa”, han experimentado, segun datos de IRI (Information Resources, Incorporated)
para el TAM (Total Afio Movil) de noviembre de 2017, un crecimiento de un 8,3% en su
volumen de ventas (Revista Aral, 2018).

Las principales razones por las que el consumo de bebidas vegetales ha aumentado se
pueden atribuir a varios motivos. Se ha estimado que un nimero creciente de consumidores
emplean estas bebidas como sustitutos de la leche, bien por razones de salud como puede
ser la intolerancia a la lactosa o la alergia a las proteinas de la leche animal (Makinen, O.
etal., 2015), o bien por su estilo de vida en respuesta a un creciente escepticismo por parte
de la poblacion sobre el consumo de estos productos, a veces relacionados con un posible
aumento del riesgo de padecer ciertas enfermedades o por el temor de la posible presencia
de antibidticos en la propia leche (Jeske, S. et al., 2018). Otro factor que cada vez tiene
mayor peso, es la eleccion personal de una dieta determinada en la que no se consuman
esta clase de productos de origen animal, como es el caso del veganismo, paleodieta y
otras (Kongerslev Thorning et al., 2016).



Este incremento de consumo de “leches” vegetales en sustitucion a la leche de origen
animal comienza a ser, en algunos casos, un tema preocupante de salud a causa de la falta
de informacién de las familias sobre las consecuencias reales que implica sustituir por
completo el consumo de leche animal por bebidas vegetales. Es especialmente
preocupante en nifios y lactantes en los que ya se han reportado casos con deficiencias
nutricionales severas a causa del posible reemplazo de la leche de vaca por las nuevas
alternativas vegetales (Chalupa-Krebzdak, S. et al., 2018).

2. Objetivos

Cuantificacion de los niveles medios de proteina total en leche de distinto origen (animal y
vegetal) y andlisis estadistico con el fin de averiguar si existen diferencias significativas
entre los mismos.

3. Material y métodos
Tomay recogida de muestras

Se tomaron una serie de muestras de cuatro tipos de leche (vaca, cabra, soja y arroz)
pertenecientes a la misma marca comercial que denominaremos (M).

Dado que el objetivo es comparar los niveles medios de proteina entre los distintos tipos de
leche, se selecciond una marca comercial que produjera cuatros tipos distintos sin
componentes afadidos (extra de calcio, sabor determinado, fibra, etc.) para descartar que
la marca pudiera ser un posible factor que influyera en el resultado.

Ademas, como la leche de origen animal generalmente presenta tres subtipos: entera,
semidesnatada y desnatada, se eligié el subtipo “semidesnatada” para los tipos de leche
vaca y cabra puesto que esta marca solo trabaja con leche de cabra de tipo semidesnatada.

La recogida de las muestras se realizdé por medio de la adquisicion de cartones de leche
con distinta fecha de caducidad y numero de lote para asegurar que dichas muestras eran
diferentes y poder, de este modo, detectar con mayor facilidad posibles errores debido al
muestreo en los datos obtenidos.

El contenido proteico declarado por la marca en cada tipo de leche aparece recogido en la
Tabla 1. Dichos valores corresponden al nivel minimo de proteina expresado en g/100mL,
gue debe contener el tipo de leche consumido. Segun estos valores minimos, la leche de
cabra seria el tipo de leche con mayor contenido en proteinas mientras que la “leche” de
arroz seria la que presenta una menor cantidad, siendo la leche de vaca y soja las mas
semejantes entre si. Estos son los datos que esperamos obtener tras realizar el analisis de
las muestras.



Tabla 1. Distintos tipos de leche utilizados con sus valores comerciales de contenido en proteinas

Tipo de leche Contenido proteico
declarado
Vaca 3,1 g/200mL
Cabra 3,4 g/100mL
Soja 3,1 g/200mL
Arroz 0,3 g/100mL

Las muestras se recogieron en viales de cristal con tapa y se conservaron en el frigorifico
para evitar cualquier tipo de alteracion en espera de ser procesadas. Para no romper la
cadena de frio se transportaron los viales en bolsas de frio que mantenian dichas
condiciones.

Para cada una de las muestras se anotd su fecha de caducidad, n° de lote, el valor de nivel
de proteina expresado en la etiqueta en g/100mL y el dia en el que fueron procesadas.

