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RESUMEN

La leche bovina es uno de los alimentos basicos que mas beneficios aporta al organismo.
Contiene aproximadamente una media de 32g/L de proteina que parece variar segun la
marca o tipo de leche (entera, semidesnatada y desnatada) lo cual se puede observar en
los etiquetados obligatorios de informacioén nutricional presentes en los envases. Estas
variaciones parecen atender a diversos factores tanto ambientales como propios del
animal (alimentacion, salud, edad, etc.).

Un analisis del nivel de proteina en cada una de las marcas y tipos de leche seria un buen
indicador de la fiabilidad de estos etiquetados, y ademas, permitiria observar si existen
diferencias significativas en la cantidad de proteina de acuerdo a cada una de las

variables (Marca y Tipo).

En esta investigacidén se ha realizado un analisis del nivel de proteina presente en cuatro
marcas distintas (M1, M2, M3 y M4) y en sus tres tipos de leche (entera, semidesnatada y
desnatada). Como resultado se ha obtenido que no existen diferencias significativas en el
nivel de proteina (g/100mL) entre las cuatro marcas de leche analizadas y sus tres tipos.
Sin embargo, al analizar cada marca individualmente, se han detectado pequefias
diferencias en la cantidad de proteina de la leche semidesnatada respecto a la cantidad
de proteina de la leche entera y desnatada de la marca M2. De la misma forma, se
detectaron diferencias en el nivel de proteina de la leche desnatada, semidesnatada y
entera de la marca M3.

PALABRAS CLAVE: Proteina - Caseina - Leche - Vaca - Entera - Semidesnatada -
Desnatada - Marcas

RESUMO

O leite bovino é un dos alimentos basicos que mais beneficios aporta ao organismo.
Contén aproximadamente unha media de 32g/L de proteina que parece variar segundo a
marca ou o tipo (entero, semidesnatado e desnatado) o que se pode observar nos
etiquetados obligatorios de informacion nutricional presentes nos envases. Estas
variacions parecen atender a diferentes factores tanto ambientais como propios do animal
(alimentacién, saude, idade, etc.).

Un analise da cantidade de proteina en cada unha das marcas e tipos de leite seria un bé

indicador da fiabilidade destos etiquetados, e ademais, poderiase observar se existen



diferencias significativas na cantidade de proteina en cada unha das variables (Marcas e
Tipo).

Nesta investigacion realizouse un analise do nivel de proteina presente en catro marcas
distintas (M1, M2, M3 e M4) e nos seus tres tipos de leite (enteiro, semidesnatado e
desnatado). Como resultado obtivose que non existen diferenzas significativas no nivel de
proteina (g/100mL) entre as catro marcas de leite analizadas e seus tres tipos. Con todo,
ao analizar cada marca individualmente, detectaronse diferenzas na cantidade de
proteina presente da leite semidesnatada respecto a cantidade de proteina do leite entero
e desnatado da marca M2. Da mesma forma, detectaronse diferenzas no nivel de proteina
do leite desnatado, semidesnatado e entero da marca M3.

PALABRAS CRAVE: Proteina - Caseina - Leite - Vaca - Enteiro - Semidesnatado -

Desnatado - Marcas

SUMMARY

Bovine milk is one of the staple foods that brings more benefits to the body. It contains
approximately an average of 32g / L of protein that seems to vary according to the brand
or type of milk (whole, semi-skimmed and skimmed) which can be observed in the
obligatory labeling of nutritional information present in the containers. These variations
seem to attend to various environmental and animal-specific factors (food, health, age,
etc.).

An analysis of the level of protein in each of the brands and types of milk would be a good
indicator of the reliability of these labels, and in addition, it could be observed if there are
significant differences in the amount of protein in each of the variables (Brands and Types)
In this investigation, an analysis of the level of protein present in four different brands (M1,
M2, M3 and M4) and in its three types of milk (whole, semi-skimmed and skimmed) was
carried out. As a result, it has been obtained that there are no significant differences in the
protein level (g / 100mL) between the four milk brands analyzed and their three types.
However, when analyzing each brand individually, differences have been detected in the
amount of semi-skimmed milk protein with respect to the amount of protein in the whole
and skimmed milk of the M2 brand. In the same way, differences were detected in the
protein level of the skimmed, semi-skimmed and whole milk of the M3 brand.
KEYWORDS: Protein - Casein - Milk - Cow - Whole - Semi-skimmed - Skimmed - Brands



1. Introduccion

La leche de vaca es una de las principales fuentes de proteina de la alimentacion mundial
(Grigg, 1995), pues un vaso de leche (250mL) aporta una media de un 15% de la proteina
diaria recomendada (Véanse etiquetas superiores de la Figura 2). Tal y como se puede
observar en la Figura 1, en Espafia se consumen aproximadamente 70 litros de leche per
capita, de los cuales el 24% son de leche entera, el 29% se corresponde con la leche
desnatada y el 47% con la leche semidesnatada (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién, 2018).

