i WGNEL 040G §
L [T}

—

O

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“Comparacion del contenido de calcio y fosforo total y
ligado a proteina en leche de diferentes especies y en
bebidas de cereales, legumbres y oleaginosas”

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS

P R E S E N T A

Maria Fernanda Avalos Galvan

CIUDAD UNIVERSITARIA Cd. de México, 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesora: Maria Elena Caiiizo Suarez
VOCAL: Profesora: Bertha Julieta Sandoval Guillén
SECRETARIO: Profesor: Juan Carlos Ramirez Orejel

ler. SUPLENTE: Profesora: Verénica Garcia Saturnino

2° SUPLENTE: Profesora: Adriana Vega Pérez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Departamento de Nutricién Animal y Bioquimica, Laboratorio de Toxicologia,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

Con direccidén en Circuito Exterior S/N, Ciudad Universitaria, Coyoacan, C.P.
04510.

ASESOR DEL TEMA:

M. en C. Juan Carlos Ramirez Orejel

SUSTENTANTE:

Maria Fernanda Avalos Galvan



INDICE

RESUMEN ... e e e e ena s 1
INTRODUGCCION ...t et et e et e e et e e e ean s 2
OBJETIVO GENERAL ..ottt e e e e e e ees 4
OBJETIVOS PARTIUCULARES ... 4
HIPOTESIS ..ottt ettt 4
CAPITULO 1. ANTECEDENTES ..ot 5
1.1 Bebidas VEQEtales.........cooceieiii e 5
1.1.1 Panorama general de las bebidas vegetales .........c....ccccoeviiiiiiiiinnennnnn, 5
1.1.2 Consumo de bebidas vegetales............ooeieeiiiiiiie e 6

1.2 Definicion de las bebidas vegetales ..., 10
1.3 Estructura de las bebidas vegetales ...........ccoooiiiiiiiiii i, 11
1.4 Vision general del proceso de obtencion de bebidas vegetales .................. 11
1.5 Clasificacion de las bebidas vegetales..............eeis 13
1.5.1 Bebida vegetal de SOYa..........cccuuiieeiiiiiiiie e 14
1.5.2 Bebida vegetal de almendras..............uueiiiiiiiniiiiiiiiieeeei e 15
1.5.3 Bebida vegetal de COCO...........cooiiiiiiiiiiiiii e 16
1.5.4 Bebida vegetal de arrOzZ...........cuuiiieiiiiiiiiie e e e 17
1.5.5 Bebida vegetal de NUEZ .............oooiiiiiiiiiiiii e 18
1.5.6. Bebida vegetal de alpiste...........coeeeiiiiiiiiii i 19

1.6 Propiedades nutricionales y fortificacion de las bebidas vegetales ............ 19
1.7 Aceptacién del consumidor de las bebidas vegetales ............cccccoeeeeeeenen. 20
1.8 Normatividad internacional sobre los sustitutos de leche ........................... 21

1.9 Produccion mundial de 1@ 18CHE .......oenieee e 22



1.9.1. Produccion de 1eChe €N MEXICO ......ceneeieee e 23

1.10 Generalidades de laleche ... 25
1.10.1 Definicion de laleChe ... 25
1.10.2 Propiedades fisicas y quimicas de laleche..........ccccccooooiviniiiiiinnnnnnnnn. 25
1.10.3 Estructura fisicoquimica de la leche..............cccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 26
1.10.4 COMPOSICION QUIMICA. ...uuuieeiiiiiiieeeeeeiiie e e e e eie e e e e e e e e e e e e eenaanes 26

CAPITULO 2. METODOLOGIA.......ccuiiieeee et 40

2 IV =1 (0T (o] [0 |- SRR 40

2.2 Recoleccion de 18S MUESEIAS ........coooviiiiiiiiiii e 40

2.3 Determinacion de humedad ... 41

2.4 Determinacion de sOlidos totales .............coooooiiiiiiiiiiiii e 41

2.5 Determinacion de proteina Cruda .............oooooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 41

2.6 Digestion en hUmedO Y SECO .......ccooiiiiiiiiiiiiiiii et 41

2.7Cuantificacion de CaAlCIO .........cceeeeeiiiiiiii e 41

2.8 Cuantificacion de fOSTOr0..........cooeiiii i 41

2.9 PrecipitaCion de ProteiNaS.......cccuuuiiiiieiiiiiiie e 41

CAPITULO 3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS ..........ccevvieeennnn. 42

3.1 Cuantificacion de proteina total............cooeeeiiieiiiiiiiiiiii e 42

3.2 Contenido de humedad y sélidos totales...........cccoeeeevviiiiiieeeiiiiee e, 44

3.3 Cuantificacion de CENIZAS ........uuiiiiiiiiiiiiiieeee e 44

3.4 Comparacion de métodos de digestion: hUmedo y SeCO .........cceeeeervevnnnnnn.n. 46

3.4.1 Comparacion de calcio total en bebidas vegetales y en leches, por dos

meétodos de digestion hUmedo Y SECO.........coveeiieeeiiiiiii e 46

3.4.2 Comparacion de fosforo total en bebidas vegetales y en leches, por los

dos métodos de digestion hUmedO Y SECO........ccuvviiieeiiiiiiie e a7



3.5 Cuantificacion de calcio y fosforo total por la via hUmeda en bebidas vegetales

3.5.1. Cuantificacion de calcio total por la via himeda en bebidas vegetales 50
3.5.2 Cuantificacion de fosforo total por la via hUmeda en bebidas vegetales 51

3.6 Cuantificacion de calcio y fosforo total por la via himeda en leches de

diferentes especies como vaca, cabray borrega ..........coceeuiiieeiiiiiinneeeeeiiinenn. 52
3.6.1 Cuantificaciéon de calcio total por la via himeda en leches ................... 52
3.6.2 Cuantificacion de fésforo tota por la via himeda en leches .................. 53

3.7 Precipitacion de proteinas en las bebidas vegetales y en leche de vaca con
TCA @I L0 ettt 56

3.7.1 Concentracion de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y concentracion de calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)
USANAO TCA @l L0%0..uuuiiiiiiiie et 56

3.7.2 Concentracion de fésforo soluble y ligado a proteina (mg P/100 mL) en
bebidas vegetales y fosforo soluble y coloidal en leche de vaca usando TCA al

3.7.3 Cuantificacion de proteina soluble y proteina ligada a minerales en
bebidas vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100
ML) UuSANdO TCA @l 100......cceeeiiiieeeiiieee e 59

3.8 Precipitacion de proteinas en las bebidas vegetales y en leche de vaca

aplicando fuerza MECANICA .........ccevveiei e 61

3.8.1 Concentracién de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y concentracion de calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

USANAO fUBIZA MECANICA. ... e et 61

3.8.2 Concentracién de fésforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y fésforo soluble y coloidal en leche de vaca (mg P/100 mL) usando fuerza

INIECANICA - e e e e e e 62



3.8.3 Cuantificacion de proteina soluble y proteina ligada a minerales en
bebidas vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100

ML) USANdO fUEIZA MECANICA. .......vveeeiiiiiiiiiee e 63

3.9 Precipitacion de proteinas en las bebidas vegetales y en leche de vaca con
CItrato de SOTIO @l 10U, .. ..ciiiie et e e e e e e e e e e eeeaeenes 65

3.9.1 Concentracion de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y concentracion de calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

usando citrato de SO0 Al 100 ... ..uce e 65

3.9.2 Concentracion de fésforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y fésforo soluble y coloidal en leche de vaca (mg P/100 mL) usando citrato de
S0 o [0 J= 1 K0 L OSSP T 67

3.9.3 Cuantificacion de proteina soluble y proteina ligada a minerales en
bebidas vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100

ML) uSando Citrato de SOMIO.......cccvuuuuieeiieiiii e 69

3.10 Precipitacién de proteinas en leche de vaca, cabra y borrega con quimosina

3.10.1 Concentracion de calcio soluble y coloidal en leche de vaca, cabra y
borrega (mg Ca/100 mL) usando qUIMOSING..........cceeeeviiriieeeeeeiiee e e e 70

3.10.2 Concentracion de fosforo soluble y coloidal en leche de vaca, cabra y

borrega (mg P/100 mL) usando qUIMOSING ...........uuuieeereeiiiiieeeeeeiiee e eeeeiine e 72

3.10.3 Cuantificacién de proteina soluble y coloidal en leche de vaca, cabra y

borrega (g proteina/100 mL) usando qUIMOSING .......ccevvvveiieeeereiiiiie e eeeeiine e 74

3.11 Relacién de Ca/P en las bebidas vegetales y en las leches de vaca, cabra y

DOITEOA ..o 75
CONCLUSIONES ..ot enn s 77
ANEX O S . e e eaans 79

2.6 Digestion en hUmMEedO Y SECO .......cvuuiiiiiiiiiii e 81

2. 7CUANTITICACION A CAICIO . eueiee e e et aeees 82



2.8 Cuantificacion de fOSTOIO........ooe i

2.9 PrecCipitacion de ProteiNas..........ooeeeeiiiiiiiiiiiii e e e e

BIBLIOGRAFIA



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Consumo de leche contra consumo de bebidas no lacteas 2014-2015. 7

Figura 1.2 Descenso en el consumo de leche vaca contra el consumo de leches

VEOETAIES ...t e e e e 8
Figura 1. 3 Proceso general de fabricacion de los sustitutos de la leche ............. 12
Figura 1.4 Produccion mundial de leche por especies 2013 ...........ccccveeeeeeeeennnnn. 22
Figura 1.5 Principales productores de leche en el mundo 2016 ........................... 23
Figura 1.6 Produccion mensual de leche bovino ............cceveeeiiiiiiiiiiiiciiieee 23
Figura 1.7 Principales estados productores de leche bovino...........ccccccoevvi 24
Figura 1.8 Principales paises importadores de leche ...........cccccooiiiiiiiiiiieniinnnnnn. 24
Figura 1.9 Modificacion de la micela nativa (a) al agregarle acido (c) .................. 34
Figura 1.10 Esquema de la precipitacion de proteinas al adicionar una sal ......... 34
Figura 1.11 Modificacion de la micela nativa (a) al adicionarle quimosina (b) ...... 35

Figura 1.12 Modificacion de la micela de caseina por diferentes métodos de

(oTo Y= To [ ] F=Tox o o IR PP PPPORUPPPPIRt 36
(10101 = 2 Y/ 11 (o T (o] [ o | = N 40
Figura 3.1 Contenido de calcio total por dos métodos de digestion humedo y seco
en bebidas vegetales y leches (Mg Ca/100 ML) ........iieiiiiiiiiiieeiiiiiiieeeeeeiiee e e 46
Figura 3.2 Contenido de fésforo total por dos métodos de digestién hiumedo y seco

en bebidas vegetales y leches de origen animal (mg P/100 mL)...........cccceeeeeeens 48



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1.1 Composicién quimica de la bebida vegetal de soya por cada 100 mL 14

Cuadro 1.2 Composicion quimica de la bebida vegetal de almendras por cada 100

] PP 15
Cuadro 1.3 Composicién guimica de la bebida vegetal de coco por cada 100 mL
............................................................................................................................. 16
Cuadro 1.4 Composicion quimica de la bebida vegetal de arroz por cada 100 mL
............................................................................................................................. 17
Cuadro 1.5 Composicién quimica de la bebida vegetal de nuez por cada 100 mL18
Cuadro 1.6 Composicién quimica de la vegetal de alpiste por cada 100 mL........ 19
Cuadro 1.7 Composicion de la leche de vaca por cada 100 mL............ccevvvvnnnnn.n. 27
Cuadro 1.8 Composicion de la leche de cabra por cada 100 mL .............cccceeeeee 27
Cuadro 1.9 Composicion de la leche de borrega por cada 100 mL ...................... 28
Cuadro 1.10 Distribucién de los diferentes iones enlaleche .........cccccoooeviieee. 32

Cuadro 3.1 Contenido de proteina total en leches de origen animal y bebidas
vegetales (g proteina/L00 ML) .....oooiiiiiiiiiiiiiiieee e e eeeeeeeans 42
Cuadro 3.2 Contenido de humedad (g agua/100 mL) y sélidos totales (g sélidos/100
mL) en bebidas vegetales y leches de origen animal ................cccooooiiiiiiiieecennnn, 44
Cuadro 3.3 Contenido de cenizas en bebidas vegetales y en leches (g de
(o] a1z 15T 100 o ] PSSP 45
Cuadro 3.4 Contenido de calcio total en bebidas vegetales (mg Ca/100 mL)....... 50
Cuadro 3.5 Contenido de fésforo total en bebidas vegetales (mg P/100 mL)....... 51
Cuadro 3.6 Cuadro Contenido de calcio total en leches (mg Ca/100 mL) ........... 52
Cuadro 3.7 Contenido de fésforo total en leches (mg P/100 mL) .......ccceevvvvvnnnnnnn. 53
Cuadro 3.8 Contenido de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y
calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 ML) .......cccovveieiieiiiiiiininnnnns 56
Cuadro 3.9 Contenido de fésforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y
fésforo soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)........cccoeeevvevviieeeenens 57
Cuadro 3.10 Cuadro Contenido de proteina soluble y proteina ligada a Cay P en

bebidas vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100



Cuadro 3.11 Contenido de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y
calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 ML) ........ccccevvievveiiieeeennnns 61
Cuadro 3.12 Contenido de fésforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y foésforo soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 ML) ...........ccoevvveeennns 62
Cuadro 3.13 Contenido de proteina soluble y proteina ligada a Ca y P en bebidas
vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100 mL) ..... 64
Cuadro 3.14 Contenido de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y
soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 ML) .....cccovviiiiiiiiiiiiiieiieiiiiie e 66
Cuadro 3.15 Contenido de fosforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y fosforo soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 ML) .........cccovvvvvieeennnns 67
Cuadro 3.16 Contenido de proteina soluble y proteina ligada a Ca y P en bebidas
vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100 mL) ..... 69
Cuadro 3.17 Concentracion de calcio soluble y coloidal en leche de vaca, cabra y

borrega (Mg Cal/L00 ML) ...uuuuniieiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e eenaanas 71
Cuadro 3.18 Contenido de fosforo soluble y coloidal en leche de vaca, cabra y
borrega (Mg P/LO0 ML) ...oiiiiiiiiiiiie e 72
Cuadro 3.19 Contenido de proteina soluble y coloidal en leche de vaca, cabra y
borrega (g proteina/I00 ML) .....ccovuiiiiiiiiie e e e e e aaaaaas 74

Cuadro 3.20 Proporcion de Ca/P en leche de vaca, cabra, borrega y en bebidas

(VLT [ k= 1T TP PPUPPPPPPPPPPPPPRIN 75



RESUMEN
De acuerdo a la NOM-243-SSA1-2010 se denomina leche a la secrecion natural de
las glandulas mamarias de las vacas sanas o de cualquier otra especie animal,
excluida del calostro. En general laleche tiene una composicion promedio de 87.3%
de agua, 3.25% de proteina, 3.9% de lipidos, 4.6% de lactosa y 0.75% de minerales.
La precipitacion de las proteinas puede realizarse empleando diferentes estimulos
externos, ya sean de naturaleza fisica, quimica o bioldgica, provocando de esta
manera una fase soluble e insoluble en la que se distribuyen los minerales. Existen
alternativas para sustituir la leche de vaca por las comiunmente denominadas
“‘leches vegetales”, que por norma a las “leches vegetales” no se les puede nombrar
leches, por lo tanto en el presente trabajo a las “leches vegetales” se les van a llamar
bebidas vegetales (B.V). En el presente trabajo se realizaron dos métodos de
digestiéon hiumedo y seco para comparar y cuantificar el calcio y fosforo total, en las
B.V de soya, arroz, coco, nuez, alpiste y almendras y en leche de vaca, cabra y
borrega; para observar la posible relacion que existe en estos minerales entre las
leches y las B.V., donde se obtuvo mayor concentracion de calcio y fosforo total en
las leches en comparacion con las B.V. por la via hUumeda con respecto a la
digestion seca. Posteriormente se hizo la precipitacion de las proteinas con 4
métodos distintos: con pH (TCA?), fuerza mecanica (centrifugacién), fuerza iénica
(citrato de sodio) y actividad enzimética (quimosina),utilizando en la leche de vaca
los 4 métodos de precipitacion, en las B.V. se us6 pH, fuerza mecanica e ionica y
en las leches de cabra y borrega el método enzimatico, se cuantifico el calcio y
fésforo soluble e insoluble, y se hizo una comparacion para poder establecer una
posible relacion entre el contenido de sus minerales y la procedencia de la leche de
diferentes especies y las B.V.. Asimismo se evalué el contenido de proteina total,
soluble e insoluble en todas las muestras y se hizo la comparacion de éstos
contenidos entre las muestras. Concluyendo que el contenido de calcio y fésforo en
las bebidas vegetales no estd ligado a sus proteinas como en las leches de

diferentes especies.

LTCA.- Acido Tricloroacético
2 B.V. - Bebidas vegetales



INTRODUCCION

Debido a su alto valor nutritivo, y a que sus componentes se encuentran en la forma
y proporciones adecuadas, la leche representa el alimento méas balanceado y
apropiado (Badui, 2012). La fraccion salina de la leche se encuentra entre 800-900
miligramos/100 mL de leche y se compone de cationes como el Ca, Mg, Nay Ky
aniones como fosfato inorganico, citrato y cloruro. Estos iones estan mas o menos
asociados entre si o con proteinas. Dependiendo del tipo del ion se pueden
encontrar en la fase acuosa o parcialmente asociados con moléculas de caseinas
(Gaucheron, 2011).

En la fase acuosa continua se encuentran disueltas, conjuntamente con la lactosa
y compuestos nitrogenados solubles, sales minerales u organicas como citratos,
fosfatos y cloruros de Ca, K, Mg, Na y trazas de Fe. En la fase coloidal estan en
suspension las micelas de caseinas insolubles que contienen Ca y P unidos a su
estructura y sales compuestas de fosfato de Ca coloidal, citratos y Mg, que

contribuyen a estabilizar las micelas (Closa, 2003).

Hoy en dia se pueden encontrar varios inconvenientes al consumo de la leche a
pesar de seguir siendo una de la mas consumidas, la intolerancia a la lactosa, la
tendencia vegana o vegetariana y el consumo de alimentos libres de aditivos son
factores que han producido una transformacién en el mercado la cual marca la
importancia de ofrecer al publico sucedaneos origen vegetal que aporte los
beneficios de la leche. Es por ello que éstas elaboradas a base de ingredientes
vegetales y agua, son buenas opciones segun el autor, ya que no contienen lactosa

ni colesterol y son bajas en grasa (Hernandez, 2016).

Aunque los sustitutos lacteos a base de vegetales se han consumido durante siglos
como una parte tradicional de varias culturas, se esta desarrollando un nuevo
interés y el mercado de tales productos se estd expandiendo rapidamente. El
mercado de estos sustitutos lacteos a base de vegetales es impulsado por muchos
intereses e influenciado por diferentes opiniones. Actualmente la mayoria de los
consumidores no estan eligiendo estos sustitutos de lacteos por necesidad si no por

preferencia (Jeske, 2017).



Las necesidades diarias de calcio pueden satisfacerse mediante alimentos ricos en
este nutrimento, alimentos y bebidas enriquecidos en calcio o suplementos. La leche
y los derivados lacteos se consideran la mejor fuente dietética por el contenido y la
biodisponibilidad del calcio que contienen, los componentes que favorecen la
solubilidad del calcio son los fosfopéptidos procedentes de las caseinas; ya que el
calcio ya sea organico o mineral que esta unido a la caseina se libera rapidamente
durante la digestion y de esta manera su biodisponibilidad es elevada (Farré, 2015).
Ademas del calcio, la leche también se reconoce como una fuente importante de

fosforo que esta presente en forma organica e inorgénica (Pereira, 2013).

