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1 INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es un asunto que esta despertando cada vez mas interés entre
los consumidores y en parte es debido a la aparicién de ciertas intolerancias o alergias
alimentarias, cuya presencia estd aumentando entre la poblacion del primer mundo, asi
como ciertas enfermedades oncoldgicas cuyo origen se esta relacionando con

determinados habitos alimenticios.

Cuando a los malos habitos en la alimentacién se le suma la adulteracion de esos alimentos
para obtener o mejorar ciertas propiedades, las probabilidades de una reaccion adversa en

el organismo del consumidor se multiplican.

La FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura) define
un alimento adulterado como: “aquel que ha sido modificado por el hombre, alterando sus
caracteristicas, por ejemplo, extrayendo o sustituyendo alguno de los componentes propios
del alimento. Esto puede encubrir una calidad inferior del producto.” Si por otra parte vemos
la definicién de “adulterar’ que ofrece la Real Academia de la Lengua Espafola: “Alterar
fraudulentamente la composicién de una sustancia”’, podemos decir que un alimento
adulterado es aquel que se modifica intencionadamente para obtener un beneficio
econdmico, disimular deficiencias en la calidad de las materias primas o defectos en la

elaboracion.

El fraude alimentario se convierte en un delito cuando ya no involucra sélo actos aleatorios,
sino que se vuelve una actividad organizada para engafiar deliberadamente a quienes

compran esos alimentos (Manning and Soon, 2016).

Es importante diferenciar la proteccién de los alimentos que sufren una contaminacién no
intencionada, de la denominada Defensa Alimentaria (Food Defense). Esta se centra en la
proteccion de los productos alimenticios frente a la adulteracion intencionada, ya sea por
agentes bioldgicos, quimicos, fisicos o radiactivos (Manning and Soon, 2016). Tal es la
importancia de este concepto que se ha incluido un “Plan de Defensa Alimentaria” entre
los requisitos de certificacion de las principales normas de calidad alimentaria como son
IFS (International Food Standard) y BRC (British Retail Consortium). Estos planes incluyen
apartados tales como: controles de personal, instalaciones, materiales, procesos,

almacenamiento, transportes y sistemas (Herman, 2013).
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En 2012 la revista Journal of Food Science realizé una recopilacion de articulos de revistas
cientificas que hacian referencia a la adulteracién de alimentos, con la finalidad de
confeccionar una base de datos correspondiente al periodo 1980-2010. El resultado fue
mas de 1000 articulos de 677 referencias diferentes. Los articulos se clasificaron en tres
tipos de fraude alimentario: la sustitucion, la adicion y la eliminacion de algun componente.
La primera represento el 95% de los casos encontrados, la segunda el 5% y la tercera el
1% (Moore et al., 2012).

Para un analisis posterior, el conjunto de articulos académicos fue clasificado por tipo de
ingrediente adulterado como puede verse en la Figura 1. De las 17 categorias de
ingredientes de la base de datos, los aceites, la leche, los zumos de frutas, los
concentrados, las mermeladas, purés y conservas y las especias representaron mas del

50% de los registros académicos (Moore et al., 2012).

En concreto, los siete alimentos mas adulterados resultaron ser:

1. Aceite de oliva

2. Leche
3. Miel
4. Azafran

5. Zumo de naranja
6. Café

7. Zumo de manzana

La produccion de aceite de oliva es un proceso caro por lo que el producto final tiene un
alto coste. La principal adulteracion que sufre es la mezcla de aceite de oliva virgen con
otros mas econdémicos como pueden ser el aceite de palma o el aceite de soja (Rashvand
et al., 2016).

En el caso de la miel, se ha descubierto que algunos envases incluso ya no contienen miel

sino una adicion de diferentes jarabes de azucar (Tosun, 2013).

Por otra parte, el azafran es conocido por ser una de las especias mas caras debido a su
necesaria recoleccién artesanal. Fruto de esta situacién se ha comenzado a vender azafran
adulterado con estigmas de otras plantas como la gardenia. Para ayudar a camuflar este
fraude, se afiaden ciertos colorantes artificiales que enmascaran el diferente color de esos
"aditivos" (Guijarro-Diez, 2017).
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Figura 1 Porcentaje de articulos sobre adulteracion alimentaria clasificados por tipo de
alimento, referido a la base de datos confeccionada por la revista Journal of Food Science en
2012 (Moore et al., 2012)

En los zumos de frutas la adulteracion consiste en afiadir sustancias como jarabe de maiz

o extracto de pimentdn que en principio no son nocivas.

En la produccion de café se suelen utilizar adulterantes como cereales, nueces y
leguminosas que hacen mejorar su apariencia y volumen, pero que disminuyen la calidad

del producto final, siendo un engafio para el consumidor (Salcedo et al., 2012).

Como se ha podido comprobar, la leche ocupa el segundo lugar de la lista con un 14% de
los articulos que tratan su adulteracion. La leche ha venido sufriendo manipulaciones que

han causado serios peligros para la salud humana a lo largo de la historia reciente.

Uno de los ultimos escandalos relacionados con este alimento fue el que se produjo en
septiembre de 2008, cuando el Gobierno chino anuncié que grandes cantidades de unas
determinadas marcas de leche en polvo de consumo infantil contenian un aditivo llamado
melamina, un componente que se utiliza en los procesos de sintesis para fabricar resinas,
plasticos y pegamentos (Xiu, C., & Klein, 2010). El resultado fue cerca de 300.000 bebés
intoxicados y 6 de ellos muertos a causa de la ingesta de leche en polvo adulterada con
melamina. La principal razon de su afiadido a la leche es que el valor nutricional de muchos
alimentos se mide por su contenido en proteinas, y este se cuantifica con la determinacion
del nitrégeno total. La adicion de melamina resulto ser un barato potenciador del contenido
en nitrégeno de este alimento y por ello comenzo a utilizarse en la fabricaciéon de leche en

polvo para consumo infantil y en alimentos para mascotas (Zolotov, 2010).



Determinacién analitica de melamina en muestras de leche

Hubo determinadas marcas internacionales que se vieron afectadas por este escandalo
como la marca suiza Nestlé con la parte de la produccion fabricada en China. Dairy Farm
UHT, fue retirada de los comercios hongkoneses después de que una serie de pruebas

indicara que tenia melamina, aunque en poca cantidad.

También la cadena de cafeterias Starbucks, al haber comprado leche supuestamente
contaminada al proveedor Mengniu Dairy, retird la leche de sus 300 locales en China
(Reuters, 2008).

Toda esta controversia que arrastra la industria alimentaria ha llevado a dar un giro al plan
estratégico de algunas compafias. Sin ir mas lejos, recientemente la Corporacion
Alimentaria Pefasanta S.A. (CAPSA), dedicada a la produccién de leche y derivados
lacteos, anunciaba un nuevo marco de Responsabilidad Social Corporativa. Declard que
ha reducido a cero practicamente el uso de aditivos en su proceso productivo (el 98% de
sus productos no llevan ningun tipo de aditivos ni conservantes artificiales, ni estabilizantes)
(CAPSA FOOD, 2017).

Establece de esta manera su diferencia con el resto de marcas, dando un valor afiadido a
su producto. Al primar lo natural y ecoldgico, acoge a un sector cada vez mas grande de

consumidores que demandan una mayor transparencia en el uso aditivos artificiales.

1.1 La leche

Desde siempre la leche ha sido un alimento basico en nuestra dieta en cuya ingesta se
basa la mayor parte de la nutricion infantil. Un vaso de leche al dia proporciona a un nifio
de 5 anos: el 21% de las necesidades de proteina, el 8% de calorias y micronutrientes
clave. Ademas nos aporta calcio, magnesio, selenio, riboflavina, vitamina B12 y vitamina

B5 (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2015).

El consumo en los paises en vias de desarrollo se esta incrementando (se ha duplicado
desde la década de 1960) como consecuencia del aumento del poder adquisitivo, el
crecimiento demografico y los consiguientes cambios alimenticios, especialmente zonas
de Asia oriental en paises muy poblados como China, Indonesia y Vietnam. Por el contrario,
el consumo en los paises desarrollados se esta reduciendo, aunque todavia es mucho
mayor en comparacion con los anteriores. En total, mas de 6.000 millones de personas en
el mundo consumen leche y productos lacteos (Organizacion de las Naciones Unidas para

la Alimentacion y la Agricultura, 2015).
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1.1.1 Sustancias mas utilizadas en la adulteracion de la leche

Como hemos comentado antes, la leche ha visto aumentada su produccién y consumo en
las ultimas décadas debido a su alto poder nutricional. Como resultado, se ha convertido
en un objetivo constante de adulteracion. Hecho que constituye un riesgo para la salud de

los consumidores (Nascimento et al., 2016).