® Entera
® Semidesnatada

Desnatada

Figura 1. Diagrama de sectores que muestra el porcentaje de consumo per capita de los tipos de leche
en Espafia.

En la Figura 2 aparecen representadas dos marcas de leche de vaca. Las tres imagenes
superiores se corresponden con los tres tipos de leche (entera, semidesnatada y
desnatada) de la primera marca, mientras que las tres imagenes inferiores se

corresponden con los tres tipos de la segunda marca.

La principal diferencia entre los tipos de leche es el contenido en grasa pero, como se
puede observar en las imagenes de la Figura 2, segun la informacién nutricional presente
en los envases de leche, también existe una variacién en el contenido proteico (g/100mL).
Ademas de la diferencia observada en el nivel de proteina entre los tres tipos de leche, se
puede ver que dependiendo de la marca comercial también existe una variacion en la

cantidad de proteina.

Segun el Reglamento (UE) n® 1169/2011, es obligatorio incluir en cada etiquetado de los
alimentos los valores nutricionales de valor energético, las grasas, las grasas saturadas,
los hidratos de carbono, los azucares, la proteina y la sal. De esta manera se pueden
comparar los distintos alimentos en funcion de su valor nutricional, y observar las posibles

diferencias, lo que ha sido de gran importancia en este estudio.
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Figura 2. Diferentes etiquetas de dos marcas diferentes con sus tres tipos de leche (entera,
semidesnatada y desnatada), en las cuales se observan las diferencias en la cantidad de proteina (g/
100mL).

Las proteinas lacteas

Las proteinas presentes en la leche se diferencian principalmente en dos grupos: las
caseinas, que representan el 80% de las proteinas totales, y las proteinas del suero que
conforman el 20% restante (Alais, 1984). Ambos tipos se diferencian en que las caseinas
tienen un punto isoeléctrico de 4,6, es decir, precipitan mediante la acidificacion de la
leche a un pH de 4,6 formando el cuajo, mientras que las proteinas del suero permanecen
en la fraccién soluble durante ese proceso. Por este motivo, una elevada concentracion
de caseina en leche es una buena caracteristica para la elaboracidon de productos lacteos
sélidos, como pueden ser el queso, la mantequilla, etc., y también, una mayor cantidad de

esta proteina determina una mejor calidad del producto (Alais, 1984).

El consumo de leche, sobre todo en el periodo infantil, es muy importante debido a que
las proteinas presentes ayudan al correcto funcionamiento y desarrollo del organismo. En
los ultimos afios se ha asociado la ingesta de proteinas lacteas, tanto caseinas como
proteinas del suero, con la disminucion del riesgo de hipertension (Jauhiainen & Korpela,
2007; Martinez-Maqueda et al., 2012), con la estimulacién de la sintesis muscular y el
desarrollo de los tejidos, efectos positivos en la inflamaciéon (Haug et al., 2007) e incluso

se ha sugerido que poseen un gran potencial anticancerigeno (Parodi, 2007).



Gracias a los efectos positivos de la fraccion proteica de la leche en la salud humana se
ha establecido una correlacion positiva entre la calidad de la leche y la cantidad de
proteina presente en ésta, sobre todo de caseinas (Alais, 1984) y, por este motivo, se han
realizado diversas investigaciones acerca de qué factores pueden afectar a Ia

composicién proteica de la leche.

Asi, se ha visto que las diferencias en el contenido proteico estan altamente determinadas
por la raza bovina (Krol et al., 2011; Rodriguez-Bermudez et al., 2017) y, debido a esto, se
han realizado cruces entre las distintas razas para alterar los niveles proteicos de la leche

y con ello poder mejorar la calidad de ésta (Maurmayr et al., 2018).

Por otro lado, se ha estudiado como afecta la estacion anual a la concentracion de la
proteina de la leche, y se ha comprobado que la mayor concentracién de proteina y
caseina se corresponde con los meses de invierno, observandose un 6% de variacion en
la concentracion de la proteina entre las estaciones de invierno y verano (Bernabucci et
al., 2015).

Otros factores que pueden alterar la composicion proteica de la leche bovina, y con ello su
calidad, son la alimentacién, el estado de salud, la etapa de la lactancia del animal, etc.
(Bobe et al., 1999).

Existen diversos métodos para cuantificar la cantidad de proteina lactea de un producto,
como el método Lowry, Kjeldahl, Bradford, u otros. De todos ellos se ha llegado a la
conclusién de que el mas eficaz es el método de Bradford, pues presenta una mayor
sensibilidad para determinar las proteinas, es mas sencillo y requiere un menor tiempo

para realizar el analisis (Kamikaze et al., 2003).

Debido al aumento de la informacion disponible en la poblacion y a la gran cantidad de
marcas de leche presentes en el mercado, es interesante conocer si existe alguna
variacion en el nivel de proteina presente en cada una de las marcas y tipos de leche,
puesto que, como ya se ha mencionado anteriormente, existe una correlacién positiva
entre el nivel proteico de la leche y su calidad (Alais, 1984), lo cual conlleva un mayor

beneficio para el organismo.