Por otro lado Valencia 2011, menciona que las proteinas lacteas mejoran
enormemente la biodisponibilidad del calcio. Sin embargo en los alimentos de origen
vegetal como en las almendra y avellanas, algunas verduras como col, espinacas
entre otras y leguminosas como las alubias; tienen contenidos de calcio del mismo
orden, pero la cantidad de calcio estimada absorbible es en general inferior a la

obtenida que en la leche (Farré, 2015).

Esta baja biodisponibilidad del calcio en los alimentos vegetales se debe a
diferentes componentes como los fitatos presentes en cereales, frijoles y semillas
comestibles; los oxalatos presentes en hojas verdes de los vegetales; acidos grasos
de cadena larga, fluoruros, fosfatos y ciertas fibras pueden reducir la
biodisponibilidad del calcio por la formacion de complejos de calcio insolubles
(Valencia, 2011).

El bajo contenido de calcio en las bebidas de soya y la presencia de acido fitico
(componente intrinseco de las leguminosas), obliga a enriquecerlas con calcio
(Farré, 2015) y se ha encontrado que el fosfato tricalcico adicionado a éstas muestra

una absorcion de 25% menor que en la leche de vaca (Valencia, 2011).



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el contenido de calcio y fésforo total, soluble y coloidal en leche de vaca,

cabra y oveja asi como en las bebidas vegetales a base de cereales (arroz y alpiste),

legumbre (soya) y oleaginosas (almendra, coco y nuez) para observar si estos

minerales en las bebidas vegetales se encuentran ligados a sus proteinas y en la

misma concentracioén que en la leche de vaca, cabra y oveja.

OBJETIVOS PARTIUCULARES

@

Evaluar el contenido de proteina total, soluble y coloidal en leches de
diferentes especies y en bebidas vegetales para comparar entre éstas.
Seleccionar el método de digestion mas adecuado entre el himedo y el seco
para comparar la concentracion de calcio y fésforo total y determinar si existe
diferencia estadisticamente significativa entre estos dos métodos.
Cuantificar el calcio y fésforo total, soluble y coloidal por espectroscopia de
absorcion atdmica y espectrofotometria de uv-vis respectivamente en leches
y en bebidas vegetales para poder establecer una posible relacion entre el
contenido de estos minerales y su procedencia.

Comparar diferentes métodos de precipitacion de proteinas como fisico
(centrifugacion), quimicos (acido tricloroacético y citrato de sodio) y
enzimatico (quimosina) en las proteinas de las leches y en las proteinas de
la bebidas vegetales para poder establecer que método es el mas eficiente
para lograr la precipitacion.

Comparar el contenido de calcio y fosforo total, soluble y coloidal en las
leches con respecto a las bebidas vegetales para observar si en las bebidas
vegetales se tiene la misma relacion de calcio y fésforo con respecto a las

leches de diferentes especies.

HIPOTESIS

Si se evalula el contenido de calcio y fosforo total, soluble y coloidal en las leches de

diferentes especies, asi como en bebidas vegetales entonces se podra establecer

una posible correlacion entre el contenido de estos minerales y su procedencia.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Bebidas vegetales

1.1.1 Panorama general de las bebidas vegetales

Las bebidas vegetales se han consumido en las primeras civilizaciones de todo el
mundo. La mayoria de ellas estan disponibles en el mercado local o se preparan
tradicionalmente en el hogar en una escala muy pequefia para proveer a la familia
o para la comunidad local. La primera bebida vegetal que se comercializd fue la
bebida de soya que fue producida en Asia en 1940 y se extendié al mundo

occidental rapidamente (Jeske, 2017).

El mercado de los alimentos refleja cada vez mas la demanda de los consumidores
de productos alimenticios saludables. Un claro ejemplo de esta tendencia se puede
observar en las llamadas bebidas vegetales, que estan hechas principalmente de
semillas y cereales, y tienen una larga historia tanto en las culturas orientales como
occidentales. Las ventas europeas de la bebida de soya y de otras bebidas no
lacteas aumentan mas de un 20% anual y en Espafia el mercado de las bebidas no
lacteas crecié aun mas. Del mismo modo las ventas de las bebidas de arroz,
almendras y otras alcanzaron 1.300 millones en 2011. La bebida vegetal més
conocida y mas popular es la de soya, aunque la demanda de arroz, almendras,
avena y bebida de coco estan en aumento (Bernat, 2014).

Existe una amplia gama de formulaciones como: aromatizadas, endulzadas, no
endulzadas, bajas en grasas y enriquecidas. Excluyendo a Asia, las alternativas de
las leches no lacteas todavia representan un mercado relativamente pequefio. El
desarrollo y el aumento de la demanda de estos productos tendrian una ventaja
adicional, que podria ser de interés econdmico de muchos paises; la materia prima
de la que provienen generalmente no requiere condiciones especificas de suelo o
clima para adaptarse aunque, por supuesto, la productividad podria cambiar
(Bernat, 2014).

En el mundo actual, las bebidas vegetales ya no se consideran como aquellas que

solo llegan a quitar la sed, mas bien los consumidores buscan funcionalidad
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especifica en estas bebidas, que forman parte de su estilo de vida. Se prevé que el
mercado de las alternativas de bebidas vegeteales crecera un 15% entre el 2013-

2018 y se espera que alcance un valor de 14.000 millones de dolares (Sethi, 2016).

En los udltimos informes de Mintel> 2014 se comenté que la demanda de estos
productos llamados bebidas vegetales, se ha incrementado su consumo y se triplicé
en muy poco tiempo de 36 millones de litros en 2011 a 92 millones de litros en 2013.
La tasa anual de estos productos no lacteos es de 15.5% que en términos de valor

econdmico se espera que alcance en 2020 20 mil millones de dolares (Naziri, 2017).

Un numero creciente de consumidores han optado por sustitutos de la leche a base
de vegetales por razones médicas o como opcion de su estilo de vida. Las razones
meédicas incluyen la intolerancia a la lactosa, como prevalencia mundial del 75%, y
la alergia a leche de vaca. Ademas en donde los paises la leche de los mamiferos
es escasa Yy costosa, los sustitos a base de vegetales sirven como una opcion mas
accesible (Makinen, 2016).

En 2015, mas de 130 variantes de bebidas vegetales diferentes estaban disponibles
en el mercado europeo con un valor de 1.500 millones de ddlares en Estados
Unidos, sin embargo la atencién todavia es poca para estos productos y no han
recibido la atencion cientifica que merecen en las dltimas décadas. Sin duda el
mercado de estas bebidas vegetales estd creciendo rapidamente y se esta
volviendo cada vez mas popular en todo el mundo. A pesar de que la soya sigue
siendo la principal, otros vegetales estan en tendencia y la variedad esta creciendo
(Jeske, 2017).

1.1.2 Consumo de bebidas vegetales

En los ultimos cinco afios el consumo de leche cay6 14.5%, en tanto la demanda de
las férmulas no lacteas de arroz, coco, almendras y soya crecio 22.5% en el mismo
periodo, de acuerdo a datos de la agencia de investigacién de mercados Euro
Monitor. En 2010 las férmulas elaboradas a base de soya, arroz y almendras le han

arrebatado parte del mercado a la leche de vaca, la cual en los ultimos 5 afios se

2 Mintel.- Estudios de mercado



ha visto reducir su consumo de 4 mil 456 millones de litros a 3 mil 810 millones. En
tanto, el consumo de sustitutos de leche pasé de 101 millones a 123 millones de
litros anuales. Fernando Alvarez Kuri, vicepresidente de la agencia de mercados
MillwardBrown, considerd que el hecho de que las bebidas vegetales concentren
varios beneficios en un sélo producto también explica su auge, al mismo tiempo que
los habitos del consumidor de leches se han ido modificando.

Los especialistas argumentan que la popularizacion de dietas vegetarianas y la
basqueda de alimentos nutritivos por parte del consumidor, dispuesto a pagar
precios superiores que los de la leche, estan detras de los crecimientos sostenidos
de los sustitutos de leche. El valor de mercado de las bebidas alternativas en México
continuara expandiéndose debido a la prevalencia de consumidores intolerantes a
la lactosa, a pesar de que suelen costar hasta 70% mas que la leche fresca y cada
afio la leche pierde mercado frente a férmulas alternativas hechas a base
de almendra, soya, arroz o coco (Villamil, 2016).

A continuacion en la Figura 1.1 se muestra el consumo de leche contra el consumo

de bebidas no lacteas en México.

» Ventas anuales. Millones de litros ® 2014 e 2015
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Figura 1.1 Consumo de leche contra consumo de bebidas no lacteas 2014-2015 (Villamil,
2016)



De acuerdo con otra fuente, en México la alergia es la que restringe en algunas
personas el consumo de leche, asi como la intolerancia a la lactosa, o bien porque
algunos prefieren productos que no sean de origen animal o simplemente porque
no las consideran saludables por lo tanto las bebidas vegetales como las elaboradas
a base de soya, almendras, coco, arroz y avellana han aumentado su participacion
en el mercado. Al respecto, los especialistas e industriales lacteos sefalan que no
se puede calificar a estos productos como sustitutos de leche, porque la leche
solamente se obtiene de la glandula mamaria de un mamifero (Valverde, 2016).

Las bebidas vegetales parecen estar ganandole cuota al mercado de la leche y los
pronosticos de futuro apuestan por una disminucion gradual del consumo de leche
en favor de las alternativas vegetales. Asi lo asegura la consultora Canadean en

su latest long-term forecast to 2021, que preve un descenso del consumo de la

leche para el oeste de Europa de un 0,2% y un aumento del 2,2% en el consumo
de las bebidas vegetales. Tendencia, que como vemos en la Figura 1.2, se acentda
aun mas en el caso de América del Norte (Martinez, 2016).
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Figura 1.2 Descenso en el consumo de leche vaca contra el consumo de leches vegetales
(Modificado de Martinez, 2016)


http://canadeanreportstore.industryreportstore.com/soft-drinks/global-beverage-forecasts-march-2016-comprehensive-topline-analysis-of-all-commercial-beverages-trends-and-forecasts.html?utm_source=mediacenter&utm_medium=pr&utm_campaign=160406a_cd_pr_global_beverage_outlook&utm_nooveride=1

De igual manera en Espafa, segun los datos del Ministerio de Agricultura,
Alimentacion y Medio Ambiente en el TAM? de octubre 2015, se observé el aumento
del consumo de bebidas vegetales que denota un crecimiento del 15,8% relativo al
volumen de ventas, superando los 20 millones de litros. En cuanto a su valor, este
aumento se cuantifica en mas de 30 millones de euros, lo que supone un 19,5%.
Todo ello sitia a Espafia como el segundo mercado Europeo para este tipo de
bebidas. Por el contrario, el consumo de leche en Espafia en los ultimos 15 afios
ha pasado de 100 litros per cépita en 2010 a 72,2 litros en 2015 (Martinez, 2016).

Si tenemos en cuenta los datos de Alimarket?, las bebidas vegetales ya superan en
valor a las leches sin lactosa, tras crecer un 17,8% en 2015. En definitiva, hay
coincidencia en los diferentes informes en que las bebidas vegetales estan
marcando una importante tendencia de consumo que seguira creciendo en los

proximos afos (Martinez, 2016).

En otro articulo de Mintel 2014 ha revelado que las ventas de la leche disminuyeron
un 7% en 2015 (17.8 mil millones) y se proyecta caer un 11% en 2020, en cambio
para los sustitutos de la leche obtuvieron una ganancia del 9% en 2015, hay una
popularidad continua entre estos productos de bebidas no lacteas, segun la
investigacion de Mintel revela que casi la mitad (49%) de los estadounidenses
consumen estos productos; también informa que 7 de cada 10 (69%) de los
consumidores estan de acuerdo que la leche no lactea es saludable para los nifios
en comparacion con el 62% que esta de acuerdo en que la leche lactea es saludable
para los nifios. Entre los consumidores de leche no lactea, casi la mitad (46%) la
beben una vez al dia. De acuerdo con el informe Dairy Management Inc. de Enero
de 2016 las bebidas no lacteas siguen mostrando una creciente tendencia de ventas
en 2015. Si esta tendencia continla, es importante comprender como estas bebidas
se comparan con la leche de vaca, no solo en el contenido del producto, sino

también en la biodisponibilidad de los nutrientes (Singhal, 2017).

3 TAM (Total Addressable Market).- Una estrategia para calcular el tamafio del mercado
4 Alimarkete.- Empresa lider en generacién de contenidos de informacién econdmico-sectorial en Espafia



1.2 Definicién de las bebidas vegetales

Las alternativas a la leche a base de vegetales, son fluidos que resultan de la
reduccion del tamafio del material vegetal (cereales, pseudo-cereales, legumbres,
oleaginosas), extraido en agua, seguido de una homogenizaciéon de tales solutos,
dando como resultado una distribucion del tamafio de la particula en el intervalo de
5-20 um que imita a la leche de vaca en aspecto y consistencia (Sethi, 2016). Otra
definicién de las bebidas vegetales, es que son el jugo blanco obtenido de algunas
plantas, frutos o semillas (Trejo, 2015). Estas bebidas vegetales se hacen
parecerse visualmente a la leche de vaca y a menudo incluyen la palabra “leche” en
el nombre de la bebida (Singhal, 2017).

Estas bebidas vegetales pueden sustituir a la leche de vaca y sus ventajas son que
no contienen lactosa, colesterol y proteina animal. Ademas son muy digestivas,
ayudan a las personas con estrefiimiento, colon irritable entre otras cosas. Sus usos
son los mismos que la leche de vaca, se pueden tomar solas o endulzadas, con

café, cereales u otros (Gaspoz, 2014).

Por su composicibn, muchas de estas bebidas presentan caracteristicas
particulares (sin gluten, sin lactosa, sin colesterol, baja en grasas saturadas) que las
hacen adecuadas para ciertos sectores de la poblacion. Entre los principales
consumidores se encuentran los vegetarianos, personas con celiaquia, con
intolerancia a la lactosa, alergia a las proteinas lacteas, personas que consumen

alimentos organicos entre otros (Dyner, 2015).

Hay una amplia variedad de bebidas tradicionales a base de vegetales en todo el
mundo por ejemplo la bebida de horchata y bebida de chufa en Espafia, la bebida
de sykhye hecha de arroz cocido, extracto de malta y aztucar en Corea del Sur, boza
una bebida fermentada de trigo, centeno, mijo y maiz que se consume en Bulgaria,
Albania, Turquia y Rumania; una bebida de sorgo de malta de mijo fermentada
procedente de Uganda y la bebida de soya tradicional procedente de China
(Makinen, 2016).
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1.3 Estructura de las bebidas vegetales

Técnicamente, las bebidas vegetales son una especie de emulsion diluida de las
fracciones: amilacea, proteica y lipidica de la materia prima de partida, con una
distribucion homogénea de los sdlidos solubles en suspension. Poseen una

apariencia similar a la leche de vaca y cuyo uso es semejante (Trejo, 2015).

El aspecto del producto es blanquecino debido a la solubilizacion del almidén, en el
caso de los cereales, o la formaciéon de una emulsién de lipidos en agua como
cuando se utilizan materias primas de alto contenido graso (soya o semillas)
(Dyner, 2015). También a los sustitutos de la leche se les considera como
suspensiones coloidales o emulsiones que comprenden material vegetal disuelto y
desintegrado. Estas se preparan tradicionalmente mediante el molido de la materia

prima para eliminar particulas gruesas (Makinen, 2016).

1.4 Vision general del proceso de obtenciéon de bebidas vegetales

Los sustitutos de la leche se pueden producir extrayendo el material soluble
mediante la molienda del material vegetal con agua o moliendo en humedo los
granos o legumbres en una suspension. Alternativamente puede reconstituirse
usando aislados o concentrado de proteina y otros ingredientes como por ejemplo
aceites, azucares, sales y estabilizantes. Después sigue la etapa de extraccion que
tiene un efecto sobre la composicion del producto; para incrementar el rendimiento
se aumenta el pH con NaHCO3 o con NaOH, temperaturas elevadas o el uso de
enzimas. El pH alcalino aumenta la extraccion de la proteina, pero es necesario
neutralizar posteriormente; una mayor temperatura de extraccion aumenta la
extractibilidad de los lipidos pero disminuye la solubilidad de las proteinas debido a
su desnaturalizacion afectando el rendimiento. La hidrdlisis parcial de proteinas y
polisacéaridos utilizando enzimas es otra forma que aumenta el rendimiento de la
extraccion. Después de la etapa de extraccion, las particulas gruesas se eliminan
de la suspension por filtracion, decantacion o centrifugacion. Una vez terminada la
etapa de filtracion, se les pueden afadir otros ingredientes a la base del producto;
estos incluyen vitaminas y minerales utilizados para la fortificacion, asi como

edulcorantes, aromas, sal, aceites y estabilizadores. La estabilidad de la suspensién
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es un problema en los sustitutos de la leche a base de vegetales, los hidrocoloides
se usan a menudo para aumentar la viscosidad de la fase continua, y también se ha
demostrado que los emulsionantes son benéficos para este tipo de bebidas.
Algunas fuentes de minerales utilizados son el citrato de amonio férrico y el
pirofosfato férrico como fuentes de hierro y el fosfato tricalcico y el carbonato de
calcio como fuente como calcio. Los sustitutos de la leche contienen particulas
insolubles tales como proteinas, almidon, fibras y otros materiales celulares. Estas
particulas que son mas densas que el agua, pueden sedimentar, haciendo al
producto inestable por lo tanto la homogenizacion mejora la estabilidad al
interrumpir los agregados y las gotitas de lipidos y asi disminuir la distribucion del
tamano de la particula. Por ultimo los sustitutos de la leche se pasteurizan o se
tratan con UHT para extender la vida atil (Makinen, 2016).
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Figura 1. 3 Proceso general de fabricacion de los sustitutos de la leche (Modificado de
Makinen, 2016)
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1.5 Clasificacién de las bebidas vegetales
Aunque todavia no existe una definicion y clasificacion de las alternativas vegetales
en la literatura, se intenta hacer una clasificacion general de las alternativas

vegetales en 5 categorias (Sethi, 2016) :

@ A base de cereales: leche de avena, leche de arroz, leche de maiz, leche de
espelta

@ A base de legumbres: leche de soya, leche de cacahuate, leche de altramuz,
leche de caupi

@ A base de nueces: leche de almendras, leche de coco, leche de avellanas,
leche de pistacho, leche de nueces

® A base de semillas: leche de sésamo, leche de lino, leche de cafiamo, leche
de girasol

@ A base de pseudocereales: leche de quinoa, leche de amaranto

Segun la literatura existe otra clasificacion de estas bebidas vegetales en dos
grandes grupos las nueces y los cereales. A parte de nueces y cereales, se han
utilizado otras materias primas tales como tubérculos por ejemplo bebida de chufa
y vegetales como bebida de cafiamo o de girasol, sin embargo estos productos sélo
son bien aceptados en paises especificos. Algunas de las caracteristicas de esta
clasificacion de las bebidas se muestran a continuacion (Bernat, 2014):

“Bebidas de cereales”: Se caracterizan porque los cereales son una buena fuente
de energia diaria, vitaminas, varios minerales, fibra dietética y fitoquimicos. El uso

del grano entero, es altamente recomendable cuando se producen.