La adulteracion “no peligrosa” muchas veces consiste en la dilucion o adicion de sustancias
para aumentar el volumen, disimular una baja calidad del producto o la sustitucion de
elementos originales de la leche buscando un rendimiento econémico. Por ejemplo, adicion
de proteinas vegetales, mezcla de leche de distintas especies, adicidon de suero, etc. (R.H.
Stadler, 2011).

Los adulterantes que producen graves consecuencias en la salud humana son
principalmente la urea, el sulfato de amonio, el acido bdrico, la sosa caustica, el acido
benzoico, el acido salicilico, el peréxido de hidrogeno, los azucares y la melamina.
Mediante la adicion de estas sustancias se consiguen alterar ciertos parametros de calidad
de la leche como (Azad and Ahmed, 2016):

o Porcentaje de sélidos no grasos (sulfato de amonio, azucares...)

o Porcentaje de proteinas cuantificado mediante el contenido en nitrégeno (urea,

melamina, suero de queso...)
o Vida util (acido salicilico, acido benzoico, perdxido de hidrégeno...)

La deteccidon de adulterantes en la leche puede llevarse a cabo facilmente. Sin embargo,
su cuantificacion requiere técnicas de diferente complejidad en funcion de la naturaleza del
adulterante. En la Figura 2 se muestra un esquema que resume las principales formas de
adulteracion de la leche, las sustancias que se utilizan y las técnicas analiticas para su
determinacion. También se indica la dificultad de pretratamiento de las muestras en funcién
de la técnica que se vaya a utilizar posteriormente. Se representan en verde las que pueden
ser analizadas directamente o con muy poca preparacion, seguidas de amarillo las de
dificultad y/o tiempo de preparacion intermedio y en rojo las que requieren una extraccion

mas compleja.
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Figura 2 Esquema de los principales adulterantes de la leche, las técnicas analiticas mas
utilizadas para la deteccion de estos adulterantes y su clasificacion en funcion de la

dificultad del pretratamiento de la muestra (Azad and Ahmed, 2016)

1.2 La melamina

La melanina, o 2,4,6-triamino-1,3,5-triazina, es un compuesto quimico de férmula CsHgNs

(Figura 3). A temperatura ambiente es un polvo blanco cristalino, fuertemente polar,

ligeramente soluble en agua, pero insoluble en los disolventes comunes. Se suele combinar

con formaldehido para formar la resina de melamina que se utiliza en la fabricacion de

NH,
)\N

N

//

HoN

NH,

Figura 3 Estructura quimica de la melamina o 2,4,6-triamino-1,3,5-triazina
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termoplasticos. Cuando se mezcla con resinas, la melamina tiene propiedades ignifugas
debido a la liberacién de gas nitrégeno que se produce cuando se quema o carboniza
(Sharma et al.,, 2010). También se utiliza en la fabricacion de pinturas, fertilizantes y
pesticidas. Otros procesos que utilizan melamina son: la fabricacién de adhesivos utilizados

en muebles, productos de limpieza, vajillas, etc.

Para la produccién de este compuesto, en la actualidad se emplea urea. La sintesis tiene

lugar en dos pasos (Escobar,.A, Sosa,.D & Ponce, 2010):

1. La reaccion endotérmica de descomposicion de la urea en acido cianico y

amoniaco.
(NH2).CO — HOCN + NH3

2. La polimerizacion del acido cianico para formar la melamina y la liberacion de

dioxido de carbono. Este proceso es exotérmico.

6 HOCN — C3HgNg + 3 CO»

En el transcurso de estas reacciones quimicas pueden originarse productos intermedios

como son: el acido cianurico, la amelida y la amelina (Figura 4).

- OH
OH H;N\r__}N\\I/UH
[ IN I I
Y = I
HO™ N~ OH OH HaN N NH
Acido ciandrico Amelida Amelina

Figura 4 Estructura quimica del acido cianurico, amelida y amelina

1.2.1 La melamina como adulterante en el sector lacteo

Ya hemos mencionado que el valor nutricional de la leche se mide, entre otros parametros,
por su contenido en proteinas. La cantidad de proteinas en la leche se suele medir
calculando el nitrégeno total y las técnicas rutinarias que se venian utilizando para esta
estimacion (métodos Kjeldahl y Dumas) no distinguian el nitrégeno no proteico (NNP, Not

Protein Nitrogen) del que si lo era (De Lourdes Mendes Finete et al., 2013).
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Conocida esta circunstancia, ciertas industrias dedicadas al sector lacteo utilizaron este
fendbmeno para disminuir sus costes de produccién. De tal manera que, al afadir
determinadas sustancias, se mantenia el contenido en nitrégeno total de la leche a pesar

de que en realidad el valor nutricional en cuanto a proteinas no era tal.

Como ya hemos visto, la estructura de la melanina contiene en una sola molécula 6 atomos
de nitrégeno. Por lo tanto, un gramo de melamina en un litro de leche puede llegar a elevar
su porcentaje de proteinas un 0.4% de manera ficticia. Por otra parte, la solubilidad de la
melamina es de 3.1 g por litro de agua. Se deduce por tanto que en un litro de leche es
posible incrementar el porcentaje de proteinas en un 1.2% de manera fraudulenta (Hau et
al., 2009).

Es importante comentar que en un principio la melamina no se consideraba nociva para la
salud de los consumidores ya que no esta identificada como una sustancia cancerigena en
humanos (Zolotov, 2010), aunque si se ha podido relacionar su presencia con la aparicién
de tumores en el aparato urinario de ratas y ratones (Hau et al., 2009). A pesar de no tener
relacion aparente con alteraciones de tipo cancerigeno en seres humanos, este tipo de
adulteracion alimentaria puede provocar graves consecuencias en la salud de los

consumidores si no se establecen unos limites.

1.2.2 Toxicidad de la melamina

Cuando se ingiere, la melamina se elimina directamente por el tracto urinario
(aproximadamente un 90% de la melamina se elimina a las 24 horas). La mayoria de
estudios se han realizado para una exposicién laboral y siempre por inhalaciéon o contacto
con la piel. Por lo tanto, existe poca informacién acerca de sus efectos a largo plazo por
ingesta en humanos. Sin embargo, si se ha estudiado la toxicidad de la melamina en ratas,
cerdos, ovejas, etc. La toxicidad puede ser aguda o crénica: la aguda se traduce
normalmente en trastornos del tracto urinario mientras que la crénica puede causar

infertilidad y malformaciones fetales o cancer de vejiga (Hau et al., 2009).

Tras un estudio en ratas, la toxicidad en animales se ha calculado en un DL50" de 3,161

g/kg peso corporal (Hau et al., 2009).

! Cantidad de una sustancia que provoca la muerte del 50% de la poblaciéon de una determinada
especie
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Cuando por degradacion microbioldgica se encuentran presentes derivados de la
melamina, esto puede dar lugar a la formacion de un complejo denominado cianurato de
melamina (Figura 5) (Escobar,.A, Sosa,.D & Ponce, 2010). Este complejo es el resultado
de la combinacion de la melamina con el acido cianurico mediante enlaces de hidrégeno,
el cual se presenta en forma de cristales. La formacién de estos calculos puede acarrear
severas consecuencias debido a que, en los peores casos, llegan a obstruir el sistema

urinario y provocar la muerte.
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Melamina Acido ciantrico Cianurato de melamina

Figura 5 Metabolismo de la melamina y el complejo de formacion melamina-acido ciantrico que

forma los cristales que precipitan en el sistema urinario (Santos et al., 2013)

Precisamente esto fue lo que sucedio en el escandalo ocurrido con la leche en polvo infantil
en China. Se detectaron obstrucciones en el sistema urinario de nifios (6 de ellos fallecidos
por fallo renal) producidas por este tipo de calculos (Skinner et al., 2010). Datos oficiales
apuntan que 52.837 nifios recibieron tratamiento para la melamina ingerida a través de la
leche infantil. De ellos, el 99,2% eran menores de 3 anos y los mayores mostraron

problemas tiempo mas tarde (Hau et al., 2009).

Las analiticas realizadas mediante técnicas bioquimicas demostraron que los calculos
estaban formados por melamina y acido cianurico. Estos calculos pudieron verse mediante
tomografia axial computarizada y ultrasonidos, ya que las radiografias no llegaban a

mostrarlos (Hau et al., 2009).