2. Objetivos

1. El primer objetivo de esta investigacion es cuantificar mediante el método de Bradford
la cantidad de proteina total presente en las cuatro marcas de leche mas consumidas en
Galicia y en cada uno de sus tres tipos: entera, semidesnatada y desnatada y, a través de

un analisis estadistico, observar si existen diferencias de la cantidad proteica entre ellas.

2. El segundo objetivo se centra en realizar una extraccion y cuantificacion de la caseina
mediante el método de Bradford para determinar el porcentaje de ésta sobre la proteina
total, y posteriormente observar si existen diferencias del porcentaje de caseina en las

diferentes marcas y tipos de leche.



3. Material y métodos

Para comparar la cantidad de proteina (g/100mL) se utilizaron cuatro marcas diferentes
de leche bovina y sus tres tipos (entera, semidesnatada y desnatada) tomandose 10
muestras de cada marca y tipo.

Estas cuatro marcas se seleccionaron por ser las cuatro marcas mas consumidas en
Galicia, las cuales fueron denominadas M1, M2, M3 y M4 debido a la confidencialidad de
datos. Estas cuatro marcas se distribuyen por los cuatro cuadrantes de calidad (muy
buena, buena, media y mala) en un estudio realizado por la OCU “Las marcas de leche
con mejor y peor calidad segun la OCU” ("Diez marcas de leche que no debes consumir",
2011). Por otro lado, el hecho de que sean las marcas mas consumidas ha facilitado la

obtencién de las muestras, tanto en cafeterias como en hogares.

3.1. Recogida y toma de muestras

Las muestras de leche se recogieron en viales de 10mL en diferentes dias y en diferentes
cafeterias y hogares. Durante la recogida de las muestras se anoté la cantidad de
proteina del etiquetado de la leche, la fecha de recogida de la muestra y la fecha de
caducidad, puesto que cada una de las muestras recogidas debia de proceder de
diferente lote. La variacién en la fecha de caducidad es un buen indicador de que las
muestras pertenecen a diferentes lotes. Las muestras se mantuvieron en frio durante el
transporte al laboratorio para evitar el crecimiento de microorganismos u otros factores
que pudieran alterar el analisis. Una vez en el laboratorio, se realiz6 una precipitacion
parcial de la caseina. Tanto sobrenadante como precipitado (caseina) fueron congelados
a -20°C hasta su procesamiento posterior. En todo momento se anoté la fecha de

congelacion.

3.2 Procesamiento de las muestras

Para procesar las muestras se siguioé un protocolo estandar de extraccion de proteinas, el
cual fue optimizado durante el transcurso de este trabajo.
De la cantidad total de leche recogida, se separaron 100uL a un Eppendorf etiquetado

como A1 para medir la proteina total.



Por otro lado se separaron a otro Eppendorf (B1) 400uL para proceder a la extraccion de
la caseina, siguiendo los siguientes pasos:

1. Se afiadieron 50uL de acido acético glacial al Eppendorf B1 y se mezclé por
inversién para precipitar la caseina. El pH del acido acético (4,6) hace precipitar
la caseina, la cual tiene un punto isoeléctrico de 4,6.

2. Se centrifugé a 13000rpm durante 5 minutos.

3. Se retird el sobrenadante y se transfirio en un Eppendorf etiquetado como S1.
Se reservo para determinar la cantidad de proteina total no precipitada (proteina
del suero).

4.El Eppendorf B1 que contiene la caseina precipitada se lavd someramente con
1000uL de agua destilada fria agitando en el vértex para retirar el acido acético.

5.Se centrifugd de nuevo a 13000rpm durante 2 minutos y posteriormente se
descart6 el agua.

6. Se anadieron 1000uL de NaOH 0,1M para redisolver el precipitado proteico y se
centrifugdé a 13000rpm durante 2 min.

7.Se recogio el sobrenadante, que contiene la fraccidén proteica y se descarto el
precipitado. El sobrenadante se transfirié a un Eppendorf etiquetado como B2.

8. Se precipitd de nuevo la caseina del sobrenadante del Eppendorf B2 afiadiendo
50uL de acido acético y centrifugando a 13000rpm durante 2 minutos.

9.Se descartd el sobrenadante y el precipitado se lavdo con 1000uL de agua
destilada fria.

10. Para redisolver el precipitado se afiadieron 1000uL de NaOH 0,1M.

11. Para la posterior medida de proteina se prepararon tres Eppendorf etiquetados
como A2, B3 y S2, en los cuales se procedio a realizar las diluciones 1:100 de
los Eppendorf A1 (proteina total), B2 (caseina precipitada) y S1(proteinas del
suero no precipitadas), respectivamente.

Con el fin de averiguar si el proceso de precipitacidon y congelacion pudiese alterar la
cuantificacion de proteinas totales de las muestras, se efectué una cuantificacion de la
proteina de una misma tanda de muestras antes y después de haber sido procesadas. La
comparacion de los resultados arrojé una concentracion de proteina igual entre la leche
sin procesar y la suma del precipitado (caseina) y sobrenadante (proteinas del suero) en

todas las muestras.