“Bebidas de nueces”: Debido a su composicion, los frutos secos y productos a
base de nuez han traido recientemente la atencion de los especialistas de la
alimentacion. Se caracterizan por ser ricas en acidos grasos polinsaturados,

proteinas vegetales, fibra dietética, fitoesteroles, polifenoles, vitaminas y minerales.
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1.5.1 Bebida vegetal de soya

La bebida vegetal de soya se ha convertido en un sustituto de la leche de vaca con
importantes propiedades. Se ha planteado la hip6tesis de que la bebida de soya,
basada en su composicion nutritiva, es comparable a los productos lacteos. Las
alternativas a los productos lacteos, especialmente a base de soya, se han vuelto
frecuentes y se consumen ampliamente como una bebida alternativa entre aquellos
gue evitan el uso de productos lacteos. La bebida vegetal de soya generalmente se
fortifica con calcio y vitamina D (Matthews, 2011). El extracto hidrosoluble de soya
es un producto obtenido por la extraccién de la parte acuosa de los sélidos solubles
de los granos, el cual consiste en una suspension de proteinas y carbohidratos
(Valles, 2012).

La bebida vegetal de soya se caracteriza porque es rica en proteinas de alta calidad
y no contiene colesterol ni lactosa, por lo tanto la pueden consumir personas
deficientes de lactasa. Por otro lado, muchas personas pueden encontrar el sabor
de la bebida de soya indeseable, debido a la presencia de oligosacaridos no
digeribles como la estaquiosa y la rafinosa y el sabor crudo del frijol; y esto ha

limitado el amplio consumo de la leche (Icier, 2015).

En la Cuadro 1.1 se muestra la composicion quimica de la bebida vegetal de soya.

Cuadro 1.1 Composicion quimica de la bebida vegetal de soya por cada 100 mL (Valles,

Bebida vegetal de

Componente
Soya (9)

Agua 91.53
Solidos totales 8.47
Carbohidratos 3.80
Lipidos 1.40
Proteinas 3.00
Cenizas 0.27
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1.5.2 Bebida vegetal de almendras

La bebida vegetal de almendras esta presente en el mercado europeo como
alternativa a la leche de los animales, siendo particularmente Gtil para las personas
con intolerancia a la lactosa o alergia a la leche animal por ejemplo alergia a la
proteina de vaca (Briviba, 2016). A pesar de que bebida de almendras
probablemente suena como un producto relativamente nuevo, a las personas les
atrae su alto contenido de proteinas. Por sus propiedades nutrimentales, ha servido
de sustituto a la leche, ya que por naturaleza no contiene lactosa ni colesterol (Trejo,
2015).

La bebida vegetal de almendras es la que tiene mas participacion en el consumo de
las bebidas de nueces totales. En comparacién con otras bebidas vegetales, la
bebida de almendras es naturalmente una buena fuente de vitaminas,
especialmente de la vitamina E que no puede ser sintetizada por el cuerpo, también
es una fuente de otros nutrientes como calcio, magnesio, selenio, potasio, zinc,
fosforo y cobre (Sethi, 2016). La bebida de almendras consiste en un extracto de
almendras molidas junto con agua (Mifiana, 2015).

En el Cuadro 1.2 se muestra la composicion quimica de la bebida vegetal de

almendras.

Cuadro 1.2 Composicién quimica de la bebida vegetal de almendras por cada 100 mL
(Dyner, 2015)

Bebida vegetal de

Componente Almendras (g)
Agua 94.34
Solidos totales 5.66
Carbohidratos 0.72
Lipidos 231
Proteinas 2.30
Cenizas 0.33
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1.5.3 Bebida vegetal de coco

La bebida vegetal de coco juega un papel importante en la cocina del sudeste
Asiético. No solo se consume como bebida, si no que se utiliza como ingrediente en
el nimero uno de recetas dulces. La bebida de coco se caracteriza porque tiene un
alto contenido de lipidos, es rica en vitaminas y minerales como hierro, calcio,
potasio, magnesio y zinc, también contiene una cantidad significativa de vitamina C
y E (Sethi, 2016).

El CODEX 240 define a la bebida vegetal de coco como la emulsion diluida del
endospermo de coco desmenuzado en agua, con una distribucion de sélidos en
suspension (CODEX 240, 2003). La bebida vegetal de coco recién extraida es una
emulsion estable, que requiere energia extra para desestabilizar esta emulsion. Es
naturalmente estabilizado por proteinas de coco tales como globulinas y albaminas,
asi como fosfolipidos. Algunas de las proteinas presentes en la fase acuosa de la
bebida de coco interactian con glébulos de grasa y actiGan como emulsionantes al
rodear su superficie (Raghavendra, 2010). La bebida vegetal de coco es un
producto perecedero debido a su alto contenido aceite, humedad y &cidos
organicos, su deterioro ocurre dentro de dos horas después de su extraccion (Trejo,
2015).

En el Cuadro 1.3 se muestra la composicion quimica de la bebida vegetal de coco.

Cuadro 1.3 Composicion quimica de la bebida vegetal de coco por cada 100 mL (Hernandez,
2016)

Bebida vegetal de

Componente Coco ()
Agua 67.61
Solidos totales 32.39
Carbohidratos 5.54
Lipidos 23.84
Proteinas 2.29
Cenizas 0.72
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1.5.4 Bebida vegetal de arroz

La bebida vegetal de arroz se ha empleado como sucedaneo de la leche. Su uso es
semejante, como acompafar a los cereales y preparar productos en los que prevén
como ingrediente la leche. Se puede preparar con harina de arroz hinchado o harina
elaborada en humedo, opcionalmente se puede afadir azlUcar y/o algunas
sustancias como aromatizantes o saborizantes. El contenido total y valor biolégico
de las proteinas de arroz es claramente inferior al de las proteinas lacteas. Por lo
tanto, si se pretende que sea un alimento completo es necesario suplementarlo, con
los aminoéacidos esenciales en los que es deficiente. Tradicionalmente, en el
mercado se puede encontrar bebida de arroz natural, en polvo 0 no aromatizada
(Trejo, 2015). Se considera una bebida realmente energética por su alto contenido

en hidratos de carbono (Gaspoz, 2014).
En el Cuadro 1.4 se muestra la composicién quimica de la bebida vegetal de arroz.

Cuadro 1.4 Composicién quimica de la bebida vegetal de arroz por cada 100 ml (Trejo, 2015)

Bebida vegetal de

Componente Aoz (g)
Agua 89.28
Solidos totales 10.72
Carbohidratos 9.17
Lipidos 0.97
Proteinas 0.28
Cenizas 0.30
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1.5.5 Bebida vegetal de nuez
Se conoce como una bebida funcional a partir del fruto seco, rica en componentes
bioactivos. Se utiliza como sucedaneo de la leche de vaca, se puede consumir sola

o con frutas/cereales (Trejo, 2015).

Las nueces son alimentos dulces ricos en almidon y lipidos, cuya composicion
depende principalmente de su origen geografico. Las bebidas de nueces fueron
tradicionalmente en paises mediterrdneos, pero hoy en dia su consumo se ha
expandido en casi todo el mundo. Por las reacciones fisico-quimicas que se
producen durante el almacenamiento como por ejemplo la actividad enzimatica, la
autoxidacion de lipidos y las inestabilidades coloidales son algunos parametros de
calidad que intervienen en su pérdida de calidad. La bebida vegetal de nuez es una
dispersién compleja que se obtienen del extracto acuoso de las nueces (Codina-
Torella, 2017). En México esta bebida es relativamente desconocida, practicamente
el consumo de la nuez es en época invernal de manera directa, en confiteria o en
pan (Trejo, 2015).

En el Cuadro 1.5 se muestra la composicion de la bebida vegetal de nuez.

Cuadro 1.5 Composicion quimica de la bebida vegetal de nuez por cada 100 mL (Codina-
Torella, 2017)

Bebida vegetal de

Componente Nuez (g)
Agua 84.83
Soélidos totales 15.17
Carbohidratos 12.00
Lipidos 2.00
Proteinas 0.97
Cenizas 0.20
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1.5.6. Bebida vegetal de alpiste

La materia prima son las semillas de alpiste especiales para el consumo humano,
estas se mezclan con agua, pues de la trituracion de las mismas es donde se
obtiene el liquido que se conoce como “leche de alpiste”. Es considerada como una
bebida de origen vegetal similar a la de soya. Tiene un alto contenido en proteinas
de gran valor organico, una gran cantidad de antioxidantes, se caracteriza porque

es rica en lipasa y se considera que un buen diurético (Medrano, 2013).

En el Cuadro 1.6 se muestra la composicién quimica de la bebida vegetal de alpiste.

Cuadro 1.6 Composicion quimica de la vegetal de alpiste por cada 100 mL (Medrano, 2013)

Bebida vegetal de

Componente Alpiste ()
Agua 90.48
Solidos totales 9.52
Carbohidratos 7.00
Lipidos 1.00
Proteinas 1.17
Cenizas 0.35

1.6 Propiedades nutricionales y fortificacion de las bebidas vegetales

Los sustitutos de leche son a menudo percibidos como saludables, posiblemente
debido a las percepciones negativas sobre las propiedades nutricionales de la leche.
En realidad, las propiedades nutricionales varian mucho, dependen fuertemente de
la materia prima, procesamiento, fortificacion y la presencia de otros ingredientes
como edulcorantes y aceites. Si estos productos son presentados como sustitutos
de la leche de vaca, el contenido y la calidad de las proteinas, asi como la
fortificacion, deben ser considerados por los fabricantes. Se debe prestar atencion
a las posibles formas de mejorar las propiedades nutricionales mediante las

condiciones de procesamiento, por ejemplo: el uso de enzimas y la seleccion de
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materias primas en funcién de su calidad proteinica. También se debe hacer un
enfoque en el paso de la extraccion para que sea mas eficiente la proteina del
material y por lo tanto la formulacion de los productos tenga valores de proteinas

mas altos. (Makinen, 2016).

Muchos fabricantes agregan la palabra “leche” al nombre de su producto, sugiriendo
una bebida saludable, pero estas bebidas difieren en la leche de vaca en el
contenido nutricional; la sustitucién inadecuada con estas bebidas aumenta el
riesgo de deficiencia nutricional. Una preocupacion de las bebidas vegetales es la
biodisponibilidad de los nutrientes fortificados, el estado fisico de la sustancia en la
bebida fortificada y su interaccion con la matriz alimenticia son determinantes para
la capacidad de absorcién, sin embargo no hay informacion sobre la
biodisponibilidad de nutrientes fortificados en las bebidas no lacteas (Singhal,
2017).

Por lo tanto con el fin de utilizar las bebidas vegetales como sustitutos de la leche
de vaca la fortificacion de proteinas, vitaminas y minerales esenciales debe
realizarse. Las bebidas a base de cereales que contengan menos proteinas que la
leche de vaca, estan obligadas por ley a tener un consejo en la etiqueta de que el
producto no es adecuado como un reemplazo completo de leche para nifios
menores de 5 afios (Sethi, 2016).

La Union Europea autoriza una amplia lista de compuestos de calcio para el
enriquecimiento de los alimentos como son: el carbonato, cloruro, citrato, malato,
gluconato, glicerofosfato, lactato, hidréxido, 6xido acetato, L-ascorbato, bisglicinato,
sales de acido citrico, piruvato, sales de &cido ortofosforico, succinato, L-lisinato,
malato, L-pidolato, L-treonato, sulfato. Dada la variabilidad de la biodisponibilidad
del calcio que proporcionan, es conveniente su evaluacion como paso previo a su

uso en el enriquecimiento de los alimentos o como suplemento (Farré, 2015).

1.7 Aceptacion del consumidor de las bebidas vegetales
Aunque la demanda de los sustitutos de leche esta aumentando, la falta de voluntad
del consumidor para probar alimentos desconocidos que se perciben poco

atractivos puede ser un factor limitante. Por ejemplo muchas bebidas vegetales de
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soya pueden tener una calidad sensorial mejorada, ya que estos productos tienden
a poseer sabores desagradables de “beany” ya que depende de las condiciones
del procesamiento y almacenamiento. Otro problema de estos sustitutos es una
sensacion arenosa en la boca que algunos tienen debido a las particulas insolubles
grandes (Makinen, 2016).

Los consumidores esperan que los productos vegetales, se asemejan a los
productos de la leche. Se ha comparado que simplemente la similitud visual de un
sustituto vegetal y etiquetado como tal, esta aumentando la voluntad de compra,
pero si las propiedades sensoriales no coinciden con las expectativas, entonces el
consumidor podria estar decepcionado y por lo tanto no le va a gustar el producto.
Tratando con estos problemas, la publicidad de tales alternativas de alimentos

vegetales es un punto clave (Jeske, 2017) .

Segun Jeske, 2017 en una encuesta se pregunto a las personas sobre su intencién
futura sobre consumir méas seguido los sustitutos de leche y el 86% declararon que
si los comprarian mas seguido si mejorarian el sabor de estas bebidas y el 73% las

consumirian mas si los productos tuvieran beneficios probados para la salud.

1.8 Normatividad internacional sobre los sustitutos de leche

Los nombres de los productos como leche y queso son términos lacteos
tradicionales y los consumidores se refieren a estos productos esencialmente
derivados de productos lacteos. Sin embargo los sustitutos lacteos a base de
plantas, estan etiquetados con los mismos descriptores para lograr las expectativas.
La Comision Europea regula claramente el término leche que se utiliza
exclusivamente para la secrecion mamaria normal obtenida a partir de una o mas
ordefas sin adicion o extraccion, la Comision Europea permite excepciones para la
las bebidas vegetales de coco y almendras, por la tanto la leche de coco y la de
almendras son los Unicos sustitutos lacteos a base de vegetales que pueden ser
etiquetados como “leche” en la Union Europea. En ningun otro pais se aplica este

reglamento (Jeske, 2017).
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1.9 Produccion mundial de la leche

En el 2013 las principales especies productoras de leche a nivel mundial fueron la
leche de vaca con un 85% de la produccion, seguida de la leche de bufala con 11%,
cabra 2%, oveja 1% y camella 0.4% (FAO, 2015), como se observa en la Figura 1.4.

PRODUCCION MUNDIAL DE LECHE POR ESPECIE (2013)
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Figura 1.4 Produccién mundial de leche por especies 2013 (FAO, 2015)

Segun la FAO, en el 2013 los principales paises productores de leche fueron la India
(18%), Estados Unidos de América (12%), Brasil y China (5%), Alemania y Rusia
(4%), Francia y Nueva Zelanda (3%), Pakistan y Turquia (2%).

Sin embargo para el afio 2016 el mayor productor de leche fue la Unidn Europea
con 149 mil toneladas de leche y México ocupd la posicién 7 en la produccion de

leche (SIAP, 2016), como puede apreciarse en la Figura 1.5.
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Figura 1.5 Principales productores de leche en el mundo 2016 (SIAP, 2016)

E/Cifras estimadas.
1/ El dato corresponde a la estimacion nacional.
Fuente: SIAP con datos del USDA (United States Department of Agriculture)/WASDE (World Agricultural Supply and Demand Estimates)

1.9.1. Produccion de leche en México

Datos recientes sobre el avance mensual del volumen obtenido durante el mes de
diciembre de 2017 fue de 991, 199 miles de litros equivalentes a 1,020,439
toneladas de leche. Esta cantidad es mayor 0.37% que la del mismo mes del afio
pasado (diciembre, 2016) y 0.99% que la del mes anterior (noviembre, 2017)
(LACTODATA, 2017), lo cual se puede ver en la Figura 1.6.
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Figura 1.6 Produccién mensual de leche bovino (LACTODATA, 2017)
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La participacion de las principales entidades federativas en la produccion de leche
bovino, en 2016 y 2017, se muestra en la Figura 1.7, siendo Jalisco el principal
estado productor de leche (LACTODATA, 2017).
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Figura 1.7 Principales estados productores de leche bovino (LACTODATA, 2017)

México posee el quinto lugar en compra de leche (leche en polvo, liquida,
evaporada, condensada, sélidos lacteos, preparaciones y otros) con el 4.7% de las

importaciones globales (SIAP, 2016).
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Figura 1.8 Principales paises importadores de leche (SIAP, 2016)
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1.10 Generalidades de la leche

1.10.1 Definicion de laleche

La leche es la secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenida mediante
uno o mas ordefios sin ningun tipo de adicion o extraccion, destinada al consumo
en forma de leche liquida o elaboracién ulterior (CODEX 206, 1999). Otra definicién
de la leche esta dada por la NOM-243-SSA1-2010, que menciona que la leche es
la secrecion natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas o de cualquier
otra especie animal, excluida del calostro (NOM-243-SSA1-2010, 2010).

La denominacion de leche, sin indicacion de la especie animal de que procede, se
reserva a la leche de vaca. Toda leche que proceda de una hembra lechera, que no
sea la vaca debe designarse por la denominacion “leche” seguida de la especie

animal de la que procede: “leche de cabra”, “leche de oveja” etc (Agudelo, 2005).

La leche es un alimento considerado muy completo, cualidad que se debe a la gran
variedad de nutrientes que la componen y por el excelente equilibrio que existe entre
ellos, lo que determina que los mismos sean de una muy buena biodisponibilidad
para el organismo humano y de esta manera a la leche se le considera un alimento
de alta calidad nutricional (FEPALE, 2011).

1.10.2 Propiedades fisicas y quimicas de la leche

El color blanco de la leche se debe, sobre todo, a una completa dispersiéon del
espectro visible provocada por los glébulos de grasa, pero también por las micelas
de caseina y el fosfato de calcio coloidal. Mientras mas pequefias son estas
particulas mayor es el &rea de dispersién de la luz y, en consecuencia, el producto
se ve mas blanco. La acidez titulable normal se debe a la presencia de los grupos
ionizables de las proteinas, como los carboxilos de los acidos aspartico y glutamico.
El pH es de 6.5 a 6.7 y cualquier cambio a este valor indica una alteracion al
producto (Badui, 2012).

Los principales componente sapidos de la leche son la lactosa y las sales disueltas
gue imparten un sabor dulce y salado respectivamente. En la leche normal
predomina el sabor dulce, mientras que el salado es el mas potente cuando la
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relacion Cl/lactosa es elevada, como ocurre en la leche mastitica. También los

glébulos de grasa contienen componentes del flavor (Walstra, 2001).

1.10.3 Estructura fisicoquimica de la leche

La leche es un sistema bioldgico muy complejo en el que se presentan tres estados
fisicos de dispersion de sus multiples constituyentes: a) la lactosa, asi como las
sales minerales, los cationes, los aniones y las vitaminas hidrosolubles, existen
como una verdadera solucidn; b) las proteinas como las caseinas y las proteina del
suero, forman dispersiones coloidales, y c) las sustancias liposolubles se
encuentran como emulsion. Todos estos estados fisicos de dispersion estan en

equilibrio debido a mecanismos particulares de estabilidad (Badui, 2012).

1.10.4 Composicién quimica

La leche es un fluido biolégicamente complejo que contiene grasa, proteinas,
minerales, vitaminas, enzimas, azUcar y agua. La leche de todos los mamiferos
contiene todos estos componentes, pero su contenido varia ampliamente entre los
rumiantes y la leche de los no rumiantes. La composicion de la leche difiere a
factores genéticos, fisiologicos, nutricionales, frecuencia de ordefio y condiciones

ambientales (Claeys, 2016).