Los nifos que no presentaban estos sintomas si que mostraban, sin embargo, dificultad al
orinar, sangre en orina, hipertension, oliguria, etc. Los estudios también han concluido que
los efectos son mas graves cuanto menor es la edad del individuo. Por otra parte, el cese
de administracion de melamina produce enseguida una mejoria en la afectacion renal. Los
calculos formados por melamina y acido cianurico se disuelven facilmente y sus tamafos
pueden variar desde mas de un 1 cm (provocan obstruccion urinaria) hasta menores de 4

mm (pueden eliminarse por si solos) (Yasui et al., 2014).
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1.2.3 Legislacion

La adulteracién se ha convertido en una practica penalizada por organismos que regulan y
establecen la normativa que define la autenticidad de un alimento. La Organizacion Mundial
de la Salud ha determinado que la melamina no es un componente cuya presencia en la
leche tenga justificacion. A esta decision se han sumado la FAO y el Cédex Alimentarius.
Debido al lamentable suceso de la leche infantil en China, la comisién europea establecio
en la Decision 2008/798/EC el 14 de octubre de 2008 un limite maximo de 2,5 mg de
melamina/kg de alimento y se prohibieron los productos importados desde China que

contuviesen leche o derivados lacteos.

El Reglamento (UE) 594/2012 de 5 de julio de 2012, modificd el Reglamento (CE)
1881/20086, y fijo el contenido maximo de determinados contaminantes como ocratoxina A,
PCBs (policlorobifenilos) no similares a las dioxinas y melamina en productos alimenticios.
En lo que concierne a la melamina el Reglamento establecié sus limites tal y como se

recoge en la Tabla 1.

Tabla 1 Contenido maximo establecido para la melamina en productos alimenticios segtn
Reglamento (UE) 5694/2012 de 5 de julio

Seccion 7: Melamina y sus analogos estructurales

Productos alimenticios Contenido maximo (mg/kg)
71 Melamina
7.1.1. Productos alimenticios a excepcién de los 2.5

preparados para lactantes y de los preparados de
continuacion (*)

7.1.2. Preparados en polvo para lactantes y preparados de 1
continuacion en polvo

(*) No se aplica el contenido maximo en el caso de los productos alimenticios cuyo contenido en
melamina se pueda demostrar que es superior a 2.5 mg/kg y consecuencia del uso autorizado de
ciromazina como insecticida. El contenido de melamina no superara el de ciromazina.

Por su parte, la EFSA (European Food Safety Authority) en 2010, establecié una dosis
diaria maxima recomendada de 0,2 mg de melamina por kg de peso corporal (European
Food Safety Authority, 2010).

En Espana se aplica la normativa europea y ademas, la adulteracion de alimentos esta
contemplada en el Cédigo penal (Ley Organica 10/1995, de 23 de noviembre) en sus

articulos 365-367 del capitulo 1l “De los delitos contra la salud publica”. Esta conducta esta
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penalizada con condenas de 2 a 6 afios de carcel asi como multas, cuya cuantia se impone

en relacion al valor del beneficio obtenido con dicha adulteracion.
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2 OBJETIVO

El fraude alimentario tanto en las materias primas como en los productos elaborados, esta
cada vez mas presente en el mercado de los paises desarrollados e incluso en los que se
encuentran en vias de desarrollo. En los ultimos afios los adulterantes se van asemejando
mas a los productos originales, por lo que se necesitan métodos muy especificos y

selectivos para poder detectarlos.

En este trabajo se ha querido hacer una recopilacién de los articulos mas relevantes de los
ultimos 8 afos relacionados con la determinacion de uno de estos adulterantes de la leche:
la melamina. Con ello se pretende dar una vision global de las ventajas y desventajas que
ofrece cada técnica y poder apreciar las mejoras de cada una de ellas en los ultimos anos.
Para llevar a cabo esta revisién se han consultado publicaciones de las siguientes bases

de datos: Science Direct, PubMed y Springer Link.


http://www.sciencedirect.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://link.springer.com/
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3 DETERMINACION DE MELAMINA EN LECHE: EVOLUCION
DE LAS TECNICAS ANALITICAS Y DE LOS METODOS DE
PREPARACION DE LA MUESTRA

En el periodo 2009-2016 se han publicado numerosos articulos relacionados con la
adulteracion de la leche, de lo que se deduce que se esta tomando conciencia del problema
que supone para la salud de los consumidores esta practica. En el proceso de busqueda
de informacion para esta revision bibliografica, llama la atencion que los estudios sobre la
determinacion de melamina ocupa un gran porcentaje (Nascimento et al., 2016). Sera en

la determinacién de este adulterante en la que nos centraremos a partir de ahora.

Como ya se ha mencionado, la determinacion de los adulterantes en alimentos requiere de
técnicas con una gran sensibilidad y selectividad, debido a la gran similitud que tienen con
los componentes naturales del propio alimento. En el caso de la leche, se trata de una
matriz especialmente compleja por la variedad de sustancias que contiene. La leche se
compone principalmente de proteinas como la caseina, grasas, azucares como la lactosa
o la sacarosa y suero. Estos componentes interactian con la melamina y esto puede dar
lugar a errores en su deteccion y cuantificacion, bien sea por una sobredeteccion al
realizarse una mala separacion de las moléculas nitrogenadas, o porque la melamina se

camufle con otros compuestos similares y resulte un valor mas bajo que el real.

Por lo tanto, la mayoria de las técnicas de determinacién de melamina en leche requiere
de un paso previo de pretratamiento de la muestra. El grado de dificultad de este
pretratamiento dependera de la técnica que queramos utilizar después para realizar el

analisis y también del nivel de sensibilidad que necesitemos obtener.

El objetivo principal del pretratamiento es el de extraer y preconcentrar la melamina que
pueda existir en la leche para aumentar la sensibilidad de su determinacién. La melamina
es un compuesto soluble en disolventes polares organicos. Esto hace de la extraccion en
fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction) uno de los métodos mas utilizados para pretratar
las muestras. Algunas técnicas ademas necesitan de pasos adicionales, como el lavado y

la derivatizacion, de los que hablaremos mas adelante.

A parte de los tratamientos de la muestra para preconcentrar el analito, es muy comun el

marcado de la melamina con un isétopo interno estandar '*Cs (Xu et al., 2009) (Pan et al.,
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2012). Se utiliza habitualmente como patrén interno que ayuda a mejorar la fiabilidad y

precision del método (Wu et al., 2009).

Se puede realizar una clasificacion general de las técnicas que se utilizan para determinar
melamina en leche, agrupandolas en dos grupos: métodos de screening y técnicas

confirmatorias.

Los métodos de screening permiten averiguar la presencia o no de un analito en la muestra
y suelen ser una opcion econdmica y rapida. A veces, estos métodos permiten una
deteccién semicuantitativa, es decir, se puede conocer si existe una cantidad de analito
dentro de unos rangos, diferenciando por ejemplo si esta es alta, baja o intermedia, pero
sin saber con exactitud cual es su concentracién. Aunque algunos de estos métodos tienen
una alta sensibilidad, la cuantificacion y confirmacion de la presencia del analito debe
realizarse mediante otras técnicas denominadas confirmatorias. Naturalmente, las técnicas
confirmatorias también pueden aplicarse directamente sin un paso previo de screening y,
aunque requieren de equipos mas costosos, a cambio ofrecen una fiabilidad con la que

otros métodos no cuentan.

A continuacién, trataremos de describir la evolucién que han experimentado las técnicas
analiticas para la determinacion de la melamina en leche. Lo haremos mediante una
clasificacién cronoldgica tanto de las técnicas de analisis, como de los métodos de

pretratamiento de la muestra que se han hallado en las bases de datos consultadas.

3.1 Métodos de screening

Los métodos de screening tienen la ventaja de ser rapidos y sencillos de utilizar, a la vez
que pueden detectar melamina a concentraciones muy bajas sin necesidad de sofisticados
equipos. Esta posibilidad hace que los métodos de screening sean idéneos para analisis

rutinarios, por ejemplo las técnicas de deteccion visual en granjas de produccién lechera.

Los métodos de screening mas utilizados para la deteccién de melamina en leche son: la
espectroscopia de infrarrojo, la espectroscopia de fluorescencia, la espectroscopia Raman,

los inmunoensayos y las técnicas colorimétricas, los cuales se detallaran a continuacion.
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3.1.1 Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo es una de las técnicas de screening mas utilizadas por lo

que se ha podido comprobar en las publicaciones consultadas.