3.3 Determinacion de proteina total y caseina

Se realiz6 una determinacion de la proteina mediante el método de Bradford. Para ello se
siguié un protocolo estandar de determinacién de proteinas basado en el método de

Bradford de la siguiente manera:

1. Se prepard una solucion de reactivo Bradford de la casa comercial Bio-Rad en

proporcion 1:5 con agua bidestilada.

2.Se prepard la recta patrén utilizando la proteina estandar Albumina de Suero
Bovino (BSA) 1mg/mL. Para ello se realizaron diluciones con agua Milli-Q,
obteniendo finalmente unas concentraciones de Omg/mL, 0,2mg/mL, 0,4mg/mL,

0,6mg/mL, 0,8mg/mL y 1mg/mL.

3.La medida se realiz6 en una placa de 96 pocillos. Para la recta patrén se
afiadieron las diluciones de BSA preparadas anteriormente. Las muestras
previamente diluidas A2, B3 y S2 se afiadieron a los pocillos junto con el
reactivo de Bradford (casa comercial Bio-Rad) el cual se usé en una proporcion
1:20.

4. Se midi6 la absorbancia a 595nm en un lector multi-modal de microplacas

Synergy H1, utilizando como blanco agua bidestilada.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia se realizaron los calculos necesarios para

obtener la cantidad de proteina total y caseina en g/100mL de las muestras analizadas.

3.4 Determinacion del tamafio muestral

Inicialmente se tomaron 36 muestras de leche de las 4 marcas seleccionadas (M1, M2,
M3 y M4) distribuidas en 3 muestras por cada marca y tipo de leche (entera,
semidesnatada y desnatada) para realizar un experimento piloto con el propdsito de
estimar la variabilidad del nivel de proteina en leche, uno de los parametros necesarios
para determinar el tamafno muestral minimo que garantiza una elevada potencia
estadistica en el analisis. Fue necesaria la realizacion del mismo por la falta de estudios
previos similares que proporcionasen informacion sobre la distribucidon de los niveles de

proteina en diferentes marcas y tipos de leche de vaca.



Para las muestras obtenidas, se realizé el procedimiento de extraccion y cuantificacion de
proteina, en el cual se precipita la caseina mediante acidificacion y se miden los niveles
de proteina presentes tanto en precipitado (caseina) como en el sobrenadante (proteinas
del suero). Una vez obtenidos los datos se ajusté un modelo lineal para explicar la
proteina en funcion de la Marca y Tipo de leche obteniéndose una estimacion 1- en la
resolucién del test ANOVA, que permite estudiar el efecto de la Marca y Tipo de leche
sobre el nivel de Proteina. Se aplicé la funcién pwr.anova.test () del paquete pwr del
software R que implementa el procedimiento de determinacion del tamano muestral
propuesto en el libro Statistical power analysis for the behavioral sciences de Cohen.

Tal como se puede ver en la Figura 3, la aplicacion de este procedimiento requiere fijar los

parametros k (numero de grupos), delta (utilizado para obtener f), sig.level y power.

Balanced one-way analysis of variance power calculation
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Figura 3. Salida de la funcién pwr.anova.test () en el cual nos indica el tamafio muestral minimo en

cada grupo (n=10) atendiendo al numero de grupos (k=12), nivel de significacion (sig.level=0,05),
potencia estadistica (power=0,8) y el tamafo del efecto (delta=0,2).

Se fij6 un nivel de significacion de a=0,05 y una potencia estadistica (1-) de 0,8, ya que
son los valores apropiados para lograr un equilibrio entre los errores de tipo | y tipo Il en
la realizacion del test estadistico (Quezada, 2007). Los errores de tipo | y de tipo Il de un
test de hipotesis estadistico, también denominados o y 3 respectivamente, se dan cuando
se rechaza la Ho siendo verdadera, o cuando se acepta la Ho siendo ésta falsa,
respectivamente (Quezada, 2007). En nuestro caso, la hipotesis nula establece que no
hay diferencias significativas entre los distintos parametros (Marcas y Tipos de leche). De
esta manera al asumir a4=0,05 y 1-$=0,8, la probabilidad de incurrir en alguno de estos
tipos de error es baja. Otro parametro necesario en la determinacion del tamano muestral
es el valor delta (menor diferencia significativa que se quiere detectar) que se fij6 como
0,2 ya que, aunque segun el etiquetado de las muestras una variacién de 0,1 seria una
diferencia significativa, los valores de proteina mostrados en la etiqueta son valores

minimos.



Asi pues, partiendo de una varianza estimada de 0,011 y dado que disponemos de 4
niveles para el factor Marca y 3 para el factor Tipo (k=12), para tener un 80% de potencia
estadistica, cuando el tamarfo del efecto buscado es de 0,2 y el nivel de significacion de
0,05, es preciso disponer de un tamafio muestral minimo de 10 muestras por grupo, tal

como se puede ver en la Figura 3, obteniendo finalmente 120 muestras de leche.