Todos estos factores no solo varian la composicion de la leche de vaca, también
varian su composicion en la leche de cabra y en la leche de oveja. Los componentes
gue forman las leches establecen un sistema fisicoquimico estable de compuestos,
debido a que todos se encuentran en equilibrio y establecen diversos estados de
dispersion (Badui, 2012). En la siguiente Cuadro 1.7 se muestra la composicion de

la leche de vaca.
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Cuadro 1.7 Composicion de la leche de vaca por cada 100 mL (Agudelo, 2005)

Componente Leche de vaca ()
Agua 88
Solidos totales 12.00
Lactosa 4.70
Lipidos 3.40
Proteinas 3.20
Minerales 0.72

A nivel mundial la leche de cabra es consumida principalmente como un producto
fluido sin que medie una transformacion de la misma en otros derivados lacteos,
razon por la cual sus caracteristicas son muy importantes a nivel nutricional. Se ha
estimado que existen mas personas en el mundo que consumen leche de cabra. La
leche de cabra, es al igual que la leche de otros mamiferos, una matriz de
caracteristicas fisicoquimicas muy diversas (Chacon, 2005).La composiciéon de la

leche de cabra se muestra en la Cuadro 1.8.

Cuadro 1.8 Composicion de laleche de cabra por cada 100 mL (Quintana, 2011)

Componente Leche de cabra (g)
Agua 84.79
Sélidos totales 15.21
Lactosa 5.12
Lipidos 6.63
Proteinas 4.60
Minerales 0.89

En cuanto a la leche de oveja, se ha considerado siempre como una leche de

caracteristicas especificas, existiendo amplia variacion entre razas. Generalmente
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la leche de oveja se consume en forma de productos derivados (Suéarez, 2000). La

composicion de la de la leche de oveja se muestra en el Cuadro 1.9.

Cuadro 1.9 Composicién de laleche de borrega por cada 100 mL (Ochoa, 2009)

Leche de borrega

Componente

(9)
Agua 83.11
Sélidos totales 16.89
Lactosa 4.54
Lipidos 5.78
Proteinas 5.26
Minerales 0.92

1.10.4.1 Agua

El agua es la fase dispersante en la cual los glébulos grasos y demas componentes
de mayor tamafio se encuentran emulsionados o suspendidos. Las sustancias
proteicas se encuentran formando un coloide, mientras que la lactosa y las sales se

hallan en forma de solucién verdadera (Agudelo, 2005).

1.10.4.2 Carbohidratos

La lactosa es el carbohidrato mayoritario de la leche. Este azlcar se encuentra en
la leche de casi todos los mamiferos y es caracteristico en este alimento (Walstra,
2001). La concentracion de la lactosa es similar en la leche de caballo, la leche de
burra y en la leche humana, pero es inferior en la leche de los bovinos o de otros
rumiantes (Claeys, 2016).

1.10.4.3 Lipidos

Aproximadamente el 98% de la grasa de la leche es mezcla de triglicéridos. Ademas
en la grasa se hallan otros lipidos disueltos, algunos de ellos en cantidades traza.
La mayor parte de los lipidos polares se encuentran en la membrana del glébulo
graso. Practicamente toda la materia grasa de la leche se encuentra en forma de
glébulos grasos (Walstra, 2001).

28



1.10.4.4 Proteinas

La leche es un buen alimento debido a la alta calidad de sus proteinas y se han
dividido en dos grandes grupos, de acuerdo con su estado de dispersion: las
caseinas que representan el 80% del total, y las proteinas del suero o seroproteinas,
con el 20% restante (Badui, 2012). Las caseinas se organizan en unidades
macromoleculares llamadas micelas, las principales caseinas son la ai-caseina, oe-
caseina, B-caseinay k-caseina, en cuanto a las proteinas del suero estan formadas
por la pB-lactoglobulina, a-lactoalbimina, inmunoglobulinas y albumina sérica
(Claeys, 2016).

La formacion de las micelas de caseina depende de los fenbmenos de interaccion
gue se establecen entre ellas en presencia del ion calcio. La agrupacion de los
residuos polares y de los hidrofébicos en regiones separadas de la secuencia
primaria sugiere la formacién de distintos dominios de naturaleza polar e hidrofébica
gue genera un estructura anfipatica. Se considera que la micela de caseina es una
particula esférica y liéfila constituida por un centro interno e hidrofébico de proteinas

(nucleo) rodeadas por una cobertura anfifilica (corteza) (Ferrandini, 2006).

Cuando la caseina se encuentra en una disolucion, se forman agregados pequefos
esféricos. En estas submicelas, las moléculas se mantienen unidas mediante
enlaces hidrofébicos y puentes salinos. Cada submicela contiene diferentes
moléculas de caseina, pero no todas las submicelas contienen la misma

composiciéon (Walstra, 2001).

1.10.4.5 Vitaminas
La leche contiene vitaminas como la A, D, E, K, Bi1, B2, Bs, Bi2, C, carotenos,
nicotinamida, biotina, acido félico, y su concentracion esta sujeto a varias

oscilaciones (Agudelo, 2005).

1.10.4.6 Enzimas
Las enzimas contenidas en la leche se aprovechan para efectos de inspeccion y
control, ya que muchas de ellas influyen en la calidad de la leche y en el origen de
distintas alteraciones. Las enzimas de la leche carecen de valor desde el punto de
vista alimenticio (Agudelo, 2005).
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1.10.4. 7 Minerales

La leche contiene varias sales de las que destacan los citratos, cloruros,
bicarbonatos y fosfatos de calcio, magnesio, sodio y potasio, los cuales se
encuentran en solucion o formando parte del sistema coloidal de las caseinas.
Aproximadamente el 50% del fésforo total esta esterificado a las fosfoserinas de
las caseinas, y la mayoria de los elementos quimicos estan presentes en forma
ionica en el suero, aunque parte del calcio se asocia con las proteinas. A pesar de
gue el alto contenido de calcio de la leche es superior a la concentracion de
saturacion de una solucién acuosa, esta estabilizado, dado que 70% se encuentra
en forma coloidal, unido a las caseinas mediante el fosfato correspondiente y el

resto se localiza solubilizado en el suero (Badui, 2012).

Las sustancias salinas se determinan generalmente a partir de las cenizas. Aunque
estos datos obtenidos no son muy precisos porque durante la incineracién se
producen pérdidas y cambios de estados de muchos elementos minerales. Algunos
compuestos como los cloruros alcalinos, son parcialmente volatiles. Tampoco estan
incluidos en las cenizas los citratos ni los carbonatos. El azufre y fésforo organico

se transforman en sulfatos y fosfatos (Amiot, 2000).

Casi todas las sales se encuentran en el suero y en las micelas de caseinas y una
cantidad muy pequefia estd unida a los glébulos grasos. La leche contiene fosforo
bajo muchas formas distintas, todo €l se presenta como ortofosfato, pero parte esta
unido a los componentes organicos, bien esterificado a los radicales de serina y
treonina de las caseinas o bien a diversas moléculas mas pequefias, como las

hexosas, el glicerol y a los fosfolipidos (Walstra, 2001).

En cuanto al calcio se encuentra en la leche en equilibrio entre la fase acuosa y
micelar. En la fase acuosa el calcio se encuentra como iones de Ca?* en forma libre
0 asociados en forma de complejos principalmente con fosfato inorganico y citrato
y en menor cantidad con cloro. En la fase micelar el calcio se encuentra en forma

de fosfato de calcio coloidal ligado a las micelas de caseinas (Koutina, 2015).
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1.10.4.7.1 Sales solubles en la fase acuosa

En la fase acuosa, los iones estan libres o asociados en forma de sales. Las
interacciones entre cationes y aniones en la fase acuosa dependen de los valores
de las diferentes constantes de asociacion y de las solubilidades de las sales.
Normalmente el calcio se encuentra en forma idnica y asociado con citrato trivalente
y menor grado con fosfato inorganico y cloro. La solubilidad de la sal de fosfato
calcico es muy baja, y por consiguiente su concentracion en la fraccion acuosa es
muy pequefia. El Na y el K estan presentes principalmente como iones libres y una
pequefia parte de ellos estd asociada con citrato, fésforo inorganico y cloruro para
formar sales (Gaucheron, 2011). El 30 al 35 % del calcio presente en la leche
bovina esta como calcio soluble. A partir de esta fraccion aproximadamente el 70%
esta acomplejado con fosfato, citrato o proteinas del suero, mientras que el 30%
esta como cation libre (Giraudo, 2014).

1.10.4.7.2 Fosfato de calcio micelar

En la fase micelar, la organizacion de los iones es compleja, heterogénea y no esta
bien definida. El fosfato de calcio micelar (MCP) se puede describir como una
mezcla de caseinato de calcio que contiene fosfato organico presente en los
residuos de fosfoserilo de caseina y complejo de fosfato de calcio inorganico
(Gaucheron, 2011).

Ademas del fosfato célcico coloidal también tiene Mg, citrato, Na y K asi como
probablemente pequefias cantidades de otros iones. El fosfato calcico coloidal es
amorfo, puede variar en su composicion y presentar propiedades de intercambio de
iones. Una parte de estos iones se consideran contraiones porque la caseina esta
cargada negativamente y por lo tanto esta asociada con contraiones positivos; entre
ellos se encuentran el K, Na y el Mg y parte del Ca de las micelas. El resto, que es
principalmente calcio y fosfato junto con una pequefia cantidad de Mg y citrato estan
en un estado diferente. La leche se halla sobresaturada con respecto al fosfato

calcico y en consecuencia una parte del mismo no esta disuelto (Walstra, 2001).

El 60-65% del calcio presente en la leche forma un coloide con los fosfatos o

citratos, asociados todos ellos a la micela de caseina. Los fosfatos de calcio forman
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entonces un cluster junto con la micela. Por lo tanto el fosfato de calcio micelar

representa calcio unido a los fosfatos y a los residuos de fosfoseril que contiene las

moléculas de caseinas (Giraudo, 2014).

El fosfato de calcio coloidal es un componente esencial que actlla como un factor

integrante en las micelas de caseinas ya que su eliminacion desintegra a la micela

y genera las submicelas (Aoki, 2006). A continuacion en el Cuadro 1.10 se muestra

la distribucion de los diferentes iones y sales en la leche.

Cuadro 1.10 Distribucion de los diferentes iones en la leche (Modificado Guacheron, 2011)

lones Localizacion Formas de asociacion
Libre, Asociado con citrato
Fase acuosa inorganico, fosfato, cloroy a-
lactoalbuimina
Ca
Asociado con residuos de
Fase micelar fosfoseril, fosfato inorganico
Libre, asociado con citrato
Fase acuosa ; L
inorgénico, fosfato y cloro
Mg . .
Asociado con residuos de
. fosfoseril y fosfato inorganico
Fase micelar y 9
Libre, asociado con aniones
Na Fase acuosa
Libre, asociado con aniones
K Fase acuosa
Esterificado con pequefas
Fase acuosa . " ,
moléculas (nucledtidos, azlcar)
PO . ,
. Esterificado con caseina
Fase micelar .
(fosfoseril)
Fase acuosa
Libre como HzPO4 , HPO?Z,
= asociado con calcio (CaHPOa4)
|
Fase micelar Asociado con calcio y magnesio
Libre, asociado con calcio,
Fase acuosa . . .
magnesio, sodio, potasio
Citrato
. Asociado con calcio
Fase micelar
Cloro Libre, asociado con calcio,

Fase acuosa

magnesio, sodio, potasio

*Po y Pi corresponden a organico e inorganico fosfatos, respectivamente
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1.11 Precipitacion de proteinas

En la precipitacion se concentra el soluto de una solucion convirtiéndolo en sdlido
mediante la accién del agente precipitante. La precipitacion de proteinas y la
subsecuente recuperacién del precipitado, son de las operaciones mas importantes
para la recuperacion y purificacion de proteinas. Las principales proteinas lacteas
gue son afectadas, dada su complejidad, son las caseinas. En general, los agentes
de naturaleza quimica y enzimética ocasionan la coagulacion y precipitacion de las
proteinas, permaneciendo las suero-proteinas en solucion acuosa. Por el contrario
los agentes de naturaleza fisica, ocasionan la formacién de agregados un

decremento en el tamafo de la micela (Zimmermman, 2010)

¢ Método fisico

Centrifugacion La centrifugacion se da por la separacion de sustancias de

diferente densidad mediante un movimiento giratorio. Cuando se utiliza la
centrifugacion la diferencia entre la densidad de los sdlidos y el suero se
incrementa por la accion de las fuerzas centrifugas que se generan por las
altas velocidades de rotacion de los equipos que se emplean y esta basada
en la teoria de sedimentacion (Tejada, 2011).
@ Métodos quimicos

Acidificacién La reduccién del pH de la leche provoca cambios en las
caracteristicas fisicoquimicas en las micelas de caseinas debido a una
desestabilizacion en el complejo de las caseinas. Cuando el pH de la leche
disminuye hasta 4.6 (punto isoeléctrico), se induce la coagulacion de las

caseinas.

En la Figura 1.9 se muestra como se modifica la micela de caseina al adicionarle

acido.
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Figura 1.9 Modificacion de la micela nativa (a) al agregarle acido (c) (Dalgleih, 2012)

Adicién de sales Las sales tienen una influencia muy marcada en la
solubilidad de las proteinas. Las sales modifican la estructura del agua e
influyen en la conformacion de las proteinas mediante interacciones

electrostaticas.

En la siguiente Figura 1.10 se muestra un esquema cuando se agrega sal a las

proteinas.

( Agregado

+ sal = Solucicn
salina que
precipita )

Figura 1.10 Esquema de la precipitacion de proteinas al adicionar una sal (Tejada, 2011)
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¢ Meétodo enzimatico

Renina o quimosina El uso de esta enzima para coagular la caseina es un

proceso tradicional para elaborar quesos. Ocurre en dos fases; la primera las
micelas de caseinas se ven modificadas por una pequefia protedlisis de la k-
caseina. La segunda etapa ocurre cuando el 60-85% de la k-caseina total ya
ha sido hidrolizado, a consecuencia de esto las micelas desestabilizadas se

aglomeran (Zimmermman, 2010).

En la siguiente Figura 1.11 se muestra como la micela de caseina se modifica

cuando se agrega quimosina.

Figura 1.11 Modificacién de la micela nativa (a) al adicionarle quimosina (b) (Dalgleish, 2012)

En la Figura 1.12 se muestra las modificaciones en las micelas de caseinas en

funcion de los diferentes métodos de coagulacion (Gaucheron, 2011)
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Alcalinizacion Enfriamiento
(Destruccion micelar)

Caseinas B-caseina
Agua

Calcio y fosfato ‘ ’ 8 Fosfatod

Protones »

Fosfato de calcio
Caseinas (después de la
precipitacion)

Caseinas individuales 3
Cationes

Acidificacion Tratamientos
térmicos
Desnaturalizacion de

proteinas del suero

it

Fosfato de calcio
K-caseina, péptidos, NHz

Agua
Aniones Caseinas
Agua Fosfato de calcio

Calcioy fosfato  Caseinas  ABU3

inorganico

Adicion de
quelantes

Adicion de cationes bi
o tri-valentes

Adicion de NacCl

Figura 1.12 Modificacion de la micela de caseina por diferentes métodos de coagulacion
(Modificado de Guachernon 2011)

Acidificacidon.- Durante la acidificacion el fosfato de calcio micelar esta disuelto y
las caseinas son liberadas dentro de la fase acuosa. Hasta un pH de 5.2, el calcio
y fosfato inorganico son transferidos a la fase acuosa. Cuando se tiene pH
exactamente de 5.2 una parte del calcio se encuentra aun asociado a las moléculas
de caseinas. Es necesario que el pH disminuya hasta 3.5 para observar la total
solubilizacion de calcio micelar. A este pH tan acido el calcio existe principalmente

como Ca 2* en la fase acuosa.

La diferencia de pH requiere obtener la total solubilizacién del fosfato inorganico
(5.2) y calcio (3.5) y de esta manera se fortalece la hipotesis de que el calcio esta
asociado a las micelas de caseinas junto con el fosfato inorganico y los residuos de
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fosfoserina de las moléculas de caseinas. En la acidificacion los aniones asociados

a los protones como los cloruros, nitratos o sulfatos; permanecen en la fase acuosa.

Estos cambios en el equilibrio de los minerales son irreversibles y el fosfato de calcio
micelar original y las micelas de caseinas no pueden ser reconstruidos después con

la neutralizaciéon en la leche acidificada.

Alcalinizacién.- En la alcalinizacion hay un incremento en la viscosidad de la leche
y disminucion en el color blanco cuando se encuentra entre un pH de 8-10. Cuando
el pH entonces se incrementa, genera modificaciones en el estado de ionizacién del
fosfato inorganico que se encuentra presente en la fase acuosa y también hay
cambios en los grupos aminos de las proteinas. El HPO~24 es transformado a PO =34
el cual tiene una alta afinidad por el calcio.

Por consiguiente el calcio interacciona exclusivamente con los residuos de
fosfoserilo de las micelas de caseinas y son desplazadas hacia PO~34y se forma la
sal de fosfato de calcio que se va a encontrar en la fase acuosa y de esta manera
satura el calcio y fosfato inorganico que se localiza en esta fase provocando la

precipitacion de la sal.

Tratamientos térmicos.- Durante el calentamiento de la leche, ocurren una serie
de reacciones bioquimicas como la desnaturalizacion de las proteinas del suero,
reacciones de Maillard, protedlisis, destruccién de algunas vitaminas y alteraciones
en el equilibrio de los minerales como el fosfato inorganico en la fase acuosa que
se incrementa. Por consiguiente parte del HzPO~4 es transformado HPO =24 el cual
tiene una alta afinidad hacia el calcio y reaccionan para formar la sal de fosfato de
calcio.

Por la tanto en la fase acuosa comienza a super saturarse con esta sal que se formé
y las concentraciones de calcio y fosfato inorganico se reducen en esta fase. Por
otra parte, las moléculas de caseinas pueden desfosforilarse y surgen cambios en
la estructura en el fosfato de calcio micelar, esta fase recién formada no es
claramente aun identificada, pero esta relacionada con la formacion fosfato

cristalino-calcico o hidroxiapatita.
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Enfriamiento.- Inversamente a los tratamientos térmicos, la disociacion del fosfato
inorganico presente en la fase acuosa disminuye cuando la leche se enfria y parte
del HPO~24 es transformado en H2PO ™4 En este caso la solubilidad del fosfato de
calcio incrementa y las concentraciones del calcio y fosfato inorganico aumentan en
la fase acuosa, indicando que parte del fosfato de calcio micelar es transferido a
esta fase. Por otra parte la B-caseina es solubilizada y las micelas de caseinas

llegan a estar mas hidratadas. Estos cambios son reversibles.

Adicion de quelantes.- Se sabe que la adiciéon de quelantes de calcio como citrato,
EDTA, oxalato o resinas de intercambio cationico induce una disminucién de
ligereza, un aumento en la viscosidad y mejora la estabilidad al calor. Todos estos
cambios fisicoquimicos provocan pérdidas en la estructura de la micela.

Estos diferentes tipos de quelantes tienen una alta afinidad por el calcio en la fase
acuosa. Como consecuencia llega a ser menos saturada en fosfato de calcio y el
equilibrio de los minerales es desplazado de la fase micelar a la fase acuosa con
incrementos en el calcio y fosfato inorganico que se encuentran en la fase acuosa.

En efecto estos cambios ocasionan la destruccién de las micelas de caseinas.

Adicion de NaCl.- Altera el equilibrio de los minerales y las interacciones de los
iones de las proteinas, y como consecuencia la leche se hace mas viscosa. Al
mismo tiempo las micelas de caseinas se vuelven mas hidratadas surgiendo
algunos cambios en las interacciones entre las proteinas y el agua, baja el pH e
incrementa las concentraciones de calcio en la fase acuosa y también se observa

la solubilizacion del fosfato inorganico y la -caseina después de la adicién del NaCl.