Es una técnica que ofrece una sensibilidad bastante aceptable y la mayor ventaja que
presenta es su escaso o nulo pretratamiento de la muestra. Son determinaciones
generalmente muy rapidas que se ajustan a las exigencias de un analisis rutinario sin la

necesidad de equipos muy costosos.

El analisis de la melamina suele realizarse en los rangos del infrarrojo medio (MIR, Mid-
Infrared Region) y cercano (NIR, Near-Infrared Region). La mayoria de las veces se
combina con transformada de Fourier como método matematico para el desarrollo del

interferograma.

Mauer et al., 2009, realizaron un estudio con tres técnicas diferentes de espectroscopia de
infrarrojos medio y cercano para analizar melamina en leche infantil en polvo. En dos de
ellas utilizaron las técnicas de muestreo para la recogida de los espectros: espectroscopia
de reflectancia difusa y la reflectancia total atenuada. Tras las determinaciones se
obtuvieron tiempos para la deteccion de melamina de 2 min para infrarrojo cercano y de 5
min para espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier y reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR, Fourier Transform Infrared Spectroscopy - Attenuated Total
Reflectance) y con reflectancia difusa (FTIR-DRIFT, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy - Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform). Todos alcanzaron un limite
de deteccion (LOD, Limit of Detection) de 1 ppm, que aunque no es demasiado alto
comparado con otras técnicas, puede resultar util en caso de necesidad de analisis rapidos

y fiables.

Se ha demostrado que se pueden alcanzar sensibilidades menores a 1 ppm (LOD = 0.76
+/- 0.11 ppm) mediante el uso de algoritmos multivariantes de correccién para el analisis

del espectro obtenido (Balabin and Smirnov, 2011).

Otra variacién de la espectroscopia de infrarrojo es la reflectancia total atenuada por rebote
sencillo (SB-ATR, Single Bounce Attenuated Total Reflectance). Alcanzando unos limites
de deteccion y cuantificacion de 2.5 ppm y 15 ppm respectivamente. Lo mas llamativo de
esta técnica es su corta duracion. Tan solo se necesitan entre 1 y 2 min para realizar el

ensayo sin que se precise pretratar la muestra (Jawaid et al., 2013).

Aunque no es apropiado para el tipo de matriz que nos ocupa en este trabajo, cabe

mencionar un método mas novedoso que, si bien no sirve para detectar melamina en
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concentraciones muy bajas, si puede ser utilizado como método de screening en muestras
sélidas heterogéneas. Se trata de la combinacién de imagenes hiperespectrales del
infrarrojo cercano con el método de curva multivariante (MCR, Multivariate Curve
Resolution) y ha hecho posible determinar tres adulterantes simultaneamente sin tener
ninguna informacion previa sobre ellos. Estos eran urea, melamina y almidén. El limite de
deteccién para la melamina fue de 500 ppm. En principio puede resultar un valor muy
elevado pero ha de tenerse en cuenta que la determinacién no es nada facil de realizar en
muestras solidas heterogéneas, donde una pequefa cantidad de adulterante puede

concentrarse en un punto especifico del area explorada (Forchetti and Poppi, 2016).

3.1.2 Espectroscopia de fluorescencia

El espectro de fluorescencia de la melamina en leche muestra un pico aproximadamente
en los 540 nm con una longitud de onda 6ptima de 467 nm. Al tiempo que aumenta la
concentracion de melamina, crece primeramente la intensidad de la fluorescencia para
después descender. Este fenomeno se denomina extincién de la fluorescencia (Chen et
al., 2016).

La espectroscopia de fluorescencia se ha aplicado en la determinacion de melamina
mediante la medicion de la extincion de la intensidad de luminiscencia de sustancias
fluoréforas en presencia de este adulterante. Se han utilizado sustancias como el complejo
de carbonilo de rutenio () (Attiaa, et al., 2011), o el Tritdn X-114 (Nascimento et al., 2014).
En este ultimo, se comprobé como la presencia de melamina reducia el tiempo de
fluorescencia del Triton X-114 de 10.8 ns a 5.5 ns. Los limites de deteccion logrados
mediante esta técnica fueron 0.042 ppm (Attiaa et al., 2011) y 0.8 ppm (Nascimento et al.,
2014).

También se ha utilizado el efecto inhibidor de la melamina sobre la reaccién de
decoloracién de la oxidacién no catalitica del rojo de acridina por el permanganato de
potasio en un medio de acido sulfurico (Feng, et al., 2012). Tras un proceso de
pretratamiento de la muestra con extraccién liquido-liquido y extraccion en fase sélida, se

alcanzé uno de los mejores limites de deteccion hasta el momento con esta técnica: 0.06
ppb.
Por otra parte, se ha combinado la transferencia de energia por resonancia de

fluorescencia (FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer) y la afinidad de la

melamina con las nanoparticulas de conversién ascendente (UCNPs, Up-Conversion
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Nanopatrticles) para desarrollar otra técnica (Wu et al., 2015). La presencia de las
nanoparticulas de oro disminuye la fluorescencia natural de las UCNPs ya que se unen a
su superficie. Cuando se agrega melamina y esta forma agregados con las AuNPs
(nanoparticulas de oro), estas liberan a las UCNPs y la fluorescencia comienza a
intensificarse de nuevo. Mediante este método se alcanzaron limites de deteccién de 2.3

ppb en muestras de leche fresca.

El mismo fundamento fue el que emplearon (Zhu et al., 2016) para analizar melamina en
leche. La diferencia es que ellos utilizaron puntos cuanticos de CdTe (CdTe QDs, CdTe
Quantum Dots) en lugar de UCNPs. Mediante resonancia de plasmones superficiales
(SPR, Surface Plasmon Resonance) se detecté una concentracion minima de 8 ppb con

una buena selectividad.

PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS EN ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Esta técnica requiere generalmente una limpieza de la muestra previa y una
desnaturalizacién de las proteinas con acido tricloroacético. La suspensién resultante
puede contener especies hidrofébicas que interfieran en el analisis por lo que se precisa

de un segundo paso de extraccion con acetonitrilo o metanol (Liu et al., 2012).

Se ha conseguido realizar pretratamientos con técnicas mas verdes. Por ejemplo,
Nascimento et al., 2014 sustituyeron la extraccion en fase sélida por una extraccion por

punto nube (CPE, Cloud Point Extraction), la cual no requiere usar disolventes organicos.

En la Tabla 2 se muestran los datos comparativos de distintos tratamientos de muestra
previos a su analisis por fluorescencia. Se puede ver que el experimento de Feng et al.,
2012, fue el de mayor tiempo de analisis y mayores pasos de pretratamiento, pero también

resulta ser el mas sensible de los recogidos.
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Tabla 2 Datos comparativos entre diferentes métodos de preparacion de la muestra en

espectroscopia de fluorescencia (Nascimento et al., 2014)

Rando Tiempo
‘s Tratamiento ang LOD Recuperacion de
Deteccion lineal

de la muestra b % analisis
u (mglL) (pp ) ( °) (miln)l

Ref.

Acido
tricloroacético Nascimento
y CPE* con 1.0-6.0 800 95-101 20 et al., 2014
Triton X-114
Acido
tricloroacético
y cloruro de
metileno; 0.0002- Feng et al.,
SPE**. 16 0.06 98-111 100 2012
evaporacion
del solvente y
redisolucion
Acido
tricloroacético,  0.0063- Tang et al.,
acetonitrilo y 0.504 1z S = 2013

cloroformo
Acido
tricloroacético 0.001-1 0.6 95-99 90
y acetonitrilo

Fluorescencia

Liu et al.,
2012

*CPE: Cloud Point Extraction;
**SPE: Solid Phase Extraction

3.1.3 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica que puede aportar datos a un analisis para
detectar la presencia o0 no de la melamina en leche. Es un método de screening rapido que

en principio no necesita pretratamiento de la muestra.

Con el tiempo la técnica ha evolucionado mucho en la deteccion de melamina en leche.
Okazaki et al., 2009 obtuvieron un limite de deteccion de un 1% (10.000 ppm) en muestras

de leche en polvo que no sufrieron extraccion de melamina.

Con los afios y la necesidad de detectar cada vez niveles mas bajos de concentracion, se
han aplicado técnicas mas ambiciosas como espectroscopia Raman de superficie
mejorada (SERS, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy). Por ejemplo, Hu et al., 2014,
combinaron esta técnica con polimeros de impresion molecular, fabricandolos con una

afinidad especial por la melamina. De esta manera se crea una especie de “anticuerpo
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artificial” consiguiendo un limite de deteccién del orden de 1,5 ppm y un limite de
cuantificacion de 4,9 ppm. Un dato resefable en este experimento es que se necesitaron

menos de 20 min para llevarlo a cabo, incluyendo la preparacién de la muestra.