Para cuantificar la cantidad de proteinas presente en las distintas muestras se empleo el
meétodo de Bradford, puesto que es uno de los mas utilizados para este fin. La determinacion
se produce mediante la formacion de un complejo entre el colorante azul de Coomassie y
las proteinas que se encuentren disueltas. En su forma libre, el reactivo de Bradford
presenta una coloracidbn marrén oscura que torna a azul al unirse a las proteinas y que
ademas absorbe a 595nm. Por este motivo, el método se basa en la estimacion de la
cantidad de colorante que se ha unido midiendo su absorbancia en un espectrofotometro a
595nm (Johnson, M., 20)

Preparacion del reactivo Bradford

El reactivo de Bradford (de la casa comercial Bio-Rad) se utilizé en una proporcién 2:10 en
agua bidestilada MilliQ. Se conservo dicho reactivo en la nevera tapado de modo que no
estuviera expuesto a la luz.

Preparacién de la recta patrén

Se utilizé BSA (Albumina sérica bovina) concentrada a 1 mg/mL para realizar la recta patron
en concentraciones crecientes de 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1 mg/mL al que después se le
afiadieron 190uL de reactivo Bradford.

Como blanco se utilizé agua bidestilada MilliQ.



Precipitacion de proteinas

La precipitacion de las proteinas de las diferentes muestras se realiz6 mediante el siguiente

protocolo:

1. Setomd 1mL de leche y se transfirié a un tubo Eppendorf, etiquetado con el nimero
de la muestra correspondiente.

2. Se afiadieron 100uL de acetato al tubo que mezclaron por inversion hasta ver
aparecer pequefios acumulos de precipitacion.

3. Se centrifugd a 13000 r.p.m/10min

4. Se retird el sobrenadante transfiriéndolo a un tubo Eppendorf nuevo, el cual se
etiquetd con el subindice S (sobrenadante) mientras que el precipitado se hombré
con el subindice P (precipitado).

5. Se conservaron ambos tubos y se congelaron para su posterior procesado. Se

realiz6 el mismo procedimiento en todas las muestras hasta tener las suficientes para
realizar una primera medida.

Procesado del sobrenadante S

El sobrenadante S congelado se conservé tal cual. Permitiendo posteriormente que se
descongelara a temperatura ambiente. A continuacién, se le hizo una dilucion 1:100 para
poder realizar la medida.

Procesado del precipitado P

1.

ok

Se descongel6 el precipitado dejandolo a temperatura ambiente y se lavd con 500uL
de agua destilada fria.

Se centrifug6 a 13000 r.p.m/2min y se descarto6 el agua.

Se resuspendié agregando 2mL de NaOH 0.1M previamente preparado el cual se
agité en el vortex.

Se centrifug6 de nuevo a 13.000 r.p.m/2min

Se paso el sobrenadante que contendria las proteinas a un nuevo tubo Eppendorf
previamente etiquetado y al que se le afiadié el subindice PS (sobrenadante del
precipitado). También se descarto el precipitado insoluble en el NaOH.

Se realiz6 una dilucién 1:100 (10uL de muestra con 990uL de agua destilada) del
sobrenadante PS y se conservo para realizar la medida.

Medida de proteinas por el método Bradford

Para realizar la medida se dispone, para cada tipo de leche y tanda de muestreo, de:

v' Sobrenadante de la muestra (S)
v' Sobrenadante extraido a partir del precipitado diluido (PS) 1:100
v' Recta patron de BSA

1.

Se preparé una microplaca de 96 pocillos para realizar las medidas. En cada uno de
los pocillos se afladieron SuL de muestra (sobrenadantes conservados), S5uL de agua
bidestilada MilliQ y 190uL de reactivo de Bradford previamente preparado. También
se incluyd la recta patron elaborada con BSA.



2. Seintrodujo la placa en un lector multi-modal de microplacas Synergy H1 y se realizé
la medida a 595nm. Los datos se recogieron en el programa Microsoft Excel (2016)
para su posterior analisis.

3. Se represento la recta patron en la hoja de calculo Microsoft Excel (2016) y a partir
de ella se estimaron los datos de la cantidad de proteina en mg/mL que habia en
cada muestra.