Adicion de Calcio.- Silas sales de calcio que son afiadidas tienen poca solubilidad
como el fosfato de calcio el equilibrio de los minerales y las micelas de caseinas se
ven modificadas. Pero si las sales de calcio son solubles como el cloruro de calcio
o el lactato de calcio las caracteristicas fisicoquimicas de las micelas tienen cambios

fuertes.
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Por lo tanto, se sugiere que una parte del calcio afiadido reaccione con el fosfato
inorganico que se encuentra en la fase acuosa y da como resultado la formacion del
fosfato de calcio con la liberacion de protones y el pH disminuye; dado que en la
fase acuosa se encuentra saturada por esta sal recién formada el fosfato de calcio

de desplaza hacia las micelas de caseinas.
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2.1 Metodologia

CAPITULO 2.

METODOLOGIA

Recoleccion de
muestras

Humedad

Cenizas

Cuantificacion de
calcio y fésforo

Sélidos totales

Determinacion de

proteina cruda

Seco Humedo
]
|| 1
Calcio y fosforo total PFECIpItaF ion de Calcio y fosforo total
proteinas
TCA al 10% Centrifugacion Citrato de sodio Quimosina

| |

[
Soluble Insoluble
Calcio Fésforo Proteina Calcio Fosforo Proteina

Figura 2.1 Metodologia

2.2 Recoleccion de las muestras

Para la recoleccion de las muestras se us6 de referencia el AOAC 925.20 (1990)

Las leches de diferentes especies como vaca, cabra y borrega, se obtuvieron del

rancho Centro de Enseflanza Practica e Investigacion en Produccion y Salud

Animal CEPIPSA, Topilejo Tlalpan, Ciudad de México. Para las bebidas vegetales

(almendras, soya, coco, arroz, nuez y alpiste) se compraron en una tienda de

autoservicio.

40




2.3 Determinacion de humedad
Para determinar la humedad en las bebidas vegetales y en las leches de diferentes
especies se uso de referencia la NOM-116-SSA1-1994.

2.4 Determinacion de solidos totales
Para obtener el contenido de soélidos totales en las bebidas vegetales y en las leches

de origen animal se utilizo de referencia Trejo, 2015.

2.5 Determinacion de proteina cruda
Para cuantificar el contenido de proteina total, soluble y coloidal en las bebidas

vegetales y en las leches se utilizé de referencia el AOAC 920.15 (1990).

2.6 Digestion en humedo y seco

Para realizar la digestion himeda y seca tanto en las bebidas vegetales como en
las leches de origen animal se usaron de referencia el AOAC 999.10 (1990) y AOAC
999.11 (1990) respectivamente.

2.7Cuantificacion de calcio
Para cuantificar el contenido de calcio total, soluble y coloidal en las bebidas

vegetales y en leches de origen animal se uso de referencia el AOAC 985.35 (1990).

2.8 Cuantificacion de fésforo

Para cuantificar el contenido de fosforo total, soluble y coloidal tanto en las bebidas
vegetales como en las leches de origen animal se utilizé de referencia el AOAC
965.17 (1990).

2.9 Precipitaciéon de proteinas
Para realizar la precipitacion de las proteinas y obtener una fase soluble y coloidal
en las bebidas vegetales y en leches de origen animal se us6 de referencia

Zimmermman, 2010
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Cuantificacion de proteina total
Se realiz6 la cuantificacion de proteina total en las bebidas vegetales y en las

leches. Los resultados se muestran en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1 Contenido de proteina total en leches y bebidas vegetales (g proteina/100 mL)

Almendras Soya  Coco Nuez  Arroz Alpiste Vaca Cabra Borrega

h

Proteina 0.4 23" 02°  04° 012 108 369 39 5.0

total
Reportado

_enla 0.5 28 0.2-07 0407 012- 117 3039 3052 4570
literatura 0.8

Reportado 0.4 2.9 - 0.4 04 2 - - -
en etiqueta '

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%. Las medias seguidas por la misma letra no presentan
diferencia estadisticamente significativa (Tuckey, p<0.05).

Reportado en la literatura: Mifiana, 2015 (Almendras); Albarracin, 2012 (Soya); Bernat, 2014 (Coco, Nuez, Arroz); Medrano,
2013 (Alpiste); Claeys, 2016 (Vaca, Cabra, Borrega). Factor de nitrégeno 6.38 para las leches de diferentes especies y para

las bebidas vegetales 6.25.

En el Cuadro 3.1 se observa que si hay diferencia estadisticamente significativa
entre el contenido de proteina total de todas las bebidas vegetales y las leches, se
puede observar que la cantidad de proteina total fue menor en la bebida vegetal de
arroz, seguida de coco, nuez, almendras, alpiste y finalmente soya. Para las leches
la de borrega es la que tiene mayor contenido de proteina total que la de vaca y

cabra.

De acuerdo con la informacion nutrimental reportada en la etiqueta de las bebidas
vegetales de almendras y nuez como se muestra en el Cuadro 3.1,
experimentalmente se obtuvieron valores iguales a lo reportado; sin embargo para
las bebidas vegetales de soya, coco, arroz y alpiste experimentalmente no se

obtuvieron los datos como se reportan en su etiqueta.

Por otro lado en el Cuadro 3.1 se muestra el contenido de proteina total reportado

en la literatura, en cuanto a las bebidas vegetales de almendras y soya la literatura
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(Mifiana, 2015) (Albarracin, 2012) reporta un contenido de 0.5y 2.8 g proteina/100
mL respectivamente, experimentalmente no se obtuvieron estos valores de acuerdo
a lo reportado, esta diferencia puede ser posible, como lo menciona Hernandez,
2016 que la composicion de las bebidas vegetales depende de varios factores como
la variedad de la legumbre, oleaginosa, cereal o fruto, localizacién geografica,
madurez, método de extraccion y la cantidad de agua incorporada durante el

proceso de extraccion.

Para las bebidas vegetales de coco, nuez, arroz y alpiste comparando con lo que
menciona la literatura (Bernat, 2014) (Medrano, 2013), los valores
experimentalmente que se obtuvieron estan dentro del intervalo reportado como se
puede observar en el Cuadro 3.1. Al comparar las bebidas vegetales es evidente
gue solo la leche de soya tiene un valor mas cercano de proteina de 2.3% con
respecto a la leche de vaca con un contenido de proteina 3.6%, ya que todas las

demas bebidas vegetales tienen contenidos de proteinas muy bajos.

En lo referente a las leches, experimentalmente se obtuvieron valores dentro de los
intervalos reportados de acuerdo a la literatura (Claeys, 2016).

Se muestra tambien en el Cuadro 3.1 que las leches de vaca, cabra y oveja tienen
un mayor contenido de proteina total que las bebidas vegetales. Se sabe que las
proteinas vegetales generalmente son de menor calidad nutricional en comparacion
con las proteinas animales debido a los aminoacidos limitantes (lisina en los
cereales y metionina en las legumbres) (Makinen, 2016). Segun Valles, 2012 la
calidad de una proteina esta definida por la cantidad y proporcién de aminoacidos

para satisfacer las necesidades nutricionales.

Hernandez, 2016 menciona que la proteina de soya contiene casi todos los
aminoacidos esenciales, pero se puede complementar al combinarse con cereales
generando una proteina completa. Esto se puede ver en el Cuadro 3.1, que la
bebida vegetal de soya efectivamente es la bebida que tiene mayor contenido de

proteina comporada con las otras bebidas vegetales. Por lo tanto, con el fin de
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utilizar las bebidas vegetales como sustitutos de la leche de vaca, la fortificacion de

proteina es escencial en su elaboracion (Sethi, 2016).

3.2 Contenido de humedad y sélidos totales
Se realiz6 la determinacion de humedad y solidos totales en las bebidas vegetales

y en las leches, los resultados se muestran a continuacion en el Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2 Contenido de humedad (g agua/100 mL) y sélidos totales (g s6lidos/100 mL) en
bebidas vegetales y leches

Almendras  Soya Coco Nuez  Arroz Alpiste Vaca Cabra Borrega

Humedad 95.10 92.07 9466 97.64 90.12 91.26 85.20 84.26 79.75

Sélidos

4.00 7.00 4.00 1.60 9.30 7.60 13.60 15.00 19.30
totales

Los valores corresponden al promedio con un CV <5%.

En el Cuadro 3.2 se muestra el contenido de humedad de todas las muestras y se
observa que en todas las bebidas vegetales tienen una humedad arriba del 90% lo
gue indica que tienen un bajo porcentaje en sus solidos totales, en cambio para las
leches, su porcentaje de humedad es menor al 90% y su contenido de solidos es

mayor.

Sanz, 2003 menciona que la leche de borrega se caracteriza porque tiene un alto
contenido de solidos, lo que le confiere frente a la leche de vaca y cabra una mejor
calidad en cuanto a la cantidad de sus nutrimentos. Por lo tanto al tener las bebidas
vegetales un menor contenido de soélidos totales con respecto a las leches, las
bebidas vegetales son de menor calidad en cuanto a sus nutrimentos comparadas

con las leches.

3.3 Cuantificacién de cenizas
A continuacién en el Cuadro 3.3 se muestra el contenido de cenizas en las bebidas

vegetales y en las leches.
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Cuadro 3.3 Contenido de cenizas en bebidas vegetales y en leches (g de cenizas/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca Cabra Borrega

Cenizas 022° 0429 0429 o065° 028 010* o068 0819 004"

Reportado 0.70-  0.70- 0.80-

en la 0.33 027 072 020 030 035
literatura ' ' '

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%. Las medias seguidas por la misma letra no presentan
diferencia estadisticamente significativa (Tuckey, p<0.05)

Reportado en la literatura: Dyner, 2015 (Almendras), Valles, 2012 (Soya), Hernandez, 2016 (Coco), Codina-Torella, 2017
(Nuez), Trejo, 2015 (Arroz), Medrano, 2013 (Alpiste) Claeys, 2016 (Vaca, Cabra, Borrega)

En el Cuadro 3.3 se observa que si existe diferencia estadisticamente significativa
en el contenido de cenizas en casi todas las muestras, pero no hay diferencia
estadisticamente significativa en las bebidas vegetales de soya y coco. También se
presenta en el Cuadro 3.3 el contenido de cenizas de las bebidas vegetales
reportadas en la literatura, experimentalmente no se obtuvieron los valores como
lo reporta la literatura, esta diferencia se debe al proceso de elaboracion de cada
bebida vegetal. Por otro parte se muestra el contenido de cenizas reportado en la

literatura de las leches (Claeys, 2016).

Se muestra que en la leche de cabra y oveja experimentalmente se obtuvieron
valores de 0.816 y 0.945 g ceniza/100 mL respectivamente, y se encuentran dentro
del intervalo reportado en la literatura, con respecto a la leche de vaca
experimentalmente se obtuvo un valor de 0.684 g ceniza/100 mL y de acuerdo con
la literatura este dato no coincide; esta diferencia se debe a que las concentraciones
de los minerales no son constantes si no que varian principalmente de acuerdo a
dos tipos de factores, aquellos relacionados con la secrecion de la glandula mamaria
como el estado de lactacion, las especies de los animales y el estado de salud, y el

segundo factor como es la temporada y el medio ambiente (Sola-Larrafiaga, 2009).

Ahora comparando el contenido de cenizas de las bebidas vegetales con respecto
a las leches de las diferentes especies, la concentracién de cenizas de casi todas

las bebidas vegetales esta muy por debajo en comparacion, la Unica bebida vegetal
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gue obtuvo un contenido de cenizas un poco cercano a la leche de vaca fue la
bebida vegetal de nuez; esta baja concentracidbn de cenizas en las bebidas
vegetales se debe a que no fueron fortificadas con las concentraciones de minerales
adecuadas para alcanzar las concentraciones de cenizas como en las leches de

origen animal.
3.4 Comparacién de métodos de digestion: humedo y seco

3.4.1 Comparacion de calcio total en bebidas vegetales y en leches, por dos
métodos de digestion humedo y seco

A continuacion en la Figura 3.1 se muestra la comparacion del contenido de calcio
total por los dos métodos de digestion hiumedo y seco en las bebidas vegetales y
leches.

180.000
160.000 -
140.000
120.000 + -
100.000 -
80.000
60.000 +
40.000 = = = . =
20.000 +

0.000 B
Almendra Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca Cabra Borrega

Himedo = 41.534 41.720 55.490 50.242 48.269 3.274 108.119 = 121.975 | 154.673
Seco 40.173 38.291 55.490 49.020 44.4027 2.424 104.490 @ 119.392 = 150.258

Concentracion de calcio total (mg Ca/100 mL)

Bebidas vegetales y leches de origen animal

Barras con 4 presentan diferencia estadisticamente significativa

Figura 3.1 Contenido de calcio total por dos métodos de digestién himedo y seco en
bebidas vegetales y leches (mg Ca/100 mL)

Se observa en la Figura 3.1 que si hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de calcio total por ambos métodos de digestiéon humedo y seco en las
bebidas vegetales de soya, arroz y alpiste y en la leche de vaca y borrega
obteniendo un mayor contenido de calcio total por la digestion himeda, también se
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muestra que no hay diferencia estadisticamente significativa en el contenido de
calcio total por ambos métodos de digestion, en las bebidas vegetales de
almendras, coco y nuez y en la leche de cabra pero de igual manera se obtuvo una
concentracion de calcio total mayor por la via himeda, excepto en la bebida vegetal
de coco que se obtuvo la misma concentracion de calcio total por ambos métodos

de digestion.

En cuanto a la diferencia que hay entre el contenido de calcio total por ambos
métodos de digestion, Mendoza, 2014 cita que al cuantificar el calcio en sus
muestras de foliares de cafia de azucar, no hubo diferencia estadisticamente
significativa atribuidas a los dos métodos de digestién (himedo y seco) utilizados.
Sanchez, 2014 de igual manera hace la comparaciéon de métodos de digestion por
la via himeda y seca para cuantificar el calcio en muestras de hojas de Moringa
oleifera y encontr6 que no existe diferencia significativa por ambos métodos de
digestién. Lo que mencionan estos dos autores coincide un poco con lo que se
obtuvo experimentalmente, porque no en todas las muestras hubo diferencia
significativa como se muestra en la Figura 3.1, por lo tanto para las muestras que
no tuvieron diferencia estadisticamente significativa podria emplearse cualquiera de

los dos métodos de digestion.

3.4.2 Comparacién de fésforo total en bebidas vegetales y en leches, por los
dos métodos de digestion humedo y seco

En la Figura 3.2 se observa la comparacién de fosforo total por ambos métodos de

digestion humedo y seco en las bebidas vegetales y en leches de origen animal.
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Figura 3.2 Contenido de fésforo total por dos métodos de digestién himedo y seco en
bebidas vegetales y leches de origen animal (mg P/100 ml)

Se muestra en la Figura 3.2 que si hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de fosforo total en las bebidas vegetas y en las leches por los dos
métodos de digestion humedo y seco, obteniendo una concentracion mayor de

fésforo total en todas las muestras por la via hUmeda.

De acuerdo con Mendoza, 2014 el procedimiento de digestion humeda produce
excelentes resultados, y esto se puede comprobar en las Figuras 3.1 y 3.2 donde
se observa que se logré cuantificar un mayor contenido de calcio y fésforo total
respectivamente por la via himeda, sin embargo en este mismo trabajo comenta
gue el método por la via seca sigue siendo favorable cuando la digestiéon se realiza
para elementos no volatiles, ya que se pueden procesar una gran cantidad de

muestras y las cenizas pueden disolverse en pequefios volimenes.

Martinez, 2002 hace la comparacion entre las dos vias de digestion himedo y seco
para determinar el contenido de fésforo en una muestra foliar de pimiento y

menciona que la metodologia mas adecuada para oxidar la materia organica cuando
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se quiere determinar fésforo es la digestibn hiumeda, ya que la temperatura no
supera los 340°C, a partir de la cual pequefias cantidades del elemento antes
mencionado se pierde por volatilizacién; esto se puede comprobar porque se
obtuvo menor contenido de fésforo total por la via seca como se muestra en la
Figura 3.2 ya que pequefias cantidades de fosforo se volatilizaron en la mufla a
500°C.

Por otro lado Nollet, 1996 menciona que una desventaja de usar la digestion seca
es porgue tiene poca utilidad para el analisis de elementos como Hg, As, P y Se por
lo tanto concuerda con los resultados obtenidos con respecto al fésforo en todas las

muestras.

Mendoza, 2014 realiz6 una comparacion entre el método de digestion humedo y
seco para cuantificar fosforo y encontré que hay diferencia significativa entre sus
muestras de foliares de cafia de azucar y explica que esto se debe a que cuando
se utiliza la deteccion colorimétrica, esto puede derivarse de la diferencia en
coloracion que presentan las muestras por ambos métodos de digestion, los cuales
son incoloras cuando se realiza la digestion seca obteniendo un mayor contenido
de fosforo por la via himeda. Los resultados obtenidos en la Figura 3.2 concuerdan
con lo que menciona Mendoza, 2014 porque cuando se hicieron las digestiones
humedas la mayoria de las soluciones madres tenian una coloracién amarilla en
comparacion con las soluciones madres de la via seca que eran incoloras, por lo
tanto cuando se agregoé el reactivo de molibdo-vanadato a las soluciones madres
para leer el fésforo, las soluciones madres por la via hUmeda tenian mayor color
gue las soluciones por la via seca y por lo tanto se cuantifico un mayor contenido

de fésforo total por la via humeda.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se logré6 una mayor concentracion de
calcio y fosforo total por la via himeda y se tomaron estos datos para el andlisis de
resultados y todas las digestiones que se hicieron posteriormente sélo se realizaron

por el método de digestion humeda.
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3.5 Cuantificacion de calcio y fosforo total por la via himeda en bebidas
vegetales

3.5.1. Cuantificacién de calcio total por la via himeda en bebidas vegetales
En el Cuadro 3.4 se muestra el contenido de calcio total por la via humeda en las

bebidas vegetales.

Cuadro 3.4 Contenido de calcio total en bebidas vegetales (mg Ca/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste

Calciototal 415342  41.720° 554909  50242¢  48.269°€ 3.274 2

Reportado
en la 42.000 40.000 18.000 17.000 42.000 50.000
literatura

Los valores corresponden al promedio con un CV <5%. Las medias seguidas por la misma letra no presentan diferencia

estadisticamente significativa (Tuckey, p<0.05).
Reportado en la literatura: USDA, 2015 (Almendras, Soya, Coco, Nuez, Arroz); Medrano, 2013 (Alpiste)

Como se puede observar en el Cuadro 3.4 hay diferencia estadisticamente
significativa en el contenido de calcio total en las bebidas vegetales de coco y
alpiste, pero no hay diferencia estadisticamente significativa entre las bebidas
vegetales de nuez y arroz ni tampoco entre las bebidas vegetales de almendras y
soya. Por otro lado se observa que la bebida vegetal con menor concentraciéon de
calcio total es la bebida vegetal de alpiste, seguida de almendras, soya, arroz, nuez

y finalmente coco.