Otra aplicacion que se ha encontrado en la bibliografia consiste en aprovechar la afinidad
que tiene la melamina para formar agregados con la plata y el oro y combinarlo con SERS.
Rajapandiyan et al., 2015 disefiaron unos sustratos cilindricos de polimetacrilato de metilo
que recubrieron con nanoparticulas de plata. La muestra, tanto de leche liquida como en
polvo, solo precis6é de una dilucion simple para ser analizada y se obtuvieron valores de

deteccién del orden de 2 ppm.

Esta técnica fue mejorada utilizando nanoparticulas de Au@SiO;, en vez de plata. Se
consiguio reducir la dispersion de la sefial Raman. Se llegaron a detectar concentraciones
menores a 1 ppm en un tiempo de analisis de 15 min aunque sin contar con la preparacion
de las nanoparticulas de Au@SiO- (Li et al., 2016).

PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS EN ESPECTROSCOPIA RAMAN

Generalmente la espectroscopia Raman no precisa ningun pretratamiento de la matriz que
se pretende analizar. Sin embargo, la necesidad de alcanzar mayores sensibilidades ha

hecho que se fueran incorporando métodos de extraccidn asociados a esta técnica.

Como por ejemplo, la aplicacion de polimeros de impresién molecular que utilizaron Hu et
al., 2014 como sorbente para la extraccién en fase sélida de la melamina, preconcentrando

asi este analito.

Las demas operaciones de pretratamiento consisten en diluciones simples con acido
clorhidrico (Li et al., 2016) o con agua (Rajapandiyan et al., 2015). Aunque sencillo, este
paso de dilucién es muy importante debido a los niveles de concentracion tan bajos de los
que hablamos. Rajapandiyan et al., 2015, por ejemplo, realizaron una dilucién de 75 veces

para obtener una sefal éptima de la melamina en el espectro (Figura 6).



Determinacién analitica de melamina en muestras de leche

Intensidad Raman

1 T
800 700

[
900

T
1100 1000

Desplazamiento Raman / cm™"

Figura 6 Espectro de la concentracion de melamina original de la muestra (25 ppm) tras 3, 25,
50, 75 y 100 veces de diluciéon (Rajapandiyan et al., 2015)

3.1.4 Inmunoensayos

Los inmunoensayos se basan en las reacciones antigeno-anticuerpo para medir la
presencia de un analito en una muestra. La alta especificidad de estas reacciones confiere

a esta técnica una selectividad muy elevada.

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) es un tipo de inmunoensayo bastante recurrente debido a su simplicidad y escaso
coste. Se debe tener claro que es un método semicuantitativo ya que su desviacion
estandar suele tener un valor elevado (Lutter et al., 2010). Aunque puede alcanzar valores
de sensibilidad superiores a la cromatografia liquida, las reacciones cruzadas de los
anticuerpos con otras sustancias hacen que sea preciso confirmar los resultados mediante
otras técnicas (Liu et al.,, 2012). Se ha intentado mejorar la sensibilidad del ELISA
preparando anticuerpos monoclonales mediante la unién del hapteno de la melamina con
la proteina transportadora BSA (Bovine Serum Albumin). Para verificar la especificidad del
anticuerpo se afadieron otros componentes muy similares a la melamina como
competidores (amelida, amelina y acido cianurico) y se comprobé la buena selectividad del
método (menos de un 1% de reacciones cruzadas). El limite de deteccién para la melamina

en leche y en leche en polvo fueron 0.1 ppm y 0.2 ppm respectivamente (Yin et al., 2010).

Otro tipo de técnica relacionada es el inmunoensayo con polarizacion fluorescente (FPIA,
Fluorescence Polarization Immunoassay). Se ha comprobado que realizando un simple

proceso de dilucion se puede determinar melamina en leche con un nivel de deteccién de
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9.3 ppb (Wang et al., 2011). La mayor ventaja de este ensayo es el tiempo empleado en el

analisis que fue de 15 min.

Existe en la bibliografia otra técnica con valores similares de tiempo y sensibilidad. Se trata
del inmunosensor de fluorescencia de guia de ondas planas (PWFI, Planar Waveguide
Fluorescence Immunosensor) (Guo et al., 2013). La melamina reacciona con anticuerpos
fluorescentes marcados previamente. A medida que se produce esta reaccion, disminuye
su fluorescencia, lo cual puede detectarse y relacionarse con la concentracion. Se detecto
con un LOD = 6.6 ppb que es uno de los valores de concentracién mas bajos encontrados,

en un tiempo de tan sélo 20 min.

Entre los articulos publicados se hallé otro tipo de inmunoensayo que fue utilizado por
primera vez para la deteccién de melamina. El ensayo inmunocromatografico (CGIA,
Immunochromatographic Assay) se basa en la reaccion competitiva entre el antigeno y el
analito de la muestra para un anticuerpo limitado, que corresponde a un conjugado oro
coloidal-Ac. En esta técnica no se observaron reacciones cruzadas por lo que presenta una
buena selectividad ademas de un tiempo de analisis muy corto (3-5 min) y un limite de
deteccién muy aceptable de 0.1 ppm. Si se tiene especial atencion a las condiciones de
operacién como pH, formacién de sales o dilucion de la muestra que pueden interferir en
el comportamiento de los anticuerpos, esta técnica puede ser considerada muy valida para

analisis cualitativo de melamina en leche (Gong et al., 2014).

3.1.5 Técnicas colorimétricas

Las técnicas colorimétricas que se han encontrado en la bibliografia con respecto a la
determinacion de la melamina, se basan en la capacidad de esta para disminuir la
estabilidad de las nanoparticulas de metales como el oro o la plata. Este fenédmeno causa
un cambio de color muy visible que hace evidente la presencia de melamina (Liu et al.,
2012).

Guo et al., 2010 desarrollaron un experimento con leche y leche en polvo para lactantes en
el que utilizaron nanoparticulas de oro. Permitié6 una deteccion visual del contenido en
melamina (la disolucion cambia del rojo al morado) con un limite de 1 ppm (leche liquida)
y 4.2 ppm (leche en polvo). Se utilizé después un espectrofotémetro ultravioleta visible (UV-
Vis) para completar el ensayo con una sensibilidad mayor llegando a 0.15 ppm y 2.5 ppm

respectivamente.
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El cambio de color se debe al agregado que forman la melamina y las nanoparticulas de
oro, y se demostrd que son los tres grupos amino de la melamina los responsables de esta
reaccion. Por su parte, Xing et al., 2013, consiguieron mejorar esta técnica mediante una
fase de extraccion previa con acido acético. El limite de deteccidon disminuy6 hasta las 70
ppb. También se utilizan nanoparticulas de plata en este tipo de técnicas cuyo
comportamiento es similar al de las nanoparticulas de oro. El cambio de color que suele
visualizarse es del amarillo al rojo (Figura 7). Las sensibilidades logradas mediante en este
tipo de determinacién fueron de 0.292 ppm (Ping et al., 2011) y 0.04 ppm (Kumar et al.,
2015) demostrando que puede ser una técnica cualitativa apta incluso para

concentraciones muy bajas de melamina.
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Figura 7 Espectro de absorcion de AQNPs en ausencia de melamina (linea amarilla) y en
presencia de melamina (linea roja). La fotografia muestra el cambio de color de las

nanoparticulas de plata (Kumar et al., 2015).

PREPARACION DE MUESTRAS PARA TECNICAS COLORIMETRICAS CON NANOPARTICULAS

Las técnicas colorimétricas generalmente sélo precisan de una pequefia fase de extraccion
previa y para ello se suelen utilizar disolventes organicos como acido tricloroacético (Ping
et al., 2011), acido acético (Xing et al., 2013), cloroformo (Ping et al., 2011) y metanol
(Rovina et al., 2015).
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3.2 Técnicas de confirmacion

Las técnicas de confirmacién suelen caracterizarse por tener una fiabilidad mayor que las
que hemos visto hasta el momento. Por eso a veces suelen utilizarse para asegurar que

los resultados obtenidos son correctos.

Las técnicas de confirmacion por excelencia han venido siendo las cromatograficas. Sin
embargo, los avances en otras técnicas como la electroforesis capilar, estan abriéndose
camino en esta categoria y estd demostrado que pueden utilizarse con fiabilidades

similares a la cromatografia.