4. Para facilitar la comparacion de la cantidad de proteina con el valor establecido en
la etiqueta del carton de leche, los datos se expresaron en g/100mL

La recta patron se elaboré todas las veces que se realiz6 una medida en el lector de
microplacas Synergy H1 para asegurar que los valores obtenidos se ajustaban a la
realidad.

Reajuste del protocolo

Tras un primer analisis de la cantidad de proteina de las muestras analizadas, se decidi6
realizar una serie de modificaciones al protocolo utilizado puesto que se encontraron
dificultades para resuspender todo el precipitado en algunas muestras y existian sospechas
de que se podria estar perdiendo proteina por esa causa, obteniendo valores que no se
ajustarian tanto a la realidad. Ademéas, se elabor6 de nuevo la BSA para descartar un
posible error de medida por esta causa. Dichas modificaciones aparecen ahora resaltadas
en negrita.

Se siguieron los siguientes pasos:

1. Se tomaron 0,5mL de leche y se transfirieron a un tubo Eppendorf previamente
etiquetado con el nombre de la muestra correspondiente.

2. Se anadieron 100uL de acetato al tubo, mezclandose por inversion hasta ver
aparecer pequefos trozos de precipitado.

3. Se centrifug6 a 13000 r.p.m. durante 5 min

4. Se retir6 el sobrenadante y se transfiri6 a un tubo Eppendorf nuevo previamente
etiquetado con el subindice S (sobrenadante) mientras que el precipitado tenia el
subindice P (precipitado).

5. Se congelaron las muestras de sobrenadante y precipitado.

Procesado del sobrenadante S

El sobrenadante S congelado se conservo tal cual estaba permitiendo que se descongelara
y se le hizo una dilucién 1:100 para poder realizar la medida.

Procesado del precipitado P

1. Se descongel6 el precipitado dejandolo a temperatura ambiente y se lavé con 500uL
de agua destilada fria.

2. Se centrifugd a 13000 r.p.m/2min y se descart6 el agua.

3. Se resuspendio con 1mL de NaOH 0.1M

4. Se centrifugd de nuevo a 13.000 r.p.m/2min



5. Se transfirié el sobrenadante que contiene las proteinas a un nuevo tubo Eppendorf
al que se le etiqueto afadiéndole el subindice PS (sobrenadante del precipitado) y
se descarto el precipitado.

Se diluyeron las muestras de sobrenadante PS 1:100

Se midi6 el nivel de proteinas con el reactivo Bradford en el lector de microplacas
Synergy H1 a 595nm por el procedimiento explicado anteriormente, guardandose los
datos de las absorbancias en un archivo de Microsoft Excel (2016).

N o

Para realizar los célculos y obtener la concentracidn de proteina, se representd en Microsoft
Excel (2016) la grafica de la recta patron de BSA y se obtuvo su ecuacion a partir de la cual
se calculd (sustituyendo los valores de absorbancia en la misma) la concentracion de
proteinas del pocillo expresado en mg/mL.

A partir de estas concentraciones, y sumando las proteinas medidas en el sobrenadante S
junto con las del sobrenadante PS (donde se encuentra la mayor cantidad de las mismas)
se estimo cual era el nivel de proteina en la muestra analizada y se expreso este dato en
g/100mL, tal y como viene expresado en la etiqueta del cartéon de leche.

Se utilizé este mismo protocolo para todas las muestras del experimento piloto y
posteriormente para el proyecto realizado.

Para descartar la posibilidad de estar perdiendo mucha proteina en el proceso de
precipitacion, se midio el contenido en proteina total con la muestra sin procesar. Para ello
se tomaron 100uL de la muestra de leche, los cuales se pasaron a un tubo Eppendorf y se
diluyeron con agua destilada en proporcién 1:100. Al igual que con el resto de muestras, se
colocaron 10uL de muestra en el pocillo junto a 190uL de reactivo Bradford para medir en
el lector de microplacas Synergy H1 a 595nm.

Tras comprobar que los valores obtenidos en las muestras procesadas no diferian mucho
de los medidos a partir de la muestra sin procesar, se pudo concluir que el protocolo
utilizado era el adecuado.