3.5. Analisis estadistico de los datos

Para realizar el analisis de los datos, se tomaron 120 muestras de leche procedentes de
cuatro marcas y los tres tipos basicos (entera, semidesnatada y desnatada), sobre los que
se ha medido el nivel total de proteina en g/100mL.
En primer lugar se realizé un analisis exploratorio de las variables numéricas (Proteina y
Caseina) consistente en la obtencion de representaciones graficas, calculo de medidas
descriptivas, analisis de la normalidad mediante el test de Shapiro Wilks y obtencion de
intervalos de confianza para las medias para cada uno de los grupos.
Con el propésito de determinar el efecto de la Marca asi como del Tipo en la cantidad de
proteina presente, se planteé un modelo ANOVA con dos factores de tratamiento de
efectos fijos e interaccién entre los mismos, puesto que ésta se observé mediante el
grafico de interaccion realizado en el analisis exploratorio descriptivo:

+ El factor Marca con 4 niveles (M1, M2, M3 y M4)

* El factor Tipo con 3 niveles (E=entera, S=semidesnatada y D=desnatada).
La variable respuesta, denotada por Y a lo largo del documento, es el nivel total de
Proteina (g/100mL) que fue determinada en cada una de las 10 muestras de cada
combinacion de Marca y Tipo (variables cualitativas), disponiendo de este modo de un
disefio balanceado. Para la comprobacion de las hipotesis estructurales del modelo, la
normalidad y la homocedasticidad, se calcularon los residuos y se aplicaron los test de
Lilliefors (>50 datos) y el test de Levene, respectivamente.
Por ultimo, como métodos de contrastes multiples para detectar diferencias significativas
de los niveles proteicos entre los diferentes grupos considerados, se aplicaron los test de
Tukey y Duncan junto con sus representaciones graficas. El analisis estadistico fue

realizado usando el software RStudio (v 1.2.1335).



4. Resultados

4.1. Resultados de la determinacion de proteina total

Un analisis previo de los datos muestra unos valores de medias y desviaciones tipicas
muestrales muy similares, no observandose grandes diferencias entre tipos y marcas de

leche, tal y como se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Medias y desviaciones tipicas entre paréntesis de la variable Proteina en cada combinacién
Marca y Tipo.

Medias y desviaciones tipicas

Entera

Semidesnatada

Desnatada

Cdémo se puede observar en la Figura 4, parece existir una interaccion entre los factores
Marca y Tipo, de manera que la cantidad de proteina media para cada tipo de leche no se
comporta igual dentro de las distintas marcas. Por esta razén, este analisis esta enfocado
a determinar las diferencias de proteina en la leche teniendo en cuenta el efecto de los

factores (Marca y Tipo) asi como la interaccién en los mismos.
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Figura 4. Grafico de interaccidon que representa la media de la proteina (g/100mL) frente al factor Marca
teniendo en cuenta al factor Tipo. M1, M2, M3 y M4 son marca 1, 2, 3 y 4 respectivamente, mientras que
E=entera, S=semidesnatada y D=desnatada.

Como ya se ha mencionado en la Tabla 1, las medias de las 12 combinaciones de leche
(cada marca con un tipo de leche), son muy similares, sin embargo mediante la Figura 5,
que muestra la distribucion del nivel de proteina en los grupos, se puede observar en mas
detalle que la marca M3 desnatada (M3:D) presenta su cuantil del 25% mas bajo que el
resto de combinaciones de leche, en concreto, el 25% de las muestras tienen unos
valores de proteina menores a 3,09/100mL. También se observa que, en general, los

datos presentan una variabilidad similar en los distintos grupos.

3.5 ]

3.09

PROTEINA
1 ]
—]

[
{HI}

M1 M2 M3 M4

MARCA
Figura 5. Diagramas de cajas donde se representan la cantidad de proteina (mg/mL) de las 4 marcas y 3
tipos de leche. M1, M2, M3 y M4 son marca 1, 2, 3 y 4 respectivamente, mientras que E=entera,
S=semidesnatada y D=desnatada.
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Para determinar si nuestros datos siguen una distribucion normal se realiza el test de
normalidad de Shapiro (<30 muestras) con correccion de Holm para p-valores. Los
resultados obtenidos (véase Tabla 2) nos indican que nuestros datos parecen seguir una
distribucion normal, excepto en el caso de la marca M1 de tipo entera, la cual presenta un
p-valor<0.05 (0,008). Sin embargo, el p-valor corregido por Holm indica que se puede
mantener la normalidad en cada una de las combinaciones.