Segun con la informacion nutrimental reportada en la etiqueta de las bebidas
vegetales de almendras, soya, coco y arroz tienen un contenido de calcio de 123.75
mg Ca/100 mL comparando este valor con lo que se obtuvo experimentalmente,
como se muestra en el Cuadro 3.4, se obtuvieron valores que no coinciden con lo
reportado en su etiqueta; en cuanto a la bebida vegetal de nuez en su etiqueta
menciona que tiene 168.75 mg Ca/100 mL y experimentalmente tampoco se obtuvo
el valor reportado y por ultimo en la bebida vegetal de alpiste en su etiqueta no se

reporta la cantidad de calcio.
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Por otro lado en el Cuadro 3.4 se observa el contenido de calcio total reportado en
la literatura (USDA, 2015) (Medrano, 2013), las bebidas vegetales de almendras,
soya y arroz experimentalmente obtuvieron un contenido de calcio total de 41.534,
41.720y 48.269 mg Ca/100 mL respectivamente; comparando estos resultados con
lo que reporta la literatura (Cuadro 3.4) se obtuvieron valores muy cercanos a lo
reportado, sin embargo para las bebidas vegetales de coco, nuez y alpiste se
cuantifico un calcio total de 55.490, 50.242 y 3.274 mg Ca/100 mL respectivamente
y de acuerdo a la literatura experimentalmente no se obtuvieron los valores
reportados en la literatura; esta diferencia puede ser asociada a la composicién de
las bebidas vegetales que dependen de varios factores como variedad de la
legumbre, oleaginosa, cereal o fruto, localizacion geografica, madurez, método de
extraccion y la cantidad de agua incorporada durante el proceso de extraccion
(Hernandez, 2016).

3.5.2 Cuantificacion de fosforo total por la via himeda en bebidas vegetales
A continuacion se muestra en el Cuadro 3.5 el contenido de fosforo total por la via

hiumeda en las bebidas vegetales.

Cuadro 3.5 Contenido de fésforo total en bebidas vegetales (mg P/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste
Fosforo
ol 25325°  20800° 483229  10382°¢ 20000 = 32747
Reportado
en la 42.000 40.000 18.000 17.000 42.000 50.000
literatura

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%. Las medias seguidas por la misma letra no presentan
diferencia estadisticamente significativa (Tuckey, p<0.05)

Reportado en la literatura: USDA, 2015 (Almendras, Soya, Coco, Nuez, Arroz)

En el Cuadro 3.5 se observa que si existe diferencia estadisticamente significativa
en el contenido de fosforo total en todas las bebidas vegetales, por otra parte se
muestra que la bebida vegetal que contiene menor concentracion de fésforo total es
la de nuez, en seguida la de alpiste, después la de arroz, almendras, soya y
finalmente coco. También en el Cuadro 3.5 se muestra el contenido de fésforo total
reportado en la literatura (USDA, 2015); comparando los valores experimentales
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con lo que menciona la literatura, en todas las muestras experimentalmente no se
obtuvieron los valores reportados y para la bebida de alpiste no se encontré el
contenido de fosforo total en la literatura, esta diferencia entre el contenido de
fésforo total que se obtuvo experimentalmente y el reportado en la literatura se debe
a la composicion quimica de las bebidas vegetales y a varios factores como ya se
mencionaron antes (Hernandez, 2016). Los contenidos nutricionales de estos
productos a base de plantas dependen de la fuente, de los métodos de elaboracion

y de la fortificacion de estos productos (Singhal, 2017).

3.6 Cuantificaciéon de calcio y fosforo total por la via himeda en leches de
diferentes especies como vaca, cabray borrega

3.6.1 Cuantificacion de calcio total por la via hUmeda en leches
A continuacion en el Cuadro 3.6 se muestra el contenido de calcio total por la via

humeda en la leche de vaca, cabray borrega.

Cuadro 3.6 Contenido de calcio total en leches (mg Ca/100 mL)

Vaca Cabra Borrega

Calcio total 108.1192 121.975° 165.673 ¢
Reportado en la

122.000 134.000 196.900

literatura

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%. Las medias seguidas por la misma letra no presentan
diferencia estadisticamente significativa (Tuckey, p<0.05)
Reportado en la literatura: Claeys, 2016 (Vaca, Cabra, Borrega)

En el Cuadro 3.6 se muestra que si hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de calcio total en todas las muestras de leches, obteniendo una mayor
concentracion de calcio total en la leche de borrega, seguida de la leche de cabra 'y

por ultimo la leche de vaca.

Comparando la concentracion de calcio total que se obtuvo experimental que fue de
108.119, 121.975 y 154.673 mg Ca/100 mL en la leche de vaca, cabra y borrega
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respectivamente y comparar estos resultados con lo que menciona la literatura que
es de 122, 134 y 196.9 mg Ca/100 mL para la leche de vaca, cabra y borrega
respetivamente (Claeys, 2016) no se obtuvieron los valores reportados en la
literatura, esta diferencia sobre el contenido de calcio total se debe a varios factores
como son la raza, el tipo de alimentacion, el medio ambiente, la edad del animal,

estado de lactacion entre otros (Agudelo, 2005).

3.6.2 Cuantificacién de fésforo tota por la via himeda en leches
A continuacion en el Cuadro 3.7 se muestra el contenido de fésforo total por la via

hameda para la leche de vaca, cabra y borrega.

Cuadro 3.7 Contenido de fésforo total en leches (mg P/100 mL)

Vaca Cabra Borrega
Fosforo total 81.444 ¢ 97.759 P 136.60
Reportado en la 119.000 121.000 152.300

literatura

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%. Las medias seguidas por la misma letra no presentan
diferencia estadisticamente significativa (Tuckey, p<0.05)

Reportado en la literatura: Claeys, 2016 (Vaca, Cabra, Borrega)

En el Cuadro 3.7 se observa que si hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de fosforo total en todas las leches, obteniendo una menor
concentracion en la leche de vaca, seguida de cabra y por ultimo la de borrega. Por
otro lado, se muestra el contenido de fésforo total reportado en la literatura (Claeys,
2016), donde los valores que se obtuvieron experimentalmente fueron de 81.444,
97.750y 136.600 mg P/100 mL en leche de vaca, cabra y borrega respectivamente,
valores que no se parecen a lo reportado en la literatura como se observa en el
Cuadro 3.7; esta diferencia se debe a varios factores que ya se explicaron
anteriormente (Agudelo, 2005).

De acuerdo con la literatura, la composicidon mineral de la leche de las distintas
especies se presenta como uno de los aspectos mas caracteristicos o especificos
de las mismas, sirviendo por lo tanto para identificarlas (Sanz, 2003).
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Comparando el contenido de calcio y fosforo total de las bebidas vegetales (Cuadros
3.4y 3.5), con respecto al contenido de calcio y fésforo total de las leches (Cuadros
3.6 y 3.7); las bebidas vegetales tienen un bajo contenido de estos minerales con
respecto a las leches. Singhal, 2017 argumenta que la mayoria de las bebidas no
lacteas estan fortificadas con calcio, sin embargo la adicién de calcio a un producto
no garantiza la equivalencia nutricional con otros productos que contienen
cantidades similares de calcio, porque la biodisponibilidad del calcio varia
significativamente en las bebidas fortificadas, en cambio en la leche de vaca y la de

otros mamiferos tienen un alto contenido de calcio y altamente biodisponible.

Sefiala Sethi, 2016 que las bebidas vegetales no se consideran sustitutos a la leche
de vaca porque nutricionalmente no son comparables o equivalentes a la leche de
vaca, por lo tanto con el fin de utilizar las bebidas vegetales como sustitutos de la
leche de vaca, es indispensable la fortificacion de vitaminas y minerales. También
los tratamientos del procesamiento para la elaboracion de las bebidas vegetales
tales como descamacion, blanqueo, trituracién en caliente y la UHT etc podrian

causar la perdida de nutrientes, especialmente de vitaminas y minerales.

Se sabe que las leches se caracterizan porque son una buena fuente por el
contenido y alta biodisponibilidad del calcio; y que las bebidas vegetales necesitan
ser fortificadas con fuentes de calcio para alcanzar la concentracion de calcio que
tiene la leche, sin embargo Farré, 2015 indica que en las bebidas vegetales cuando
se fortifican con carbonato calcico proporcionan una absorcion de calcio similar al
de la leche y cuando se fortifican con fosfato tricélcico la absorcién del calcio es

menor.

Revisando los ingredientes de las bebidas vegetales de almendras, coco y arroz su
fuente de calcio para fortificarlas fue fosfato tricalcico lo que les confiere menor
absorcién de calcio al consumirlas; en cuanto a las bebidas vegetales de soya y

nuez fueron fortificadas con carbonato célcico y por lo tanto al consumirlas la
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absorcion del calcio es mayor que las anteriores bebidas vegetales y para la bebida

vegetal de alpiste en sus ingredientes no menciona la fuente de calcio.

Por lo tanto estas bebidas vegetales que fueron utilizadas, se puede decir que no
fueron fortificadas con la cantidad necesaria de calcio y fésforo para alcanzar los
niveles de concentracion de calcio y fosforo como en las leches o puede ser que en
estas bebidas vegetal tal vez en su proceso de elaboracién hubo pérdidas de estos
minerales de calcio y fésforo y de esta manera las bebidas vegetales tienen menor

concentracion de estos minerales con respecto a las leches.

Se sabe que en la leche de vaca, cabra y oveja el fosfato de calcio coloidal reticula
a las caseinas junto con otros minerales en cantidades pequefias como Mg, Na, K
y citrato (Park, 2007); y que la caseina es la proteina mas caracteristica de la leche
por no encontrarse en otros alimentos (Agudelo, 2005), por esta razéon las

proteinas de las bebidas vegetales no son caseinas.

A continuacion se hizo la precipitacion de las proteinas vegetales asi como de las
proteinas animales tanto en las bebidas vegetales como en las leches
respectivamente; por medio de un método fisico (centrifugacion), dos métodos
guimicos (acidificacién y sales) y un método enzimatico (quimosina), con el
proposito de observar si los minerales de calcio y fosforo en las bebidas vegetales
estan ligados a sus proteinas como en las leches. Se usé la leche de vaca como
referencia porque es la leche mas consumida comparada con las otras leches

(cabra y borrega).
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3.7 Precipitacion de proteinas en las bebidas vegetales y en leche de vaca con
TCA al 10%

3.7.1 Concentracion de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y concentracidon de calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)
usando TCA al 10%

En el presente Cuadro 3.8 se muestra el contenido de calcio soluble y coloidal de

las muestras.

Cuadro 3.8 Contenido de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y calcio
soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca
Calcio
Coloio'lal 1.426%°  0.735%8  1.745%F  1.920%F 1.134%¢ 04979  2.026%C
Calcio 88 5B BE 5D e sa Py
soluble 41.010 41.375 52.760 48.115 46.496 2.323 104.062
Calcio
total 41.534 41.720 55.490 50.242 48.269 3.274 108.119

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV<5%.

Las medias seguidas por la misma letra o-f no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacién por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A- G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.8 se muestra que si existe diferencia estadisticamente significativa
entre el contenido de calcio coloidal entre todas las muestras, mientras no existe
diferencia estadisticamente significativa en la concentracién de calcio soluble entre
almendras y soya pero si hay diferencia estadisticamente significativa en el

contenido de calcio soluble en el resto de las muestras.

Por otro lado también se muestra en el Cuadro 3.8 que hay diferencia
estadisticamente significativa entre el contenido de calcio soluble y coloidal en todas
las muestras; se observa que al precipitar las proteinas de las bebidas vegetales
con TCA?® al 10%, la mayoria de la concentracion de calcio total se encuentra en la

fase soluble mientras que en la fase coloidal la concentracion de calcio es muy

5 TCA.- Acido Tricloroacético
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baja; por otro lado también se muestra que en la leche de vaca, de la misma manera
gue en las bebidas vegetales, se tiene mayor concentracion de calcio soluble que

calcio coloidal.

La literatura (Fennema, 2000) reporta que la leche de vaca tiene un contenido de
calcio soluble de 33 mg Ca/100 mL y un contenido de calcio coloidal de 67 mg
Ca/100 mL por lo tanto la concentracion de calcio coloidal es mayor que en la fase
soluble; experimentalmente en la leche de vaca se obtuvo una concentracién mayor
en la parte soluble que en la fase coloidal, es decir se obtuvieron datos
experimentales al revés de acuerdo con la literatura. Tomando en cuenta los valores
de referencia de la leche de vaca que reporta la literatura y compararlos con los
datos que se obtuvieron experimentalmente tanto de las bebidas vegetales como
en la leche de vaca no coinciden con lo reportado que es tener mayor concentracion

de calcio en la fase coloidal que en la fase soluble.

3.7.2 Concentracion de fosforo soluble y ligado a proteina (mg P/100 mL) en
bebidas vegetales y fosforo soluble y coloidal en leche de vaca usando TCA
al 10%

A continuacion en el Cuadro 3.9 se muestra el contenido de fésforo soluble y coloidal

de las muestras.

Cuadro 3.9 Contenido de fésforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y fésforo
soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca
Fosforo
, 3.961%P 58854 f 9573%F  2878%8  31119¢ 2616%" 13.815%C
coloidal
Fosforo
2125670 23.0028F 37.7548F 76767* 17.013%¢ 024888 67.5814C
soluble
Fosforo
| 25.325 29.800 48.322 10.382 20.901 12.773 81.444
tota

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra a-f no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A- G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacién por renglén
(Tuckey, p < 0.05).
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En el Cuadro 3.9 se muestra que si existe diferencia estadisticamente significativa
en el contenido de fosforo coloidal entre todas las muestras, al igual existe
diferencia estadisticamente significativa en el contenido de fésforo soluble entre

todas las muestras.

También se observa que hay diferencia estadisticamente significativa entre el
contenido de fésforo soluble y coloidal en todas las muestras; por otro lado también
se muestra que la mayoria de la concentracion del fosforo total en las bebidas
vegetales se encuentra en la fase soluble que en la fase coloidal. Esta misma
tendencia se observo en la leche de vaca obteniendo un mayor contenido de fésforo

soluble que fosforo coloidal.

La literatura (Fennema, 2000) menciona que la leche de vaca tiene un contenido de
fésforo soluble de 45 mg P/100 mL y de fosforo coloidal tiene 55 mg P/100 mL,
comparando estos valores con lo que se obtuvo experimentalmente en la leche de
vaca se obtuvieron datos al revés, obteniendo un mayor contenido de fosforo soluble
con respecto al fésforo coloidal como se muestra en el Cuadro 3.9. Tomando los
datos de referencia de la literatura de la leche de vaca y compararlos con los valores
gue se obtuvieron en las bebidas vegetales no coinciden con lo de literatura de tener

mayor contenido de fésforo coloidal que en la fase soluble.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se sabe que durante la coagulacion
inducida por acido en la leche de vaca los cambios se producen no sélo en la
superficie de la micela, sino también en su estructura interna. La acidificacién de pH
6.6 a 5.3 causa la liberacion progresiva de iones fosfato célcico, magnesio y citrato
desde el interior de las micelas ocasionando la pérdida de los nanoclusters de
fosfato de calcio coloidal. Todo el fosfato inorganico se solubiliza cuando se alcanza
el pH de 5.2 y la mayoria de los iones de calcio restantes se solubilizan cuando se
alcanza el pH de 4.6 que es el punto isoeléctrico de la caseina (Dalgleish, 2012).

Walstra, 2001 argumenta que el fosfato coloidal se va disolviendo cuando se lleva
a cabo la acidificacion en la leche y la disolucién se completa a pH de 5.25. La
eliminacién de todo el calcio requiere un pH todavia mas bajo, inferior al pH

isoeléctrico de la caseina. Al descender mas el pH, la carga negativa de la caseina
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aumenta mas por la disociacion de los iones calcio y, eventualmente, disminuye de
nuevo debido a la asociacion con los iones H*. A un pH todavia mas bajo, la caseina
adquiere una carga positiva. Ademas el descenso de pH produce inicialmente un
hinchamiento de las micelas y después un considerable encogimiento. Por otro lado
Anema, 2009 menciona que a un pH por debajo del pH natural de la leche el

fosfato calcico coloidal se solubiliza.

Por eso en la leche de vaca experimentalmente se obtuvieron valores mas altos de
calcio y fosforo en la fase soluble que en la fase coloidal, debido a que las micelas
de caseina se desmineralizaron solubilizdndose la mayoria de los minerales,
especialmente el fosfato célcico coloidal de las caseinas en la fase soluble; en
cuanto a las bebidas vegetales ocurrié lo mismo que en la leche de vaca, porque
las proteinas vegetales tienen su punto isoeléctrico inferior a 5 (Makinen, 2016) y
cuando se precipitaron sus proteinas con TCA® al 10%, el calcio y fésforo que estan
“asociados a las proteinas” se solubilizaron en la fase acuosa y de esta manera

ocasiond que las proteinas vegetales se desmineralizaran al igual que las caseinas.

3.7.3 Cuantificacion de proteina soluble y proteina ligada a minerales en
bebidas vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g
proteina/100 mL) usando TCA al 10%

En el Cuadro 3.10 se muestra el contenido de proteina soluble, coloidal, total y la

relacién de caseina/suero de las bebidas vegetales y de leche de vaca.

6 TCA.- Acido Tricloroacetico

59



Cuadro 3.10 Contenido de proteina soluble y proteina ligada a Cay P en bebidas vegetales y
proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca

Proteina coloidal ~ 0.3227°  1.094#F 0.143%8 0.218%¢ 00832 0904°F 3.310°C

Proteina soluble  0.095%¢  0.181%F 0.005%¢ 0.150%F 0.038%* 0.101%P 0.086%8

Proteina total 0.420 2.259 0.239 0.390 0.131 1.035 3.594

Relacion
3.300 11.00 1.500 1.400 2.100 8.900 38.500
coloidal/soluble

Los valores corresponden al promedio de triplicados + su desviacién estandar con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra a.-p no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A- G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.10 se muestra que si existe diferencia estadisticamente significativa
en el contenido de proteina coloidal entre todas las muestras, mientras no existe
diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de proteina soluble
entre almendras y coco pero si hay diferencia estadisticamente significativa en el

contenido de proteina soluble en el resto de las muestras.

También se observa en el Cuadro 3.10 que si existe diferencia estadisticamente
significativa entre la proteina coloidal y la proteina soluble en todas las muestras.
Cuando se utiliz6 TCA 7al 10% para precipitar las proteinas tanto de las bebidas
vegetales como en la leche de vaca, se observa que se logré separar las proteinas
“‘ligadas al Ca y P” en las bebidas vegetales y la proteina coloidal en la leche de
vaca del suero, obteniendo un mayor contenido de proteina coloidal que proteina
soluble en todas las muestras. Estos resultados concuerdan con lo que menciona
la literatura, que dice que en la leche de vaca se tiene 80% de caseina y 20% de
seroproteina y que la relacion de caseina/suero es de 4.7 (Gaspard, 2017),

experimentalmente si se obtuvo mas proteina coloidal que proteina soluble en todas

7 TCA.- Acido Tricloroacetico
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las muestras, sin embargo experimentalmente en la leche de vaca se obtuvo un
resultado de caseina/suero muy elevado; en cuanto a las bebidas vegetales
tomando como referencia este valor de 4.7 ninguna muestra se asemeja a este
valor.

3.8 Precipitacion de proteinas en las bebidas vegetales y en leche de vaca
aplicando fuerza mecanica

3.8.1 Concentracion de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y concentracion de calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)
usando fuerza mecéanica

A continuacion en el Cuadro 3.11 se muestra el contenido de calcio soluble y

coloidal de las muestras.

Cuadro 311 Contenido de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y calcio
soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca
Calcio BD BE BF BG BC BA aB
coloidal 34.672 36.938 37.029 40.870 26.344 2.569 15.554
Calcio
soluble 4.534%8B 5.984%¢  17.199%F  10.089%° 19.868%F  1.049%*  89.3085°
Calcio
total 41.534 41.720 55.490 50.242 48.269 3.274 108.119

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra a-p no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A- G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.11 se muestra que si existe diferencia estadisticamente significativa
en el contenido de calcio coloidal entre todas las muestras, también hay diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de calcio soluble entre todas las

muestras.