Analisis de los datos obtenidos

Se realiz6 un experimento piloto, considerando 6 muestras de leche de cada uno de los
cuatro tipos de interés, con el propdsito de estimar la variabilidad de los niveles de proteina
en leche, uno de los pardmetros necesarios para determinar el tamafio muestral minimo
gue garantiza una elevada potencia estadistica en el andlisis. Los datos obtenidos, tanto
para el experimento piloto como para el proyecto en general, se analizaron con los
programas RCommander (v.3.5.1) y RStudio (v.1.1.463).

Se realiz6 un andlisis exploratorio previo de los datos para obtener sus medias,
desviaciones estandar, coeficientes de variacion, asimetria y apuntamiento segun el tipo de
leche y se realiz0 una representacion grafica de los mismos por medio de histogramas y un
diagrama de cajas (ver en detalle en el apartado Resultados).

Posteriormente, se ajustdo un modelo lineal para explicar la proteina en funcion del tipo de
leche y se obtuvo una estimacion de la varianza del nivel de proteina de 0,031.

También se realizo un analisis de los residuos del modelo para comprobar que se cumplian
los supuestos necesarios para realizar el ANOVA.



Estimacion del tamano muestral

La estimacion del nimero de muestras necesario se calculé utilizando el paquete de R “pwr”
mediante la siguiente secuencia de comandos:

# Determinacion del tamafio muestral
k =4; del = 0.2; sig2 = 0.031; alpha = 0.05; pwr = 0.80
pwr.anova.test(k = k, sig.level = alpha, power = pwr, f = sqrt(del*2/(2*k*sig2)))

El parametro k es el n® de niveles del factor tratamiento del ANOVA, en este caso, “4” (los
distintos tipos de leche).

El valor delta “del”, determina la minima diferencia significativa que se desea detectar entre
dos medias. En este caso se estimo que seria de 0,2 a partir de los valores proporcionados
por las etiquetas de los envases de leche.

La varianza entre grupos calculada previamente (0,031) es el parametro “sig2”.

El nivel de significacion alfa (alpha) determina la probabilidad de encontrar diferencia
significativa entre los tipos de leche cuando realmente no existe (error tipo 1). Generalmente
se fijan valores del 5% y es el que se utilizd en este caso.

La potencia (pwr) es la capacidad del test para detectar diferencias reales entre los tipos de
leche (1- P(error de tipo II), es decir, cuando se mantiene que no hay diferencias y realmente
las hay). En este caso, se fij6 en 0,8 para tener una potencia del 80%.

Balanced one-way analysis of wariance power calculation

k

n

£
sig.level
POWeXr

4
17.90657
0.401a097

o.og
0.8

NOTE: n is number in each group

Figura 3. Salida del programa Rstudio para la determinacion del nUmero de muestras. “k” es el
numero de tipos de leche, “sig.level” es el nivel de significacion, “power” la potencia del testy “n”
es el nimero de muestras por grupo que son necesarias.

En este caso se determind que el nimero de muestras necesarias era de 17,91 (ver Figura
3), por lo que se recogieron un total de 18 muestras por cada grupo.

En total, el nUmero de muestras recogidas para el analisis fue de 72. Con estas muestras,
se realizdé de nuevo el andlisis estadistico de los datos por medio del programa RStudio
mencionado anteriormente.
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4. Resultados

4.1 Analisis del experimento piloto.

Con los datos obtenidos se realizé un estudio descriptivo de los mismos que aparece
recogido en la Tabla 2.

Tabla 2 Resumen de los datos obtenidos (media, desviacidon estandar y coeficiente de variacién) a
partir de RCommander para las muestras del experimento piloto

Tino Media Desviacion Coeficiente de
b (g/200mL) estandar variacion
Arroz 0,687 0,186 27,01%
Cabra 3,504 0,140 3,99%
Soja 3,232 0,252 7,81%
Vaca 3,193 0,080 2,51%
o | °7 6o
m [ ]
5 -
g o
c
5 i
2w
o | ——
(o)

| | | |
Arroz Cabra Soja Vaca

Tipo

Figura 4. Diagrama de cajas para los diferentes tipos de leche. En el eje horizontal esta representado
el tipo de leche (arroz, cabra, soja o vaca) y en el eje vertical los niveles de proteina en g/100mL

Las medias muestrales obtenidas en este analisis (resumidas en la Tabla 2) determinaron
estimaciones puntuales para los niveles de proteina en la leche de arroz de 0,687 g/100mL
seguida por la de cabra, soja y vaca con niveles medios de 3,504 g/100mL, 3,232 g/100mL
y 3,193 g/100mL respectivamente.