Tabla 2. P-valores obtenidos con el test de Shapiro-Wilks (<30 datos) con correccion de Holm (P-valor

ajustado).
*p-valor significativo (<0.05)

Marcas Tipo P-yalor no I?-valor
ajustado ajustado
Entera 0,008* 0,103
M1 Semidesnatada 0,281 1,000
Desnatada 0,631 1,000
Entera 0,457 1,000
M2 Semidesnatada 0,874 1,000
Desnatada 0,289 1,000
Entera 0,499 1,000
M3 Semidesnatada 0,305 1,000
Desnatada 0,065 0,714
Entera 0,748 1,000
M4 Semidesnatada 0,568 1,000
Desnatada 0,552 1,000

Para completar la estimacion puntual obtenida para las medias de los niveles de proteina
en los distintos grupos (Tabla 1), se ha procedido a obtener los intervalos de confianza
correspondientes al 95%, que se han representado en la Figura 6. En esta grafica se
muestran los valores entre los que varian las medias de proteina asi como un claro
solapamiento entre las distintas combinaciones Marca/Tipo. Dentro de la marca M2
parece intuirse niveles medios mas elevados en la leche de tipo semidesnatada y en la

marca M3 niveles mas bajos de proteina en el tipo desnatada.
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Figura 6. Grafico representativo de los intervalos de confianza al 95% de cada marca y tipo frente a la
cantidad de proteina (mg/100mL). M1, M2, M3 y M4 son marca 1, 2, 3 y 4 respectivamente, mientras que
E=entera, S=semidesnatada y D=desnatada.

Al realizar el analisis de la varianza (ANOVA Il) se ha detectado interaccién significativa al
5% entre los factores Marca y Tipo (p-valor=0,009754), corroborandose, de esta forma, lo
anteriormente visto por el grafico de interaccion (Figura 4). Por este motivo, no es posible
comparar los factores Marca y Tipo individualmente, siendo necesario combinar ambos

factores y estudiar las posibles diferencias entre los mismos.

Para comprobar la validez del ANOVA es necesario chequear los residuos del modelo y
comprobar si presentan normalidad y homocedasticidad. El test de normalidad de los
residuos de Lilliefors arroja un p-valor de 0,4817, con lo cual se puede mantener la
hipdtesis nula de distribucion normal de los datos.

La homocedasticidad fue chequeada por el test de Levene mostrando un p-valor de
0,659, de manera que tanto los residuos como los niveles de proteina presentan

homocedasticidad, es decir, una variabilidad similar.
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Para visualizar como difiere la cantidad de proteina entre las distintas combinaciones
Marca-Tipo se realizé un analisis de contrastes multiples mediante el test de Tukey, el cual
no detectd diferencias significativas entre las medias.

Posteriormente, se realizé el test de Duncan para comprobar si este test, al ser menos
conservador que el test de Tukey, detectaba alguna diferencia significativa entre las
medias de las combinaciones. Los resultados arrojaron diferencias significativas entre las
medias de la marca M3 desnatada (M3-D) respecto a la misma marca de tipo entera (M3-
E), a la marca M1 desnatada (M1-D), a la marca M2 semidesnatada (M2-S) y a la marca

M4 desnatada y entera (M4-D y M4-E), tal como se puede ver en la Tabla 3.

Tabla 3. P-valores resultantes del test de Duncan para cada combinacién Marca/Tipo.
P-valor significativo<0,05

Combinaciones P-valor
M1:D-M3:D 0,021
M2:S-M3:D 0,013
M3:D-MS3:E 0,009
M3:D-M4:D 0,013
M3:D-M4:E 0,016

Debido a las diferencias encontradas, se procedié a analizar cada tipo de leche
seleccionando cada marca por separado para observar si existen diferencias en el nivel
de proteina entre los tipos de leche dentro de cada marca.

Para ello se realiz6 el ANOVA | para cada marca, dando como resultado diferencias
significativas en las marcas M2 y M3, tal y como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. P-valores resultantes del ANOVA | para cada marca de leche.
*p-valores significativos al 0.05.

Marcas P-valor
Marca 1 0,443
Marca 2 0,023*
Marca 3 0,039*
Marca 4 0,251
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Dentro de la marca M1 y M4 el nivel de proteina en los distintos tipos de leche es similar,
sin embargo se ha detectado una cierta diferencia en las marcas M2 y M3 (véase Tabla
4). Por este motivo, se realiza el test de Tukey de las marcas M2 y M3 para comprobar

entre qué tipos de leche existen diferencias.

El test de Tukey indica que en las marcas M1 y M4 no hay diferencias entre las medias de
proteina de las muestras de cada tipo ya que el test arroja unos p-valores no significativos
(p-valor>0,05), lo que se puede corroborar al observar los graficos pertenecientes a M1y
M4 de la Figura 7, puesto que cada uno de los tipos (entera, semidesnatada y desnatada)

se asignan a un solo grupo (grupo a).