Por otra parte también se observa en el Cuadro 3.11 hay diferencia
estadisticamente significativa entre el calcio coloidal y soluble de todas las
muestras. Aplicando el método fisico de centrifugacion en las bebidas vegetales, el
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contenido de calcio es mayor en la fase coloidal con respecto a la fase soluble,
comparando estos resultados y tomando en cuenta los valores de referencia de la
leche vaca que se reportan en la literatura (Fennema, 2000) que son calcio soluble
de 33 mg Ca/100 ml y calcio coloidal de 67 mg Ca/100 mL; las bebidas vegetales
concuerdan en tener un mayor contenido de calcio coloidal que calcio soluble; sin
embargo para la leche de vaca experimentalmente se volvieron a obtener resultados
al revés, es decir se obtuvo mayor contenido de calcio soluble que calcio coloidal y

por lo tanto no concuerdan estos datos antes mencionados en la literatura.

3.8.2 Concentracion de fosforo soluble y ligado a proteina en bebidas
vegetales y fosforo soluble y coloidal en leche de vaca (mg P/100 mL) usando
fuerza mecanica

A continuacién en el Cuadro 3.12 se muestra el contenido de fosforo soluble y

coloidal de las muestras.

Cuadro 3.12 Contenido de fésforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y fésforo
soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca
Fésforo
, 22.390°F  19.6318F 252077° 6.025P8 16.3048° 9.704°C  2.616%4
coloidal
Fésforo
2.099%4 10.108%F  22.695%F 24228 3666%°  3.046%C 78.5385C
soluble
Fésforo
otal 25.325 29.800 48.322 10.382 20.901 12.773 81.444
otal

Los valores corresponden al promedio de triplicados + su desviacién estandar con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra a.- no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacién por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.12 se muestra que hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de fésforo coloidal entre todas las muestras, también hay diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de fésforo soluble entre todas las

muestras.
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También se muestra que si existe diferencia estadisticamente significativa entre la
concentracion de fosforo coloidal y soluble en todas las muestras; en las bebidas
vegetales se obtuvo un mayor contenido de fésforo coloidal que fésforo soluble.
Tomando de nuevo los valores de referencia de la leche de vaca reportados en la
literatura de fosforo soluble de 45 mg P/100 mL y de fosforo coloidal tiene 55 mg
P/100 mL (Fennema, 2000), estos datos coinciden con los valores experimentales
de las bebidas vegetales donde se obtuvo un mayor contenido de fésforo en la parte
coloidal que en la parte soluble; sin embargo en la leche de vaca
experimentalmente se obtuvo mayor concentracion de fésforo soluble con respecto

al fésforo coloidal y esto no concuerda con lo que dice la literatura.

De acuerdo con los resultados obtenidos al aplicar el método fisico de centrifugacion
en las bebidas vegetales, se observo que es un método que si sirve para poder
cuantificar calcio y fosforo en la parte ligada a proteina porque los resultados
coinciden con lo que dice la literatura que es tener mayor concentracion de calcio
y fosforo en la parte coloidal, pero para la leche de vaca no es un buen método ya
gue se obtuvo un mayor contenido de calcio y fosforo soluble que al igual cuando

se acidifico la leche.

Makinen, 2016 afirma que entre el 82-89% del calcio de las bebidas vegetales de
soya y arroz es separable por centrifugacion mientras que en la leche de vaca solo
es de un 11%, esto coincide con lo que obtuvo experimentalmente ya que en las
bebidas vegetales cuando se aplicd la centrifugaciéon se logré cuantificar mas

contenido de calcio ligado a proteina que en la leche de vaca.

3.8.3 Cuantificacion de proteina soluble y proteina ligada a minerales en
bebidas vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g
proteina/100 mL) usando fuerza mecanica

En el Cuadro 3.13 se muestra el contenido de proteina soluble y coloidal en bebidas
vegetales y en leche de vaca.
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Cuadro 3.13 Contenido de proteina soluble y proteina ligada a Cay P en bebidas vegetales y
proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca

Proteina
oidal 0.116%2  0.120%F  0.113%¢  0.070%8  0.058%" 0.411%F 0.726%¢
cololaal

Proteina soluble  0.31792  1.8928F 01258 0.313¢ 00732 o0582PF 2.750PC

Proteina total 0.420 2.259 0.239 0.390 0.131 1.035 3.594

Relacion
0.36 0.06 0.90 0.22 0.79 0.70 0.264
coloidal/soluble

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra o-p no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.13 se muestra que hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de proteina coloidal entre todas las muestras, también hay diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de proteina soluble entre todas las

muestras.

Como se observa en el Cuadro 3.13 si existe diferencia estadisticamente
significativa entre el contenido de proteina coloidal y soluble en todas las muestras.
Al precipitar las proteinas mediante centrifugacion se obtiene menor contenido de
proteina coloidal que proteina soluble en todas las muestras, lo que nos indica que
no se esta separando del todo la parte coloidal de la parte soluble y por lo tanto se
tiene mayor contenido de proteina soluble.

De acuerdo con la literatura (Gaspard, 2017), menciona que la leche de vaca tiene
80% de caseinas y 20% de proteinas de suero y que la relacion caseina/suero es
de 4.7, si se comparan los datos que se obtuvieron experimentalmente de la leche
con lo reportado, no coinciden con lo de la literatura porque experimentalmente se
obtuvo mayor proteina soluble que coloidal y la relacibn de caseina/suero
experimentalmente fue muy baja. Tomando de referencia estos datos de la literatura

y compararlos con los valores que se obtuvieron experimentalmente de las bebidas
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vegetales no coinciden con lo reportado tanto de tener mayor concentracion de

proteina coloidal como la relacion coloidal/soluble.

Por consiguiente como en las bebidas vegetales se obtuvo un mayor contenido de
calcio y fésforo ligado a proteina pero su contenido de proteina “coloidal” es menor
gue la proteina soluble, se establece que el calcio y el fésforo no estan ligados a las
proteinas, caso contrario en la leche de vaca se obtuvo menor contenido de calcio,
fésforo y proteina coloidal por medio de la centrifugacion y por lo tanto el calcio y

fésforo si estan ligados a sus proteinas.

Se sabe que el fosfato calcico coloidal (CCP) es un factor de integracion de las
micelas de caseinas ya que si se elimina el CCP la micela se desintegra entre los
posibles sitios de unién que son el grupo carboxilo y fosfato éster (Aoki, 2006), asi
gue si solo se centrifugd la leche de vaca no implica una precipitacion de sus
proteinas, lo Unico que sucede es que se separa una pequefia parte de proteina
coloidal de la leche de vaca y como estan ligados el calcio y fosforo a la caseina, al

cuantificar calcio y fésforo coloidal sus concentraciones son muy bajas.

3.9 Precipitacion de proteinas en las bebidas vegetales y en leche de vaca
con citrato de sodio al 10%

3.9.1 Concentracion de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales
y concentracion de calcio soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)
usando citrato de sodio al 10%

A continuacion en el Cuadro 3.14 se muestra el contenido de calcio soluble y
coloidal de las muestras.
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Cuadro 3.14 Contenido de calcio soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y solubley
coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca
calcio pE D pG BF pc s 23.247%8
coloidal 35.307 29.719 46.145 45.369 28.025 2.253
Calcio
soluble 5.768%8  11.004%P 9.722%¢ 548778 17.240%F 1811%* 83.648°F
Calcio
ot 41.534 41.720 55.490 50.242 48.269 3.274 108.119

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra o-p no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacién por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.14 se muestra que si existe diferencia estadisticamente significativa
en el contenido de calcio coloidal entre todas las muestras, mientras que no existe
diferencia estadisticamente significativa en la concentracién de calcio soluble entre
de almendras y nuez pero si hay diferencia estadisticamente significativa en el

contenido de proteina soluble en el resto de las muestras.

Por otra parte también se observa que si hay diferencia estadisticamente
significativa entre el contenido de calcio coloidal y soluble en todas las muestras. Al
precipitar las proteinas con citrato de sodio en las bebidas vegetales se obtuvo
mayor contenido de calcio “coloidal” que calcio soluble, de nuevo tomando de
referencia los valores de la leche sobre el contenido de calcio coloidal de 67 mg
Ca/100 mL de vy soluble de 33 mg Ca/100 mL (Fennema, 2000), los resultados
obtenidos concuerdan con lo que reporta la literatura de tener mayor contenido de
calcio coloidal que calcio soluble. También en el Cuadro 3.14 se observa la
concentracion de calcio coloidal y soluble en leche de vaca y si se comparan estos
resultados con lo que reporta la literatura, como ya se menciond anteriormente, se
vuelve a obtener menor concentracion de calcio coloidal con respecto al calcio

soluble.
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3.9.2 Concentraciéon de fosforo soluble y ligado a proteina en bebidas
vegetales y fésforo soluble y coloidal en leche de vaca (mg P/100 mL) usando
citrato de sodio al 10%

En el Cuadro 3.15 se muestra el contenido de fésforo soluble y coloidal de las

muestras.

Cuadro 3 .15 Contenido de fésforo soluble y ligado a proteina en bebidas vegetales y fésforo
soluble y coloidal en leche de vaca (mg Ca/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca
Fésforo
, 1461970 15151PF 28.415/F  6.4827% 15.498PC  7.004P8  24.412%C
coloidal
Fésforo
9.264%P 11.469%F 1995197 36647 5.125°C  4.826%F 57.130°°
soluble
Faésforo
| 25.325 29.800  48.322 10.382  20.901 12.773 81.444
tota

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra a- no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacién por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.15 muestra gue hay diferencia estadisticamente significativa en el
contenido de fosforo coloidal entre todas las muestras y también hay diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de fésforo soluble en todas las

muestras.

También se observa en el Cuadro 3.15 que hay diferencia estadisticamente
significativa entre el contenido de fésforo coloidal y soluble en todas las muestras.
Por otro lado se muestra que la concentracion de fosforo coloidal es mayor que la
concentracion de fosforo soluble en las bebidas vegetales. Una vez mas se toman
de referencia los datos de la leche de vaca que reporta la literatura, que dice que
tiene un contenido de fésforo soluble de 45 mg P/100 mL y de fésforo coloidal tiene
55 mg P/100 mL (Fennema, 2000); los datos de las bebidas vegetales que se
obtuvieron experimentalmente coinciden con lo reportado de tener mayor

concentracion de fosforo coloidal que fosforo soluble.
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Por otro lado también se observa en el Cuadro 3.15 que los datos que se obtuvieron
experimentalmente de la leche de vaca no se parecen a lo reportado anteriormente
en la literatura, porque se cuantifico mayor contenido de fosforo soluble que fésforo

coloidal.

Se sabe que la adicién de sales en la leche induce un aumento en la viscosidad.
Todos estos cambios fisicoquimicos provocan una pérdida en la estructura micelar,
provocando modificaciones en los equilibrios de las sales en la leche, ocasionando
gue la fase acuosa se vuelve menos saturada en fosfato de calcio y los equilibrios
de las sales se desplazan de la fase micelar a la fase acuosa con incrementos de

contenido de calcio y fosfato inorganico en la fase acuosa (Gaucheron, 2011).

Amiot, 2000 sefiala que la adicion de sales en la leche como como citrato reduce
la concentracion de iones de calcio y fosfato de calcio coloidal y aumenta el calcio
soluble y el fosfato soluble. La naturaleza de la sal que se utiliza es un aspecto
muy importante, las sales que producen enlaces e interactian directamente con la
proteina tienen efectos desestabilizadores. Las sales que producen mejores
resultados, es decir una mayor precipitaciéon de las proteinas, son aquellas que
producen deshidratacion de las regiones hidrofobicas y fomentan la hidratacién de

las regiones polares de la proteina.

Existe una regla para seleccionar la sal mas adecuada para un proceso de
precipitacion donde los aniones son mas efectivos en el siguiente orden citrato
$>tartato?>S04 2>F>I03">H2PO4~>CH3COO>CI>CIO3~>Br>NO3">ClO4~>I
(Tejada, 2011). Por este motivo se explica el comportamiento de la sal de citrato de
sodio en la leche de vaca porque experimentalmente cuando se agrego, el calcio y
fésforo coloidal se desplazaron a la fase soluble y de esta manera se cuantifico mas
calcio y foésforo soluble. Villegas, 2015 afirma que para precipitar las caseinas de la
leche utilizaron citrato de sodio pero con quimosina; en este caso el citrato de sodio
actla como un agente secuestrante de calcio y ajusta el pH, ambas funciones
ayudan a la hidratacion de las caseinas.

Una vez mas se comprueba que el calcio y fosforo en las bebidas vegetales no esta
ligado a sus proteinas como en la leche porque se cuantific6 mas calcio y fésforo
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coloidal que en la fase soluble cuando se adiciono citrato de sodio; caso contrario
en la leche de vaca al agregar algun tipo de sal para precipitar la concentracion de
calcio y fésforo es mayor en la fase acuosa que en la fase coloidal; por lo tanto las

bebidas vegetales no siguen el mismo comportamiento que en la leche de vaca.

3.9.3 Cuantificacion de proteina soluble y proteina ligada a minerales en
bebidas vegetales y proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g
proteina/100 mL) usando citrato de sodio

En el Cuadro 3.16 se muestra el contenido de proteina soluble y coloidal de las
bebidas vegetales y de la leche de vaca.

Cuadro 3.16 Contenido de proteina soluble y proteina ligada a Cay P en bebidas vegetales y
proteina soluble y coloidal en leche de vaca (g proteina/100 mL)

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca
Proteina
_ 0.180%f  0.226%F 0.103%¢ 0.136%° 0.036%* 0.447%C¢ 0.070%8
coloidal
Proteina
02317 1805°F 0.125/8 023470 00017 0623/F 3.135°C
soluble
Proteina total 0.420 2.259 0.239 0.390 0.131 1.035 3.594
Relacién

0.78 0.12 0.82 0.58 0.39 0.71 0.02
coloidal/soluble

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra a-f no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por rengléon
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.16 se muestra que hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de proteina coloidal entre todas las muestras y también hay diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de proteina soluble en todas las
muestras.

También por otro lado en el Cuadro 3.16 se observa que al utilizar citrato de sodio

para precipitar las proteinas de las muestras hay diferencia estadisticamente
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significativa entre el contenido de proteina coloidal y soluble en todas las muestras,
obteniendo mayor contenido de proteina soluble que proteina coloidal. Se sabe que
las caseinas representan el 80% de las proteinas de la leche y el resto que es 20%
son proteinas de suero, por lo tanto en la leche de vaca experimentalmente se
obtuvieron resultados al revés, es decir se obtuvo mayor contenido de proteina
soluble que proteina coloidal y por lo tanto al cuantificar el calcio y fosforo coloidal
en la proteina coloidal las concentraciones son muy bajas ya que realmente no se

esta logrando separar las caseinas de las proteinas del suero.

En cuanto a las bebidas vegetales los datos experimentales de proteina coloidal y
soluble no coinciden con lo reportado en la literatura de tener mas proteina coloidal
gue proteina soluble, sin embargo al cuantificar el calcio y fésforo coloidal se
obtienen concentraciones mayores que en la fase acuosa y de esta manera se
establece que el calcio y fosforo no estan ligadas a sus proteinas. Comparando la
relacion que existe entre caseina/suero en la leche de vaca que es de 4.7 (Claeys,
2016), ninguna de las muestras se acerca a esta relacion de caseina/suero como
se puede apreciar en el Cuadro 3.16 tanto las bebidas vegetales como en la leche

de vaca.

3.10 Precipitacion de proteinas en leche de vaca, cabra y borrega con
guimosina

3.10.1 Concentracién de calcio soluble y coloidal en leche de vaca, cabray
borrega (mg Ca/100 mL) usando quimosina

A continuacién se muestra en el Cuadro 3.17 la concentracion de calcio soluble y

coloidal en las leches.
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Cuadro 3.17 Concentracién de calcio soluble y coloidal en leche de vaca, cabray borrega
(mg Ca/100 mL)

Vaca Cabra Borrega
Calcio coloidal 74.356P A 99.141P B 101.483 €
Calcio soluble 32.397%8 23.159%A 45.871%¢
Calcio total 108.119 121.975 154.673

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra «-£ no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-C no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por renglon
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.17 se muestra que hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de calcio coloidal entre todas las leches y también hay diferencia

estadisticamente significativa en el contenido de calcio soluble.

También se observa en este mismo Cuadro, que existe diferencia estadisticamente
significativa entre la concentracion de calcio coloidal y soluble en las leches. Como
se precipitaron las proteinas de la leche de vaca por diferentes métodos de
precipitacion y ninguno de los métodos coincidio con lo reportado en la literatura, en
el Cuadro 3.17 se observa la concentracién de calcio coloidal y soluble donde se
us6 quimosina para precipitar las proteinas Unicamente de origen animal; lo que se
puede ver es que en las tres leches la concentracién de calcio coloidal es mayor

gue el calcio soluble.

Se sabe que en la leche de vaca se tiene un contenido de calcio soluble de 33 mg
Ca/100 mL y un contenido de calcio coloidal de 67 mg Ca/100 mL (Fennema, 2000),
comparando los datos de la leche de vaca con lo que se obtuvo experimentalmente
que fue de 32.397 y 74.356 mg Ca/100 ml en la fase soluble y coloidal, estos valores
se asemejan bastante a lo reportado; ahora tomando una vez mas de referencia los
datos de la literatura de la leche vaca y compararlos con los datos experimentales
de la leche de cabra y borrega efectivamente coinciden estos datos en tener mayor

contenido de calcio coloidal que calcio soluble.
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3.10.2 Concentracion de fosforo soluble y coloidal en leche de vaca, cabra y
borrega (mg P/100 mL) usando quimosina

En el Cuadro 3.18 se muestra la concentracién de fosforo soluble y coloidal en

leches.

Cuadro 3.18 Contenido de fésforo solubley coloidal en leche de vaca, cabray borrega (mg

P/100 mL)
Vaca Cabra Borrega
Fésforo coloidal 50.365° A 76.624P B 82.393P ¢
Fésforo soluble 31.252%8 21.190%A 52.885% ¢
Fésforo total 81.444 97.750 134.060

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra - no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-C no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por renglon
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.18 se muestra que hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de fosforo coloidal entre todas las leches y también hay diferencia

estadisticamente significativa en el contenido de fésforo soluble.

Como se observa en el Cuadro 3.18 hay diferencia estadisticamente significativa
entre el contenido de fésforo coloidal y soluble en las leches. En cuanto a la leche
de vaca la concentracion de fosforo coloidal es mayor que el contenido de fosforo
soluble, estos resultados de la leche vaca experimentalmente coinciden con lo que
menciona la literatura, que dice que la leche de vaca que tiene un contenido de
fésforo soluble de 45 mg P/100 mL y de fosforo coloidal tiene 55 mg P/100 mL
(Fennema, 2000) donde se obtuvieron valores muy semejantes a lo reportado en la
literatura. Y en cuanto a la leche de cabra y oveja los datos también concuerdan con

la literatura de tener mayor contenido de fésforo coloidal que soluble.