3.2.1 Técnicas cromatograficas

3.2.1.1 Cromatografia liquida

La cromatografia liquida es una de las técnicas mas utilizadas en la determinacion de
melamina en leche por su alta sensibilidad y selectividad. En la bibliografia podemos
encontrar multiples combinaciones con otras técnicas, lo que ayuda a obtener un mayor

rendimiento.

Una de las variaciones mas comunes es la cromatografia liquida en fase reversa (RPLC,
Reverse Phase Liquid Chromatography). El problema es que la melamina, al ser un
compuesto polar, no suele quedar retenida en las columnas de fase reversa y, por lo tanto,
no puede ser separada del resto de componentes. Para solventar este problema se puede
afadir una sustancia que forme un “par idénico” con la muestra, como puede ser el 1-

octanosulfonato de sodio (Jing and Lu, 2009). Este método llega a tener un LOD de 0.03

ppm.

Por otra parte, se ha comprobado que se alcanzan mayores sensibilidades al acoplar la
espectrometria de masas a la cromatografia. En el caso de RPLC, el par iénico mencionado
anteriormente no es compatible con espectrometria de masas (MS, Mass Spectrometry).
Se ha comprobado que el acido heptafluorobutirico (HFBA) resulta una buena alternativa

para hacer posible la combinacion RPLC-MS. Utilizando HFBA junto con metanol se ha
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llegado a alcanzar un LOQ de 8 ppb de melamina en leche y 15 ppb en leche en polvo (Wu
et al., 2009).

Otra posibilidad de combinar la cromatografia liquida es con espectroscopia de
fluorescencia. Mediante esta técnica, Finete et al., 2014 determinaron la concentracién de
melamina en leche de vaca UHT utilizando como fase maovil una disolucion de cloruro de
amonio en lugar de acetonitrilo, que venia siendo la mas utilizada. Una opcién mucho mas
econdmica y respetuosa con el medio ambiente al no utilizar disolventes organicos,
mediante la cual se obtuvieron unos excelentes limites de deteccién y cuantificacion (LOD
=1 ppb y LOQ = 3 ppb).

Mediante cromatografia en capa fina acoplada a espectrometria de masas (HPTLC-MS,
High Performance Thin Layer Chromatography coupled to Mass Spectrometry) se ha
comprobado que también se pueden alcanzar unos buenos resultados en cuanto a
sensibilidad (LOD = 2.7 ppb y LOQ = 8.1 ppb) (Rani et al., 2014). Ademas de ser una
técnica sencilla y rapida, apta para analisis rutinarios de muestras de leche fresca, también
es una técnica que reduce drasticamente el tiempo y dificultad de pretratamiento de la

muestra, como veremos en el apartado correspondiente.

Se ha demostrado que la cromatografia liquida con deteccién mediante espectroscopia
UV-Vis también puede aplicarse a la deteccion de melamina en muestras de leche y leche
en polvo. Si bien es cierto que requiere un importante pretratamiento de la muestra, los

resultados alcanzan niveles de deteccion de 1 ppm (Faraji and Adeli, 2016).

Para la determinacion de melamina en leche en polvo, se ha encontrado en la bibliografia
la técnica cromatografia liquida ultrarrapida acoplada a fotodiodo array (UHPLC-PDA, Ultra
High Performance Liquid Chromatography coupled to Photodiode Array). Esta técnica, que
igualmente exige un pretratamiento con disolventes organicos (hexano, acetonitrilo) es
capaz de detectar, ademas de melamina, adulterantes como formaldehido y urea. Un
inconveniente es que para cada determinacién se necesita un procedimiento de
preparacion de la muestra diferente, a excepcion de la melamina y el formaldehido. Esto
impide un andlisis simultaneo de los adulterantes. Los limites de deteccion y cuantificacion
para la melamina mediante esta técnica fueron 0.05 ppm y 0.17 ppm respectivamente
(Ahmad et al., 2016).

Sin duda, la técnica por excelencia para la determinacién que nos ocupa en este trabajo
es la cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem. Es la que ofrece
mejores limites de deteccion y fue la técnica propuesta por la FDA (Food and Drug

Administration) para la determinacion de acido cianurico y melamina en leche (Liu et al.,
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2012). En la bibliografia se encuentran recogidos experimentos que no conllevan apenas
proceso de pretratamiento de muestra con LOD = 0.05 ppm (Lutter et al., 2010). Y también
otros con mayores necesidades en cuanto a sensibilidad que requieren un tratamiento de

la muestra mas elaborado con LOD = 0.2 ppb (Wang et al., 2016).

En la Tabla 3 se resumen algunas de las técnicas cromatograficas comentadas hasta ahora
para facilitar asi una comparativa entre sus limites de deteccién. Cabe decir que, para una
mejor valoracion, ha de tenerse en cuenta el tiempo necesario para llevar a cabo estas
determinaciones, asi como la dificultad de preparacién de la muestra como veremos a

continuacion.

Tabla 3 Comparativa de técnicas de cromatografia liquida consultadas y sus limites de deteccién

Limite de

deteccion (ppm) Referencia

Técnica analitica Muestra

Cromatografia liquida en fase
reversa (RPLC) (par ionico 1- Leche 0.03 Jing and Lu, 2009
octanosulfonato de sodio)

Cromatografia liquida con Leche de vaca
espectroscopia de UHT 0.001 Finete et al., 2014
fluorescencia (HPLC-Fluo)

Cromatografia en capa fina
acoplada a espectrometria de Leche fresca 0.0027 Rani et al., 2014
masas (HPTLC-MS)

Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-
MS/MS)

Leche en polvo 0.0002 Wang et al., 2016

PREPARACION DE LAS MUESTRAS EN CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Para la determinacién con cromatografia liquida el pretratamiento de la muestra
generalmente requiere una extraccion liquida con un disolvente polar y, en algunas
ocasiones, ademas una etapa de purificacién empleando la extraccién en fase sélida (Liu
et al., 2012). Las sustancias mas utilizadas son el acido trifluoroacético , el acido acético y
el acido tricloroacético (Finete et al., 2014), el acetonitrilo (Braekevelt et al., 2010) ademas
del metanol (Ahmad et al., 2016) y el cloroformo (Wu et al., 2009).
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La extraccion en fase sélida suele realizarse con cartuchos de intercambio idnico
(Braekevelt et al., 2010). Este paso es uno de los puntos débiles de la cromatografia ya
que requiere un tiempo adicional importante en el analisis y ademas, una mala extraccion

puede derivar en un resultado poco fiable.

Existe un caso en el que se ha disefiado un método de pretratamiento para la extraccion
en linea de la melamina. Se trata de la microextracciéon con polimero monolitico (PMME,
Polymer Monolithic Microextraction) y acoplandolo a una columna de cromatografia liquida
junto con un detector UV, se obtuvo un LOD de 0.024 ppm (Peng et al., 2010). Es una
variacion de la extraccion en fase sdlida que tiene la ventaja de ser un proceso continuo de

extraccion y analisis de melamina en leche.

En ocasiones se requiere de un ultimo paso para alcanzar un nivel de sensibilidad alto en

la determinacién. Consiste en realizar una derivatizacion.

La derivatizacion es una modificacion quimica de un compuesto para obtener otro que
tenga propiedades mas adecuadas para el procedimiento analitico que se necesita y que
a la vez sea estable. En el caso analisis con detectores UV-Vis, se ha demostrado
recientemente que la derivatizacion previa con cloruro de Dabsyl (cloruro de 4-
(dimetilaminoazobenceno-4-sulfonilo)), aumenta la sensibilidad de la determinacion de

melamina y su hidrofobicidad (Faraji and Adeli, 2016).

El cloruro de Dabsyl reacciona con el grupo amino (entre otros) de las sustancias como la
melamina, formando otro mucho mas detectable incluso utilizando espectroscopia UV-Vis
(Jansen et al., 1991). En este experimento en concreto, completaron el pretratamiento con
una microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME, Dispersive Liquid—Liquid

Microextraction) utilizando 1-octanol.

Las técnicas que incluyen espectrometria de masas tienen un pretratamiento generalmente
mas sencillo debido a la ya alta sensibilidad del propio método y no precisan muchas veces

de extraccion en fase solida (Lutter et al., 2010).