Groups and Range M1 |: Groups and Range M2

45
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Figura 7. Graficos del test de Tukey para cada una de las 4 marcas (M1, M2, M3 y M4). Se representan
los intervalos de confianza al 95% y mediante el punto, las medias de cada tipo de leche (E=entera,
S=semidesnatada y D=desnatada) y, dependiendo de las variaciones encontradas, se asigna cada tipo
de leche a un grupo (a, b).
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Por otro lado, dentro de la marca M2 se observan diferencias entre la leche
semidesnatada con respecto a la leche entera y desnatada. El test de Tukey nos indica
que se rechaza la hipétesis nula de igualdad de medias entre las comparaciones de leche
desnatada-semidesnatada (p-valor=0,037) y entre las comparaciones de leche entera-
semidesnatada (p-valor=0,047). Si se observa el grafico correspondiente a M2 de la
Figura 7, se puede intuir que los valores medios de proteina de la leche semidesnatada,
asignada al grupo a, son mayores que los valores medios de proteina asociados a los
tipos de leche desnatada y entera, y por ello a estos dos tipos (desnatada y entera) los
agrupa en otro grupo, el grupo b.

Por ultimo, el test de Tukey ha rechazado la hipétesis nula de igualdad de medias para la
comparacién entre el tipo de leche desnatada-entera (p-valor=0,031) de la marca M3. En
el grafico asociado a la marca M3 se puede ver que hay una distincion entre los tipos de
leche entera y desnatada, agrupandolos en el grupo a y en el grupo b, respectivamente.
Por otro lado en el caso de la leche semidesnatada, la agrupa en el grupo ab, lo cual
indica que la media de proteina de la leche semidesnatada de la marca M3 es similar a la
media de la proteina tanto de la leche entera como desnatada, sin embargo, la leche
entera contiene una media de proteina diferente a la leche desnatada. Asi, se observa
que la leche entera presenta un nivel medio de proteina mayor, la leche desnatada
presenta la menor cantidad de proteina, mientras que la leche semidesnatada presenta

un valor de proteina intermedio entre ambas.
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4.2. Resultados del porcentaje de caseina
Un analisis previo de los datos muestra unos valores medios del porcentaje de caseina

similares en las distintas marcas y tipos de leche, tal y como se puede ver en la Tabla 5.

Tabla 5. Medias del porcentaje de la variable %Caseina en cada combinacion Marca y Tipo.

Porcentajes medios Caseina

Entera

Semidesnatada

Desnatada

Se realiz6 un ANOVA |l para los factores Marca y Tipo y la variable %caseina para
observar las diferencias que puedan existir en los porcentajes de caseina presentes en la
proteina respecto a cada marca y tipo de leche.

El analisis de varianza mostré resultados no significativos tanto para la interaccién entre
Marca y Tipo (p-valor=0,238), como para el efecto individual de cada factor (p-valor=0,668
y p-valor=0,881, respectivamente), de manera que las varianzas medias entre el
porcentaje de caseina y los distintos tipos (entera, semidesnatada y desnatada) y distintas
marcas (M1, M2, M3 y M4), son similares.

Posteriormente se chequearon la normalidad y homocedasticidad de los residuos
mediante el test de Lilliefors y el test de Levene. Se observé que los residuos presentaban
homocedasticidad, sin embargo no seguian una distribucion normal. Por este motivo se
aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Este test arrojé un resultado similar al
obtenido por el ANOVA, puesto que no se encontraron diferencias significativas para la
interaccidn entre Marca y Tipo (p-valor=0,554), ni para el efecto individual de cada factor
Marca y Tipo (p-valor=0,638 y p-valor=0,420, respectivamente).

La media del porcentaje de caseina presente en la proteina arroja un valor del 71%.
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5. Discusion

En la Tabla 1 se puede observar que las medias de cantidad de proteina total (g/100mL)
en las diferentes marcas y tipos de leche superan la cantidad minima exigida por la
Norma General de Calidad para la Leche UHT, la cual es de 2,80 g/100mL para la leche
entera, 2,85 g/100mL para la leche semidesnatada y 2,9 g/100mL para la leche desnatada
(Orden de 11 de febrero de 1987 por la que se modifica la Norma General de Calidad para
la Leche UHT).

La comparacion entre los valores de proteina presentes en el etiquetado de cada una de
las marcas (M1, M2, M3 y M4) y tipos de leche (entera, semidesnatada y desnatada) y los
valores de proteina obtenidos en este experimento representados en la Tabla 6, muestra
que todos los valores determinados experimentalmente son mayores que los mostrados
en la etiqueta, a excepcion de las muestras de leche pertenecientes a la marca M3 de tipo
desnatada, la cual indica en su etiquetado que contiene un minimo de proteina (g/100mL)
de 3,2, mientras que en este experimento se ha revelado una cantidad de 3,052 g/100mL.
Tabla 6. Valores de proteina en g/100mL presentes en cada una de las etiquetas de los distintos tipos y

marcas de leche. Entre paréntesis las medias de la cantidad de proteina determinada en el experimento.
Valores minimos de proteina

Entera

Semidesnatada

Desnatada

Todos los valores obtenidos experimentalmente son mayores que los indicados en la
etiqueta, lo cual es razonable porque los valores presentes en las etiquetas son valores
minimos que pueden alcanzar (consulta personal al personal de una lecheria) debido a
distintas variaciones como la alimentacion del animal, estacion anual, salud, etc., como ya
han mencionado diversos autores (Krol et al., 2011; Bernabucci et al., 2015).