72



Dado que las micelas se estabilizan mediante la repulsion estérica generada por la
la x-caseina, cualquier proceso que elimine la region c-terminal de la k-caseina
provoca una disminucion de la estabilidad coloidal de las micelas. La quimosina
rompe especificamente las moléculas de k-caseina en una posicion especifica y
libera la region c-terminal. Durante la primera etapa la reaccion enzimatica genera
un aumento en el coeficiente de difusion de las micelas debido a la eliminacion
gradual de la regién c-terminal. La viscosidad de la leche disminuye hasta que mas
del 85% de la k-caseina se hidroliza. En este punto la estabilizacién estérica
generada por los pocos “pelos” de la caseina restantes son insuficientes para
mantener las micelas, y empieza agregarse y eventualmente a gelificar. Por lo tanto
la gelificacion, se produce solo después de la liberacidén casi completa de la region
c-terminal de la k-caseina en solucion. Una vez que la disminucién de la repulsion
estérica permite que las micelas se aproximen entre si, las interacciones

hidrofébicas causan la unién entre las particulas (Dalgleish, 2012) .

El cuajo es un peptidasa (quimosina) que actta en primer lugar hidrolizando la «-
caseina. La ruptura se produce a nivel del enlace fenilalanina-metionina formandose

paracaseina y glicomacropétido.

La reaccién secundaria consiste en la formacién de un gel continuo resultante de la
desestabilizacion de las micelas. El fosfato célcico coloidal desempefia aqui un
papel importante en la formacion de los enlaces entre las micelas, condicion
indispensable para firmeza del gel. Dado que la caseina se comporta como un
acido, los grupos &acidos aumentan en la hidrdlisis, lo que contribuye a la
neutralizacion de las cargas negativas de las micelas. La formacion del gel se
produce por la atraccion entre grupos similares: polares atraen a polares. Y por

ultimo la reaccion terciaria del cuajo es la sinéresis del coagulo (Amiot, 2000).

Por esta razén al precipitar las proteinas con quimosina de la leche de vaca, cabra
y oveja su contenido de calcio y fésforo coloidal es mayor que en la fase acuosa
porque no se modifica el fosfato célcico coloidal de las micelas de caseina sélo
afecta a la superficie de la micela de caseina y por lo tanto el calcio y el fésforo

estan ligados a las caseinas en las leches.
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3.10.3 Cuantificacion de proteina soluble y coloidal en leche de vaca, cabray
borrega (g proteina/100 mL) usando quimosina

En el Cuadro 3.19 se muestra el contenido de proteina en la fase acuosa y en la

fase coloidal en las leches.

Cuadro 3.19 Contenido de proteina soluble y coloidal en leche de vaca, cabray borrega (g
proteina/100 mL)

Vaca Cabra Borrega

Proteina coloidal 2.96154 3.15978 4.095°¢

Proteina soluble 0.743%A 0.773%8 1.274%¢
Proteina total 3.594 3.850 5.038
Relacion caseina/suero 4.000 4.000 3.200

Los valores corresponden al promedio de triplicados con un CV <5%.

Las medias seguidas por la misma letra o-8 no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por columna
(Tuckey, p < 0.05).

Las medias seguidas por la misma letra A-C no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por renglén
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.19 se muestra que hay diferencia estadisticamente significativa en
el contenido de proteina coloidal entre todas las leches al igual hay diferencia

estadisticamente significativa en el contenido de proteina soluble.

Por otra parte en el Cuadro 3.19 se aprecia que hay diferencia estadisticamente
significativa entre el contenido de proteina coloidal y soluble en todas las leches; y
también se observa que el contenido de proteina coloidal es mayor que el contenido
de proteina soluble. Se sabe que el contenido de caseinas representa el 80% vy el
20% son proteinas de suero (Gaspard, 2017), comparando estos datos con lo que
se obtuvo experimentalmente; en la leche de vaca y cabra el contenido de proteina
coloidal representa el 82% y en la leche de borrega el 81%, mientras la proteina
soluble en la leche de vaca y cabra representa el 20% y en la leche de borrega el

25% estos datos se asemejan con lo reportado.

En cuanto a la relacion de caseina/suero en la leche de vaca, cabra y borrega es de

4.7, 3.5 y 3.1 respectivamente (Claeys, 2016), estos resultados vuelven a ser
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semejantes con lo que se obtuvo experimentalmente como se observa en el Cuadro
3.19, por lo tanto al usar el método enzimatico para precipitar las proteinas en las
diferentes tipos de leches realmente se separan las caseinas del suero y el
contenido de calcio y fésforo no se ven afectados y se comprueba que el calcio y el

fésforo estan ligados a sus proteinas.

3.11 Relacién de Ca/P en las bebidas vegetales y en las leches de vaca, cabra
y borrega

A continuacién en el Cuadro 3.20 se muestra la proporcion que existe entre el Ca/P

coloidal.

Cuadro 3.20 Proporcion de Ca/P en leche de vaca, cabra, borrega y en bebidas vegetales

Almendras Soya Coco Nuez Arroz Alpiste Vaca Cabra Borrega
TCA al 10% 0.360%F  0.124%% 0.182%¢ 0667%° 0.364%7 0.189%P 0.146%8 - -
Centrifugacién 1.5488¢ 155980 1468P8 6.783°° 15838F 026484 5.945°F ; -

Citrato de sodio
al 10%

2.415"F  1.9617F 1.6237¢ 6.9997° 1.808"° 031774 0.95208 - -

Quimosina ; - - - - - 15167 12038 12317

Las medias seguidas por la misma letra -y no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacién por columna
(Tuckey, p < 0.05).
Las medias seguidas por la misma letra A-G no presentan diferencia estadisticamente significativa, comparacion por rengléon
(Tuckey, p < 0.05).

En el Cuadro 3.20 se muestra que hay diferencia estadisticamente significativa entre
todas las muestras usando los diferentes métodos de precipitacion (pH, fuerza
ionica y fuerza mecanica); también se observa que existe diferencia

estadisticamente significativa entre las muestras de leches usando quimosina.

Por otra parte, se observa que hay diferencia estadisticamente significativa en la
relacion de Ca/P entre los diferentes métodos usados para la precipitacion de
proteinas de todas las muestra. Segun la literatura la relacién Ca/P coloidal es de
1.5 (Walstra, 2001), tomando este valor de referencia en las bebidas vegetales de
almendras, soya, coco y arroz por medio del método de centrifugacion la relacion
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gue de Ca/P es muy semejante a lo reportado en la literatura, sin embargo para la
bebida vegetal de nuez ningin método de precipitacion se acerca a este dato de
1.5 porqgue la cantidad de fésforo total que se cuantifico en esta bebida es muy baja
y no se logré cuantificar gran concentracién de fosforo coloidal por ningin método
de precipitacion y para la bebida vegetal de alpiste los valores experimentales de la
relacion de Ca/P es muy baja comparado con lo de literatura debido a que
experimentalmente se reporté mas contenido de fésforo que calcio y por lo tanto al

hacer el célculo esté relacién resulta menor a 1.5.

Para la leche de vaca se observa que al aplicar los métodos de precipitacion de
acidificacion, centrifugacion y sales esta proporcion de Ca/P no se asemeja a lo que
menciona la literatura y lo mismo ocurrira para las demas leches de cabra y borrega
porque al igual que en la leche vaca, el calcio y el fésforo estan ligados a sus
caseinas, sin embargo al precipitar las proteinas con quimosina en las leches se
observa que los datos experimentales coinciden con lo reportado. Por lo tanto para
cuantificar mayor contenido de calcio y fosforo coloidal en las bebidas de almendras,
soya, coco y arroz resulto usar el método de precipitacion de proteinas por
centrifugacion y para las leches vaca, cabra y oveja es la precipitacion con

guimosina.
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CONCLUSIONES

La concentracion de proteina fue mayor en las leches con respecto a las
bebidas vegetales.

Se logré cuantificar mayor contenido de calcio y fésforo total por la via
hameda en comparacién con la via seca en todas las muestras.

Al utilizar &cido tricloroacetico 10% para precipitar las proteinas de las
bebidas vegetales y las proteinas de la leche de vaca, las proteinas se
desmineralizaron obteniendo concentraciones de calcio y fosforo soluble
elevadas.

Al realizar el método de centrifugacién para precipitar las proteinas de las
bebidas vegetales, se obtuvo mayor concentracion de calcio y fésforo “ligado
a proteina” ya que la relacién de Ca/P en la mayoria de las bebidas vegetales
se asemeja a la relacién de Ca/P de las leches.

En cuanto al método de precipitacién con citrato de sodio en las bebidas
vegetales, también se cuantific6 mayor concentracion de calcio y fésforo
“ligado a proteina”, pero la relacion de Ca/P de las bebidas vegetales no se
asemeja a la relacion de Ca/P de las leches.

Para la bebida vegetal de nuez tanto el método de precipitacion de fuerza
mecanica (precipitacion) como fuerza iénica (con citrato de sodio), la
relacion de Ca/P en ambos métodos es muy alta en comparacién con la
relacion de Ca/P de las leches.

Para la bebida vegetal de alpiste la relacion de Ca/P usando el método de
precipitacibn como con citrato de sodio, la proporcion de Ca/P es muy baja
en comparacion con la relacion de Ca/P de las leches.

Al usar la quimosina para precipitar las proteinas de las leches de origen
animal se logré obtener mayor contenido de calcio y fosforo coloidal que
soluble, sin modificar el fosfato célcico coloidal.

Se obtuvo mayor concentracion de calcio y fésforo total en la leche de vaca,
cabra y borrega en comparacion con todas las bebidas vegetales. En cuanto

al calcio y fésforo soluble y coloidal se comprobé que el calcio y el fosforo no
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estan ligados a sus proteinas en las bebidas vegetales como el fosfato

célcico coloidal en las leches que esta ligado a las caseinas.
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ANEXOS

Recoleccion de las muestras

Referencia: (AOAC925.20) 1990

Procedimiento: Para la recoleccién de las muestras de leches de origen animal

(vaca, cabra y borrega), se obtuvieron del rancho Centro de Ensefianza Practica e
Investigacion en Produccion y Salud Animal CEPIPSA, Topilejo Tlalpan, Ciudad de
México. Para las bebidas vegetales (almendras, soya, coco, arroz, nuez y alpiste)

se compraron en una tienda de autoservicio.

Determinacién de humedad

Referencia: (NOM-116-SSA1-1994, 1995)
Equipo: Balanza analitica, Estufa

Procedimiento: Se pusieron a peso constante pesafiltros en la estufa a 60 °C

durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo se sacaron de la estufa y se
colocaron en un desecador y se esperd a que los pesafiltros se enfriaran hasta
alcanzar la temperatura ambiente para posteriormente pesarlos en la balanza
analitica y anotar su peso constante. Con una pipeta volumétrica se midieron 10 mL
de las muestras de leches y de las bebidas vegetales y se colocaron en los
pesafiltros, que ya estaban a peso constante, enseguida se colocaron los pesafiltros
en la estufa a una temperatura de 60°C hasta que las muestras estuvieran secas.
Una vez secas las muestras se sacaron los pesafiltros de la estufa y se colocaron
en el desecador hasta que alcanzaran de nuevo la temperatura ambiente, y se
volvieron a pesar en la balanza analitica. Todas las determinaciones de humedad

de cada muestra se hicieron por triplicado.

M2-M3

Calculo: %H=
- M2-M1

M1: Peso del pesafiltros (g)
M2: Peso del pesafiltros mas la muestra himeda (g)
M3; Peso del pesafiltros més la muestra seca (g)
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Determinacién de sélidos totales

Referencia: (Trejo, 2015)
Equipo: Refractometro

Procedimiento: Se calibré primero el refractometro colocando una gota de agua

destilada con un agitador de vidrio sobre las placas del refractbmetro, una vez ya
calibrado se leyeron todas las muestras en el refractometro colocando una gota de
cada muestra sobre el refractdmetro y posteriormente se registraron las lecturas,

todas las lecturas de cada muestra se hicieron por triplicado
Determinacion de proteina cruda

Referencia: (AOAC920.15) 1990

Reactivos: Sulfato de cobre, sulfato de potasio, acido sulfdrico concentrado, NaOH
36%, acido borico y acido clorhidrico 0.0993 M.

Procedimiento:

@ Digestion.- Para cuantificar el contenido de proteina total de las leches de
origen de animal y de las bebidas vegetales se midi6 con una pipeta
volumétrica 10 mL de cada muestra, se introdujo en un tubo de Kjeldahl y
se agreg6 0.5 g de sulfato de cobre y 1.5 g de sulfato de potasio que fueron
pesados en balanza analitica y por ultimo se midié con una pipeta 15 ml de
acido sulfarico concentrado y se agregoé al tubo Kjeldahl. Para cuantificar la
proteina coloidal y soluble de las leches origen animal asi como de las
bebidas vegetales; de la parte soluble de todas las muestras se midié con
una pipeta volumétrica 5 ml y de la parte coloidal se pes6 en una balanza
analitica 0.2 g de las leches y 0.1 g de las bebidas vegetales y se agrego la
misma cantidad de reactivos que ya se describieron a los tubos Kjeldahl. Se
colocaron los tubos Kjeldahl en la parrilla y se prendié la campana, se
calentaron los tubos hasta total destruccion de la materia organica, es decir
hasta observar un liquido con una coloracion azul-verdosa.

@ Destilacion.- Se encendié el destilador Kjeldahl y se esperé un momento

hasta que el equipo empezara a destilar para poder usarlo, al tubo de Kjeldahl
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ya frio se le agrego tantita agua destilada para disolver la muestra; una vez
gue el equipo ya estaba listo se empezo a destilar la muestra adicionandole
NaOH al 36% y recibiendo el destilado en un vaso de precipitado de 250 M
con 50 ml de acido bérico hasta alcanzar un volumen de 100 mL del
destilado.

@ Titulacion.- Cuando ya se obtuvo la muestra destilada se titulé con HCI hasta
obtener un color rosa fuerte. Todas las determinaciones de proteinas se

hicieron por triplicado.

V«M=#*14xFx100
mx*1000

Célculo: %proteina=

V= ml de HCI gastados

M= molaridad del HCI

m= g muestra

F= factor de conversion 6.38 para leche

2.6 Digestién en humedo y seco
Referencia: Para la digestion himeda (AOAC999.10) 1990

Equipo: Parrilla, balanza analitica
Reactivos: Acido nitrico concentrado

Procedimiento: Para hacer la digestiéon total de las muestras se midieron 5 mL de

estas con una pipeta volumétrica; de la parte soluble de todas las muestras de igual
manera se midieron 5 mL y para la parte coloidal se pesaron en balanza analitica
0.1 g de las bebidas vegetales y 0.2 g de las leches; posteriormente se colocaron
en tubos de ensayo y se les adicioné 7 mL de &cido nitrico concentrado. Los tubos
de ensayo se colocaron en ollas peltre y se calentaron en una parrilla hasta observar
un color traslucido en los tubos de ensayo. Una vez que se obtuvo ese color en los
tubos de ensayo, se dejaron enfriar y enseguida se filtraron y se aforaron en

matraces de 50 ml, todas las digestiones humedas se hicieron por triplicado.
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Referencia: Para la digestién seca (AOAC999.11) 1990
Equipo: Parrilla, mufla
Reactivos: HCI 25%

Procedimiento: Se pusieron a peso constante los crisoles en la estufa a 60°C

durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se sacaron los crisoles de la estufa y se
colocaron en el desecador y se esperé hasta que los crisoles alcanzaron la
temperatura ambiente para pesarlos en la balanza analitica y anotar el peso
contante de cada crisol. Para hacer la digestion seca total de las muestras se
midieron 5 mL de las muestras con una pipeta volumétrica y se agregaron en los
crisoles, estos se colocaron en una parrilla para obtener la calcinacién de las
muestras. Una vez que las muestras estuvieron calcinadas, los crisoles se
introdujeron en una mufla a una temperatura de 500°C por 24 horas. Pasado este
tiempo, se sacaron los crisoles de la mufla, se dejaron enfriar en un desecador y se
volvieron a pesar; una vez frios los crisoles se les agregdé 5 mL de HCI al 25% con
una pipeta para disolver las cenizas, enseguida se filtraron los crisoles y se aforaron

en matraces de 50 mL, todas las digestiones secas se hicieron por triplicado.

P1-P2
M

Calculo: %cenizas= X100

P1=Masa del crisol con las cenizas (g)
P2=Masa del crisol vacio (g)
M= Masa de la muestra (g)

2.7Cuantificaciéon de calcio
Referencia: (AOAC985.35) 1990

Equipo: Equipo de Absorcidon Atomica
Reactivos: Estandar de calcio

Procedimiento: Se prepard una curva patron de calcio, a partir del estandar de

calcio, entre un rango de 1-5 ppm, posteriormente se prendié el equipo y se

ajustaron las condiciones para leer el analito de calcio a 422.7 nm, enseguida se

82



calibro el equipo con la curva patron de calcio; y una vez que estuviera calibrado el

equipo se leyeron todas las muestras.

Calculo: x:y?_b = % (g) (%) ¥ 100

X=Concentracién de calcio en la muestra (mg Ca/100 mL)

Y= Absorbancia de la muestra

b=ordenada de la ecuacion

m=pendiente de la ecuacion

D= factor de dilucién, en caso de que haya (mL/mL)

m= volumen de aforo de la solucion madre (mL)

M= cantidad de muestra que se agrego a la solucién madre (mL)

2.8 Cuantificacion de fosforo
Referencia: (AOAC965.17) 1990

Equipo: Espectrofotdmetro
Reactivos: Solucién de molibdo-vanadato, solucion estandar de fosforo

Procedimiento: Se preparé una curva patron de fosforo, a partir de la solucion

estandar de fosforo, entre un rango 0-0.2 mg/ml, a cada punto de la curva se le
adiciono con una micropipeta 10 mL de la solucidon de molibdo-vanadato, después
de aforaron los matraces a 50 mL, se dejaron reposar 10 minutos y se leyo la curva
patrén en el espectrofotometro a 400 nm. Para leer las muestras se tomé con una
micropipeta 0.5 mL de cada una de ellas, se les agregaron 10 mL de la solucion de
molibdo-vanadato y se aforaron a 50 ml, de igual manera que la curva, se dejaron
reposar los matraces 10 minutos y se leyeron a 400 nm.

Calculo: x=2=2 = w(m) * 100
— m ml \M

X=Concentracion de calcio en la muestra (mg Ca/100 mL)

Y= Absorbancia de la muestra

b=ordenada de la ecuacion

m=pendiente de la ecuacion

m= volumen de aforo de la solucion madre (mL)

M= cantidad de muestra que se agrego a la solucion madre (mL)
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2.9 Precipitacion de proteinas

Referencia: (Zimmermman, 2010)
Equipo: Centrifuga
Reactivos: TCA 10%, Citrato de sodio 10%

Procedimiento: Se midi6 con una pipeta volumétrica 5 mL de cada una de las

muestras (leches y bebidas vegetales), y se colocaron en tubos falcon, y se les
adicion6 5 ml de TCA al 10%.Despues los tubos falcon se colocaron en la centrifuga
a 8500 rpm durante 15 minutos. Una vez pasado este tiempo, se sacaron los tubos
falcon de la centrifuga y se observaron dos fases una insoluble y otra soluble,
posteriormente se filtraron los tubos falcon para separar las dos fases. Para
precipitar las muestras con citrato de sodio al 10% se sigui6 el mismo procedimiento
ya descrito pero adicionando 5 mL de citrato de sodio al 10% en los tubos falcon

junto con las muestras.

Para solo centrifugar las muestras se midieron 10 mL con una pipeta volumétrica
de cada muestra y se colocaron en los tubos falcon que posteriormente fueron
centrifugados a 8500 rpm durante 15 minutos y de la misma manera fueron filtrados

para obtener una fase soluble y una insoluble.
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