También es cierto que las sensibilidades requeridas son cada vez mayores con lo que a
pesar de los buenos resultados de la espectrometria de masas acoplada a HPLC, se estan
realizando nuevos pretratamientos para concentrar la melamina. Por ejemplo, se ha
probado realizar una dispersion de la matriz en fase sdélida (MSPD, Matrix Solid Phase
Dispersion) y utilizar como sorbente un polimero de impresion molecular (MIP, Molecularly
Imprinted Polymer) cuyas propiedades de reconocimiento molecular lo hacen altamente

especifico y selectivo. Este método de pretratamiento no llevd mas de 30 min y, seguido
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de LC-MS/MS, ha arrojado uno los mejores resultados en cuanto a sensibilidad se refiere

con un LOD de 0.2 ppb de melamina en una muestra de leche en polvo (Wang et al., 2016).

Por otra parte, existen variaciones dentro de la cromatografia liquida que no precisan
apenas de un pretratamiento y descartan completamente el uso de disolventes organicos
(al menos en el pretratamiento de la muestra). Un ejemplo es el experimento que realizaron
Rani et al., 2014, en el cual analizaron el contenido de melamina en muestras de leche
mediante HPTLC-MS. Tan solo precisaron un bafio de ultrasonidos y un filtrado con papel

de filtro de 0.5 ym para alcanzar unos valores de concentracién del orden de ppb.

3.2.1.2 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es otra técnica muy utilizada para la determinacion de melamina
en leche, asi como para la confirmacién de otras técnicas. Se debe a su relativo bajo coste
de mantenimiento y uso y su alta sensibilidad cuando se acopla a espectrometria de masas
(Liu et al., 2012).

Entre los experimentos encontrados en la bibliografia, podemos destacar la utilizacion de
una columna doble en GC-MS (Xu et al., 2009). La primera se trata de una columna de
polaridad débil y la segunda, una de polaridad mucho mas fuerte fabricada con
polietilenglicol. Ambas se acoplaron mediante un conector de columnas capilares hecho de
cuarzo. El propésito de estas adaptaciones era alcanzar una deteccion directa de la
melamina obteniendo a la vez una buena sensibilidad. Se consiguié un LOD = 0,01 ppm

para muestras de leche y leche en polvo sin paso previo de derivatizacion.

El resto de datos presentes en las investigaciones consultadas no arrojaron mejores
valores de sensibilidad aun habiendo realizado un proceso completo de extraccion de la
melamina, como por ejemplo Lutter et al., 2010 que consiguieron un LOD = 0,05 ppm. Por
su lado, Pan et al., 2012, obtuvieron una sensibilidad de 0,01 ppm para la melamina y 0,025

ppm para el 4cido cianurico (se trataba de una técnica de determinacién simultanea).

Comparando los resultados de Xu et al., 2009 (sin derivatizacién) con Lutter et al., 2010 y
Pan et al.,, 2012 (con derivatizacién) comprobamos que tienen 6rdenes de magnitud
similares. Se puede decir, por tanto, que se deben realizar muchos ajustes en una técnica

para alcanzar una determinada sensibilidad y a la vez prescindir del paso de derivatizacion.
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PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS EN CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases precisa normalmente de varias etapas de preparacion de la
muestra. Normalmente son una extraccién liquida mediante disolventes organicos, una
extraccion en fase solida y un ultimo paso de derivatizacion. Como ya hemos comentado,
este ultimo paso tiene la finalidad de mejorar alguna propiedad del analito mediante la ligera

modificacion de su estructura quimica. Por ejemplo, mejorar su facilidad de extraccion.

El disolvente que mas frecuentemente se encuentra en la bibliografia es el acetonitrilo o el
acido tricloroacético (Xu et al., 2009). Por otro lado, la extraccion en fase sélida suele
realizarse mediante intercambio catidnico fuerte (SCX, Strong Cation Exchange) (Lutter et
al., 2010).

En la Tabla 4 se realiza una comparacién de los tiempos de analisis de cada técnica en

funcién del método de preparacion de la muestra.

Tabla 4 Comparacion del tiempo de analisis en funcion del método de preparacioén de la muestra

Preparacion de la

Técnica analitica Tiempo de analisis Referencia
muestra

Dispersion de la

. 0 LC-MS/MS 30 min aprox. Wang et al., 2016
matriz en fase sélida

Desproteinizacion
con 4cido acético y HPLC-Fluo 30 min aprox. Finete et al., 2014
acido tricloroacético

Extraccion en fase
sélida + GC-MS 1 h aprox Pan et al., 2012
Derivatizacion

Microextraccion en
linea mediante HPLC-UV 32 min aprox. Peng et al., 2010
polimero monolitico

La derivatizacién es un paso que, aunque requiere de un tiempo adicional en la
determinacion, si proporciona una clara diferencia en cuanto a la sensibilidad. En los
articulos encontrados se utiliza bis(trimetilsilil I) trifluoroacetamida (BSTFA) como reactivo
(Pan et al., 2012) para llevarla a cabo. Aunque existen excepciones que, aun omitiendo

este paso, consiguen resultados muy competitivos (Xu et al., 2009).
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3.2.2 Técnicas no cromatograficas

3.2.2.1 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica basada en la migracion de particulas cargadas bajo
la accion de un campo eléctrico. Se utiliza en la separacién de melamina por su alta
eficiencia y rentabilidad. Ademas, proporciona una serie de ventajas como que precisa de
muy poca cantidad de muestra y reactivo para su analisis, a la vez que ofrece una alta
velocidad de separaciéon. En lo que se refiere a la sensibilidad, se ha aplicado en varias
ocasiones en la determinacion de melamina en leche obteniendo muy buenos resultados

de deteccion como veremos a continuacion.

Un momento clave a la hora de trabajar con esta técnica es la fase de inyeccién de la
muestra. Tanto la velocidad de inyecciéon como la presién influyen considerablemente en
la separacion de los analitos. Lu et al., 2014 realizaron un analisis mediante electroforesis
capilar en zona (CZE, Capillary Zone Electrophoresis) en el que decidieron cambiar la
inyeccion hidrodinamica (la mas utilizada) por un sistema de alimentacion electrocinética
(EKS, Electrokinetic Supercharging). La alimentacion electrocinética consiste en la
aplicacion de una diferencia de voltaje mientras que la hidrodinamica se basa en una
diferencia de presion. Este tipo de alimentacion preconcentra la melamina antes de ser
analizada. Se alcanzaron valores de deteccion extraordinariamente positivos (LOD = 0.7
ppb) el cual representa uno de los mejores encontrados entre todas las técnicas de la

bibliografia.

Mas recientemente se intentd evitar el paso previo de pretratamiento con disolventes
organicos. Se realizé una modificacién de la superficie interna del capilar de silice fundida
a base de un revestimiento mixto de dos polimeros: polidopamina y poli (2-metil-2-
oxazolina) parcialmente hidrolizado. Se consiguié detectar mediante electroforesis capilar
con detector ultravioleta (CE-UV, Capillary Electrophoresis - Ultraviolet detection) a un
limite de 0.097 ppm en muestras de leche en polvo (Zhang et al., 2015) siendo este un

buen resultado de deteccion para constar tan solo de un paso experimental.

La técnica de electroforesis capilar es en definitiva una alternativa econémica y con unos
niveles de selectividad y sensibilidad muy aceptables para la determinacion de melamina

en muestras de leche reales.
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En la Tabla 5 se muestra una comparativa de los resultados alcanzados mediante algunas
de las técnicas que se han mencionado hasta ahora. Podemos observar que la EKS-CZE
es la técnica que arroja un mejor limite de deteccion, incluso por delante de la HPTLC-MS,

habitualmente la mas sensible.

Tabla 5 Comparacion de la técnica de electroforesis capilar con otras técnicas para la

determinacion de melamina

Técnica Rango lineal Limite de deteccién Muestra a

analitica (ppm) (ppm) analizar Referencia
ELISA 0.005-0.135 0.1-0.2 Leche ylecheen o, o« o1 2010
polvo
Leche y leche en
GC-MS 0.05-2 0.01 Xu et al., 2009
polvo
HPTLC-MS 1-50 0.0027 Leche y leche en Rani et al.,
polvo 2014
EKS-CZE 0.005-0.2 0.0007 LeChepﬁl'\‘fghe e luetal, 2014
CE-UV 6.25-100 0.097 Leche enpolvo <79 efal,

PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS EN ELECTROFORESIS CAPILAR

Para el analisis mediante electroforesis capilar, la mayoria de las muestras de leche
necesita de un tratamiento previo de extraccién o preconcentracion de la melamina. Esta
fase se suele realizar mediante adicion de disolventes polares como la acetona (Lu et al.,
2014), acetato de sodio (Kong et al., 2014) o acetonitrilo (Chen et al.,, 2011) . A
continuacion, se somete la mezcla a una serie de pasos de centrifugacion y aplicacion de

ultrasonidos tras lo cual se consigue la preconcentracion deseada de la melamina.