El analisis estadistico muestra que no hubo diferencias significativas entre las distintas
marcas, ni entre los distintos tipos de leche a diferencia de otros estudios en los cuales si
encontraron diferencias de proteina entre distintas marcas (Brifiez et al., 2002), sin

embargo, al analizar cada marca individualmente, se observd que existen leves
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diferencias en la cantidad de proteina entre los distintos tipos de leche dentro de las
marcas M2 y M3 (véase Tabla 4).

De esta forma, se vio que en la marca M2, la leche semidesnatada difiere
significativamente de la leche entera y desnatada, mostrando un nivel medio de proteina
mayor que ambas. La leche entera y desnatada de la marca M2 no mostraron diferencias
en el nivel de proteina, siendo ambas cantidades similares.

Por otro lado, en la marca M3, los valores de proteina en los tipos de leche entera y
desnatada difieren (p-valores significativos), sin embargo, ambos presentaban una
cantidad de proteina similar a la leche semidesnatada. De esta manera, se observa que la

leche entera tiene un valor medio proteico superior a la leche desnatada.

Por ultimo, el porcentaje de caseina presente en cada marca y tipo de leche no presenté
diferencias significativas en ninguna de las combinaciones, con lo cual el porcentaje es
similar en cada una de las marcas y tipos, independientemente de la cantidad de proteina.
Este resultado es razonable pues la proteina total contiene aproximadamente un 80% de
caseina (Alais, 1984), y por lo tanto, en este caso, no deberia de variar segun las marcas
y los tipos de leche. No obstante, cabe mencionar que un aumento del nivel de proteina
conlleva un aumento de la caseina, y por ello cabria esperar que los tipos o marcas de

leche con un mayor nivel de proteina presenten un nivel mayor de caseina.

El valor medio experimental del porcentaje de caseina presente en la proteina fue de un
71%, lo cual podria deberse a que durante el experimento se haya perdido caseina, al

quedar ésta en el material usado, como puntas de pipetas o incluso en los sobrenadantes
descartados.
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6.a. Conclusiones

Segun los resultados obtenidos y teniendo en cuenta los objetivos de esta investigacion,

se han obtenido las siguientes conclusiones:

* No existen diferencias significativas en el nivel de proteina entre las distintas marcas de
leche M1, M2, M3 y M4, ni entre los distintos tipos de leche (entera, semidesnatada y
desnatada), sin embargo, al estudiar las marcas individualmente se ha visto que el
contenido proteico medio varia dependiendo del tipo de leche dentro de cada marca.
Concretamente, dentro de la marca M2, la leche semidesnatada muestra un valor medio
superior al de la leche entera y desnatada, mientras que dentro de la marca M3 se

observa una mayor cantidad de proteina en la leche entera respecto a la desnatada.

» El porcentaje de caseina es aproximadamente de un 71% en todas las marcas y tipos
de leche, el cual no varia respecto a las diferentes marcas y tipos de leche, sin
embargo, debido a que el porcentaje de caseina es estable, se espera que exista una
mayor cantidad de caseina en las marcas y tipos de leche que contienen un mayor nivel

de proteina.

6.b. Conclusions
Segundo os resultados obtidos e tendo en conta os obxetivos desta investigacion,

obtivéronse as seguintes conclusiéns:

* Non existen diferencias significativas no nivel de proteina entre as diferentes marcas de
leite M1, M2, M3 e M4, nin entre os distintos tipos de leite (entero, semidesnatado e
desnatado), con todo, ao estudar as marcas individualmente observouse que o contido
proteico medio varia dependendo do tipo de leite dentro de cada marca.
Concretamente, dentro da marca M2, o leite semidesnatado mostra un valor medio
superior ao do leite entero e desnatado, namentres que na marca M3 obsérvase unha
diferencia na cantidade de proteina do leite entero respecto ao desnatado, sendo maior
o nivel de proteina no leite entero.

» A porcentaje de caseina e aproximadamente de un 71% en tédalas marcas e tipos de
leite, o cal non varia respecto as diferentes marcas e tipos de leite, con todo, debido a
que a porcentaxe de caseina € estable, espérase que exista unha maior cantidade de

caseina nas marcas e tipos de leite que contefien un maior nivel de proteina.
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6.c. Conclusions

According to the results obtained and taking into account the objectives of this research,

the following conclusions have been obtained:

» There are no significant differences in the protein level between the different brands of
milk M1, M2, M3 and M4, nor between the different types of milk (whole, semi-skimmed
and skimmed), however, when studying the individual brands it has been seen that the
average protein content varies depending on the type of milk within each brand.
Specifically, within the M2 brand, semi-skimmed milk shows an average value higher
than that of whole and skimmed milk, while within the M3 mark a greater amount of

protein is observed in whole milk compared to skimmed milk.

» The percentage of casein is approximately 71% in all brands and types of milk, which
does not vary with respect to different brands and types of milk, however, because the
percentage of casein is stable, it is expected to exist a greater amount of casein in the

brands and types of milk that contain a higher level of protein.
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