Segun el coeficiente de variacion, el tipo de leche Arroz, es el que presentd mayor
variabilidad en los datos con un 27,01% (el cual se puede apreciar ligeramente en el
diagrama de cajas de la Figura 4) seguido de un 7,81%, 3,99% y 2,51% en las variables
Soja, cabra y vaca respectivamente.
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Con el fin de estimar el nUmero de muestras necesarias para el proyecto, se determiné la
varianza residual mediante el ajuste de un modelo lineal cuyos resultados aparecen
recogidos en la Figura 5:

Eesidual standard error: 0.1762 on 20 degrees of freedom
Multiple B-sguared: 0.9805, Adjusted R-sguared: 0.5977&
F-statistic: 336 on 3 and 20 DF, p-value: < 2.2e-16

Figura 5. Salida en Rcommander que muestra el resultado obtenido al ajustar el modelo lineal con
los datos del experimento piloto.

Con una bondad de ajuste (Adjusted R-squared) de 0,978, se pudo confirmar que un 97,8%
de la varianza del nivel de proteina esta explicado por el modelo.

El célculo de la varianza se pudo extraer a partir del error estandar residual (Residual
standard error) que en este caso tiene un valor de 0,1762. Por tanto, la varianza es de
0,17622 = 0,031.

4.2 Analisis del proyecto

Tabla 3 Resumen de los datos obtenidos (media, desviacion estandar y coeficiente de variacién) a
partir de RCommander para las muestras totales del experimento

Tipo Media Desviacion Coeficiente de
(9/100mL) estandar variacion

Arroz 0,744 0,159 21,34%

Cabra 3,498 0,141 4,04%

Soja 3,076 0,149 4,85%

Vaca 3,198 0,089 2,78%

Las medias muestrales, obtenidas a partir del analisis general de los datos, (recogidas en
la Tabla 3) segun los diferentes tipos de leche estiman niveles medios de proteina para la
variable arroz de 0,744g/100mL, seguida por las variables cabra (3,498g/100mL), soja
(3,0769/100mL) y vaca (3,198g/100mL).

Segun el coeficiente de variacion (cv), la variable arroz es la que presentd mayor

variabilidad (21,34%) frente a valores de 4,04%, 4,85% y 2,78% en las leches de cabra,
soja y vaca, respectivamente.

12



Histograma
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Figura 6. Histograma de los datos por tipo de leche. En el eje horizontal aparece representado el nivel
de proteina en g/100mL y en el eje vertical aparece representada la frecuencia segun el tipo de leche
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Diagrama de cajas

Tipo
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Tipo de leche

Figura 7. Diagrama de cajas que muestra los diferentes datos recogidos en forma de puntos. En el eje
vertical aparece representado el tipo de leche y en el gje vertical los niveles de proteina en g/100mL

El histograma de la Figura 6 muestra cdmo los valores de proteina en la variable arroz
suelen ser menores que 1g. Los valores en la variable soja y vaca son bastante similares,
comprendidos aproximadamente entre 2,5y 3g, y que la variable cabra presenta los valores
més elevados de todos con un contenido superior a 3g.

Por otro lado, en los diagramas de cajas de la Figura 7 se ve que, tal y como mostraban los
datos de los resimenes numéricos, la variable arroz presenta una mayor variabilidad,
puesta de manifiesto en el grafico mediante una mayor longitud de la caja respecto a la de
las otras variables. También se puede apreciar que en la variable soja presenta, al igual
que la variable arroz, una mayor dispersion de los datos en comparacion con las otras dos
variables.

Posteriormente, para obtener los intervalos de confianza, se cheque6 la normalidad de los
datos mediante el test de Shapiro-Wilk, para cada tipo de leche. En todos los casos los p-
valores fueron superiores a 0,05 por lo que se mantiene la hipétesis nula de normalidad
para cada tipo de leche.