Como hemos mencionado en el apartado anterior, recientemente se ha realizado un
avance en lo que respecta a la utilizaciéon de estos disolventes en la fase de extraccion.
Zhang et al., 2015, consiguieron por primera vez realizar una determinacion de la melamina
mediante electroforesis capilar combinado con deteccion ultravioleta omitiendo el paso

previo de extraccién y alcanzando unos resultados de sensibilidad mas que aceptables.
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3.2.2.1 Técnicas electroquimicas

Los métodos electroquimicos ofrecen una buena competitividad en cuanto a deteccién y
simplicidad del analisis. Araujo De and Paixao, 2013 desarrollaron un método que se basa
en la reduccion del par iénico de cloruro de cobre de melamina (MELH* [CuCly]), el cual se
forma a través de la disolucion de un electrodo de cobre en un medio que contiene
melamina. La formacién de este complejo produce un cambio en la sefal
voltamperométrica directamente relacionada con la concentracién de melamina. Tiene la
ventaja de ser muy selectivo con respecto a otras sustancias organicas presentes en la
leche. Se obtuvo un limite de deteccién de 0.107 ppm, lo cual resulta muy aceptable para

un equipo portatil que puede trasladarse facilmente y ser usado in situ.

Rovina et al., 2015 disefiaron un nuevo biosensor electroquimico basado en la modificacion
de un electrodo de oro con chitosan, nanoparticulas de 6xido de calcio y un liquido iénico
para analizar melamina en productos lacteos. Se incrementd la superficie del electrodo
haciéndolo mas eficiente en la inmovilizaciéon de melamina y, por lo tanto, en su sensibilidad
de deteccion. Este sensor resulté ser una de las técnicas mas sensibles encontradas con
un limite de deteccion de 9.6 x 10" M que equivale a un orden de ppq (partes por cuatrillon).
Esta alta sensibilidad lo hace adecuado para ser utilizado en inspecciones alimentarias o

en laboratorios de investigacion.

En la Tabla 6 se recogen algunos experimentos en los que se ha determinado melamina
en leche mediante técnicas electroquimicas utilizando electrodos modificados. A la vista de
los resultados esta técnica es sin duda una de las opciones mas competitivas a la hora de

analizar melamina en leche.
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Tabla 6 Comparacion de técnicas electroquimicas para la determinacion de melamina (Rovina et
al., 2015)
Limite de

Método Muestra s Referencia
deteccion

Electrodo de oro modificado
con Leche en polvo 9.6x 10 M Rovina et al., 2015
CHIT/CaONPs/[EMIM][Otf]

Electrodo de composite
grafito-epoxy utilizando Leche fresca 25x1012M Zhu et al., 2011
cloruro de bismuto

Electrodo de cobre con Araujo de, and Paixéo,

formacién de complejo Leche 0.107 ppm 2013
MELH* [CuCl2]-
Electrodo de carbon de Productos
pantalla impresa modificado | lacteos y comida 98.3 ppb Chen-et al., 2011
por pelicula de polimero para mascotas

3.2.2.2 Otras técnicas

Se ha encontrado en la bibliografia una reciente publicacién que desarrolla una técnica
para la determinacion simultdnea de urea y melamina en leche en polvo (Ma et al., 2016).
Se trata de la técnica de huella quimica no lineal. No precisa de pretratamiento y utiliza “H*
+ Ce** + BrOs + acido malodnico” como sistema de reaccion. Para ello hace reaccionar una
mezcla de acido sulftuirico, acido maldnico, sulfato de amonio cérico, bromuro de sodio,
agua doblemente destilada y una cantidad conocida de leche en polvo. Tras una serie de
analisis de muestras con concentraciones conocidas de urea y melamina, se obtuvo una
relacién lineal multiple entre el contenido de estos adulterantes y el tiempo inductivo
(tiempo que tarda en comenzar la reaccion quimica) de la reaccion de la mezcla de leche
en polvo correspondiente. Por ultimo, se obtiene el contenido en melamina y urea mediante

el método clasico de minimos cuadrados.

A través de esta técnica se consiguio un limite de deteccion para la urea y la melamina de

0.33 ppm y 0.05 ppm respectivamente.

Comparado con la cromatografia de liquidos de alta resolucién, este método resulta mucho
mas econdmico, de facil manejo y ademas no precisa de ningun tipo de pretratamiento de
la muestra. Eso si, siempre y cuando el contenido total de urea y melamina se encuentre

dentro del rango 0-800 ppm.
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4 CONCLUSIONES

Tras una revision de los ultimos trabajos relacionados con el analisis de la melamina en
leche, se puede decir que es una determinacion analitica que despierta gran interés. Desde
el problema ocurrido en China con las intoxicaciones con leche infantil en polvo, se esta

avanzando considerablemente en el disefio de nuevas estrategias de analisis.

En el intento de establecer un mayor control de la seguridad alimentaria, la legislacién en
cuanto a niveles de melamina en alimentos se ha vuelto mas exigente. Esto ha llevado a
un incremento de los andlisis rutinarios y de las inspecciones alimentarias en los ultimos
afnos. Por estarazon, el disefo se centra en general en técnicas que requieran poco tiempo

de determinacién ademas de un grado de deteccidn exigente.

Es por esto que se tiende en muchas ocasiones al uso de métodos in situ y de screening
ya que se ha demostrado que cuentan cada vez con mejores datos de sensibilidad, lo que

permite prescindir de los sofisticados equipos cromatograficos, salvo excepciones.

Entre las técnicas de screening mas competentes en cuanto a niveles de sensibilidad se
puede destacar la espectroscopia de fluorescencia, pese a que requiere casi siempre una

fase previa de extraccion de la melamina que aumenta el tiempo de la determinacion.

Si lo que se busca es una mayor rapidez en la deteccion de melamina, una buena opcion
es la espectroscopia de infrarrojo. No requiere pretratamiento de la muestra y el tiempo del

analisis se encuentra entre 1 y 5 minutos.

Por otra parte, entre los métodos de confirmacion, la técnica mas ambiciosa y que mejores
resultados arroja hasta el momento es la cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS). Por algo es la que actualmente recomienda la FDA
(U.S. Food and Drug Administration).

Sin embargo, se ha comprobado que la electroforesis capilar también es una buena opcién
si se precisan alcanzar niveles de deteccidon muy bajos. Tiene la ventaja adicional de ser
mas econodmico que la cromatografia y requerir muy poca cantidad de muestra y de

reactivo.

Hemos comentado que la mayoria de estas determinaciones necesita una extraccién
previa de la melamina para alcanzar los niveles de deteccion deseados. En relacién con
este aspecto, los métodos para la extraccion de la melamina también han sufrido una

evolucién. La quimica verde es algo que se esta teniendo en cuenta a la hora de desarrollar
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nuevas estrategias de preparacion de las muestras y esto lleva a utilizar cada vez menos

cantidades de disolventes organicos e incluso muchas técnicas omiten su uso.

Una vez valorados todos estos aspectos, se podria deducir que:

e Hay un claro impacto en la evolucion de las técnicas de determinacion de melamina

en leche debido a los casos de intoxicaciones por adulteracién de leche infantil

o Existe un especial interés en desarrollar técnicas mas rapidas debido al aumento
de analisis rutinarios. En este caso destaca, entre las técnicas de screening, la

espectroscopia de infrarrojo la cual requiere muy pocos minutos para realizarse.

e Se esta intentando sustituir los disolventes organicos por otras sustancias mas
ecolégicas y respetuosas con el medio ambiente como, por ejemplo, el cloruro

amonico

¢ Al mismo tiempo, la sensibilidad del método es un tema muy importante a la hora
de hablar de seguridad alimentaria. Los métodos de confirmacion necesitan mas
tiempo de ejecucidn, aunque sus resultados alcanzan el orden de las ppb

holgadamente

e La necesidad de pretratar las muestras constituye un reto para los proximos afos.
Mas concretamente se busca la reduccién de los tiempos de extraccion de la

melamina, asi como la cantidad de los reactivos utilizados

En definitiva, la gran preocupacién que esta despertando la seguridad alimentaria, requiere
de avances muy importantes en las técnicas analiticas para la determinacién de
adulterantes. Para una mayor difusion del control de los alimentos, se pretende que en los
préximos afos las estrategias para el analisis sean cada vez mas accesibles

econdmicamente, rapidas y fiables.
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