Tras chequear la normalidad de los datos, se calcularon los intervalos de confianza para

las medias que vienen resumidos en la Tabla 4 y que aparece representados graficamente
en la Figura 8.
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Tabla 4 Intervalos de confianza para los niveles medios de proteina en los cuatro tipos de leche

Tipo Extremo superior Media Extremo inferior
Arroz 0,823 0,744 0,665
Cabra 3,568 3,498 3,428
Soja 3,151 3,076 3,002
Vaca 3,243 3,198 3,154

Grafica de medias

Nivel proteina (g)
20 25 30 35
| 1

15

1.0

Tipo leche

Figura 8. Gréfica de las medias con sus intervalos de confianza obtenida a partir de RStudio. En el
eje vertical aparecen representados los tipos de leche y en el eje horizontal los niveles de proteina
en g/100mL

Determinacién de diferencias entre las medias

Una vez ajustado un modelo lineal para explicar la proteina en funcién del tipo de leche, se
realizd el test ANOVA | bajo la hipotesis:

Ho= No hay diferencias entre las medias de los distintos tipos
Hi= Al menos un par de medias no son iguales

> summary [AnovaModel.l)
Df Sum S5g Mean 5g F walue Pr (>F)

Tipo 3 87.00 29.000 1538 <2e-lg #***
Residuals 68 1.28 0.01%
Signif. codes: O "®***' Q.001 "**' Q.,Q01 '** Q.05 '." 0.1 " " 1

Figura 9. Resultados del ANOVAI realizado en el RCommander

Con un p-valor de 2e-16<0,05 (ver Figura 9) se rechazo la hipotesis nula de igualdad de
medias y se determind que, a cualquier nivel de significacion razonable, concretamente al
5%, si existen diferencias entre los niveles medios de proteina en los diferentes tipos de
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leche analizados. Los datos aportan clara evidencia estadistica de que los niveles medios
de proteina en los cuatro tipos de leche considerados son significativamente distintos. Para
confirmar que se cumplen los supuestos necesarios para realizar el ANOVAI se realiz6 un
analisis de los residuos:

-La normalidad de los residuos se cheque6 mediante el test de Shapiro-Wilks obteniendo
un p-valor de 0,467 no significativo al 5% (>0,05) lo que indica que tanto los niveles de
proteina como los residuos se ajustan a distribuciones normales.

-Para comprobar la homocedasticidad (igualdad de varianza tanto en niveles de proteina
como en residuos para los cuatro tipos de leche) se realiz6 el test de Breusch-Pagan, cuyo
p-valor fue de 0,2582.

Puesto que el test ANOVA ha confirmado la existencia de diferencias significativas entre
los tipos de leche, es conveniente investigar qué medias son distintas y en cuanto oscila el
valor de esas diferencias. Para ello, se realiz6 un test de Tukey de comparaciones multiples
en el que se compararon los promedios de diferentes tipos de leche dos a dos.

95% family-wise confidence level

Cabra - Arroz i Sy

Soja - Arroz | | =

Vaca - Aoz i =
Soja-Cabra - = |
Vaca-Cabra | = i

Vaca - Soja G:—'—)

T | T T T T T
05 0.0 05 10 15 20 25 30

Linear Function

Figura 10. Grafico del Test de comparaciones multiples de Tukey en el que se comparan los diferentes
tipos de leche dos a dos.

Segun los resultados de la prueba, se concluyéo que todas las comparaciones dan
resultados significativos, por lo que no existen semejanzas entre las medias de los tipos de
leche. Aungue la comparacion entre leche tipo soja y vaca parece ser la que tiene mayor
similitud de niveles de proteina como se puede apreciar en la Figura 10 al encontrarse sus
intervalos tocando ligeramente el 0.

De este modo, teniendo en cuenta el nivel medio de proteina, sus intervalos de confianza y
el hecho de que no se aprecian similitudes entre grupos en las comparaciones dos a dos,
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podemos concluir las diferencias entre los niveles de proteina entre los tipos de leche con
una confianza del 95%:

-Se estimo que el nivel medio de proteina para la leche de arroz es de 0,744g, pudiendo
afirmar que dicho valor estd comprendido entre 0,665 y 0,823.

-En el caso de la leche de soja, el nivel medio es de 3,076g, estando ese valor comprendido
entre 3,002y 3,151.

-La leche de vaca presenta unos niveles medios de proteina de 3,198g comprendidos entre
3,154y 3,151.

-Y finalmente la leche de cabra, presenta unos niveles medios de 3,498g comprendidos
entre 3,428 y 3,568.

Por tanto, la leche con menores niveles de proteina seria la leche de arroz, seguida de la
leche de soja, vaca y cabra, respectivamente.

5. Discusioén

Los niveles de proteina de los diferentes tipos de leche animal y bebidas vegetales, difieren
entre unos y otros. El objetivo de este trabajo fue comprobar y comparar esas diferencias
entre cuatro tipos de leches, dos de origen animal (vaca y cabra) y dos de origen vegetal
(sojay arroz).

Para cuantificar estos niveles se emple6 el método de Bradford y posteriormente se hizo un
analisis estadistico de los datos mediante los programas RCommander y RStudio.

Es importante recordar que los valores de nivel de proteina que figuran en los envases de
leche, corresponden a valores minimos de proteina, lo cual no implica que los resultados
obtenidos en el presente estudio tengan que coincidir exactamente con los valores alli
representados. Este es el motivo por el cual no se pudo contrastar los resultados con la
informacion proporcionada por los envases.

Teniendo esto en consideracién y apoyandose Unicamente en los resultados obtenidos y
en la informacion declarada en las etiquetas de la marca recogidas en la Tabla 1 se puede
apreciar, que los niveles medios de proteina obtenidos son bastante similares a los que
aparecen alli declarados a excepcidén de la bebida de arroz cuyos niveles medios de
proteina son mas elevados de los que figuran en el etiquetado. Estas diferencias entre los
valores podrian deberse a que o bien la media del contenido proteico analizado presenta
esos valores o bien se pudo realizar algun error de medida en el laboratorio por preparar
de forma incorrecta la BSA para preparar la recta patron.

Con estos resultados, podriamos deducir que el tipo de leche mas interesante para el

consumidor en cuanto a su elevado valor de proteinas, es la leche de cabra mientras que
la leche de arroz, seria la que presentaria un menor interés a causa de su pequefio valor.
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Pero no solo es importante el nivel de proteinas que tiene un determinado tipo de leche.
También es interesante e importante tener en cuenta el valor nutricional de esas proteinas.
Este valor puede ser determinado de varias formas, pero en esencia, depende de los
aminoacidos que la compongan, su uso fisioldgico y su capacidad de ser absorbida por el
organismo (Makinen, O. et al.,2016).

Con el aumento de tipos distintos de leche y bebidas vegetales a disposicion del consumidor
en los ultimos afios, seria interesante en un futuro realizar otros proyectos en los que se
incluyeran mas tipos de leche animal y bebidas vegetales y seria también interesante incluir
otras marcas para realizar una comparacion entre ellas ya que no hay muchos estudios en
los que se haya realizado este tipo de comparacion.

6.a. Conclusiones

En este trabajo se realiz6 un proceso de precipitacion y cuantificacion de proteinas en 4
tipos distintos de leche pertenecientes a una misma marca comercial. Para ello se realiz6
en primer lugar un experimento piloto para determinar el tamafio muestral a usar para poder
realizar el proyecto y una vez fijado el nUumero de muestras se procedio a cuantificarlas
mediante el método de Bradford.

El andlisis estadistico realizado con los datos obtenidos determind la existencia de
diferencias significativas entre los niveles medios de proteina de los distintos tipos de leche,
Cabe destacar que el tipo de leche con mayor contenido proteico es la leche de cabra,
seguido de la leche de vaca, soja y arroz.

6.b. Conclusions

In this work, a process of precipitation and quantification of proteins has been carried out in
4 different types of milk belonging to the same commercial brand. To do this, a pilot
experiment was first carried out to determine the sample size to be used in order to carry
out the project, and once the number of samples was fixed, they were quantified using the
Bradford method.

The statistical analysis carried out with the data obtained determined the existence of
significant differences between the average protein levels of each type of milk. It should be

noted that the type of milk with the highest protein content is goat's milk, followed by cow's
milk, soy and rice.
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