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1. LISTADO DE ABREVIATURAS

FAO

HPLC

IUPAC

NIR
NIRS
PLS

PLSR

RZ
RZcv

RMSEC

RMSECV

RMSEP

RPD

uv

Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (High performance Liquid
Chromatography)

Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union
of Pure and Applied Chemistry)

Infrarrojo cercano (Near Infrared)
Espectroscopia del infrarrojo cercano (Near Infrared Spectroscopy)
Minimos Cuadrados Parciales (Partial Least Squares)

Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (Partial Least Squares
Regresion)

Coeficiente de determinacion en calibracion
Coeficiente de determinacion en Validacién Cruzada

Raiz Media Cuadratica del Error Tipico de Calibracion (Root Mean
Square Error of Calibration)

Raiz Media Cuadratica del Error Tipico de Validacion Cruzada (Root
Mean Square Error of Cross Validation)

Raiz Media Cuadréatica del Error Tipico de Prediccion (Root Mean
Square Error of Prediction)

Desviacidn residual de prediccion (Residual Predictive Deviation)

Ultravioleta



2. RESUMEN EN ESPANOL Y EN INGLES

RESUMEN

La leche es un alimento basico en nuestra dieta, sobre todo en los primeros meses de vida. La
aparicion de leche en polvo para bebés adulterada con grandes cantidades de melamina dio
lugar a problemas para la salud en los bebés que la consumieron. La melamina es un compuesto
quimico que se utilizo para aumentar el contenido proteico de la leche de manera fraudulenta.
En este trabajo se pone a punto un procedimiento para la determinacion de melamina en
muestras de leche en polvo y queso mediante HPLC/UV-Visible que sirve como método de
referencia para su determinacion mediante espectroscopia NIR, lo que supondria una ventaja
debido a que las medidas se realizan en tiempo real. También se lleva a cabo la identificacion

de melamina mediante espectroscopia Raman.

Palabras clave: melamina, leche en polvo, queso, HPLC, UV-Visible, NIRS, Raman.

ABSTRACT

Milk is a basic food in our diet, especially in the first months of life. The appearance of baby
milk powder adulterated with large amounts of melamine caused health problems in the babies
who consumed it. Melamine is a chemical compound that was used fraudulently to increase the
protein content of milk. In this work, a method to determine melamine in milk powder and
cheese samples by HPLC/UV-Visible is set up, which is used as a reference method for its
determination by NIR spectroscopy, which would be an advantage due to the measurements are
made in real time. In addition, melamine is identified by Raman spectroscopy.

Key words: melamine, milk powder, cheese, HPLC, UV-Visible, NIRS, Raman.



3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

El aumento del nimero de personas con intolerancias o alergias alimentarias, y las
consecuencias derivadas de la venta y consumo de alimentos procesados sin control riguroso
de los mismos, estd dando lugar a un elevado interés por la seguridad alimentaria, tanto por
parte de los consumidores como por los Organismos Estatales correspondientes. Uno de los
mayores problemas lo originan las adulteraciones, lo que ademas de constituir un fraude,

incrementa exponencialmente las probabilidades de reacciones perjudiciales para el organismo

[1]

La definicion de alimento adulterado dada por la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura) es la siguiente: “Aquel que ha sido modificado por el
hombre, alterando sus caracteristicas, por ejemplo, extrayendo o sustituyendo alguno de los

componentes propios del alimento” [2].

La dada por la Real Academia de la Lengua Espafola para el término “adulterar” es: “Alterar

fraudulentamente la composicion de una sustancia” [3].

En consecuencia, se puede decir que un alimento adulterado es aquel que ha sido modificado
intencionadamente para conseguir un beneficio econdmico, ocultar deficiencias en la calidad

de las materias primas o defectos aparecidos durante la elaboracion del mismo [4].

El fraude alimentario se considera un delito cuando se convierte en una actividad organizada

para engafiar deliberadamente a quienes compran esos alimentos [1].

En el afio 2012 la revista “Journal of Food Science” llevo a cabo una recopilacion de articulos
de revistas cientificas que hacian referencia a la adulteracion de alimentos y de aqui se obtuvo
que los siete alimentos mas adulterados eran: aceite de oliva, leche, miel, azafran, zumo de
naranja, café y zumo de manzana [5]. La adulteracion de la leche ha provocado en los Gltimos

afios importantes problemas en la salud humana.

En septiembre de 2008 hubo un escandalo en China relacionado con la leche en polvo para
consumo infantil debido a que se le habia afiadido una sustancia llamada melamina [6], la cual

se utiliza en la fabricacion de resinas, pegamentos y plasticos [7]. Como consecuencia de ello
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unos 300.000 nifios fueron intoxicados y 6 de ellos murieron. Esta sustancia se afiadié a la leche
para conseguir un aumento del contenido en proteinas del alimento, es decir de su valor
nutricional, ya que este se cuantifica a través del nitrégeno total que tenga el alimento y porque

ademas se conseguia una produccion mas econémica [8].

Toda esta polémica ha dado lugar a que la industria alimentaria haya cambiado sus procesos de
produccién inclinandose por productos practicamente sin estabilizantes, ni aditivos ni

conservantes artificiales. Pasan a tener importancia los alimentos naturales y ecolégicos.

3.1. La leche

La leche es un alimento que siempre ha formado parte de nuestra dieta, sobre todo durante los
primeros afios de vida. Un vaso de leche contiene el 21% de proteina y el 8% de calorias y
micronutrientes necesarios para un nifio de 5 afios, aportando también calcio, magnesio, selenio,

riboflavina y vitaminas B12 y B5 [9].

3.2. Adulteracion de la leche: sustancias mas utilizadas

La leche se ha vuelto objeto de adulteracion debido a que presenta un alto valor nutricional lo
que ha dado lugar a que se haya producido un incremento en su produccién y consumo en los
ultimos afios [10]. La adulteracion puede suponer un riesgo para la salud de las personas que
consuman esa leche, pero también puede no serlo si se trata de una adulteracion que so6lo
conlleve la dilucion o adicion de alguna sustancia que aumente el volumen, o que falsee un
producto de baja calidad o que reemplace sustancias de la propia leche por otras mas

economicas todo ello con el fin de alcanzar un beneficio economico [11].

Hay una serie de adulterantes como la urea, el sulfato de amonio, la sosa cadstica, el acido
borico, el &cido benzoico, el &cido silicico, el peroxido de hidrogeno, los azucares y la melamina
que se utilizan para modificar determinados parametros de la calidad de la leche como son el
porcentaje de solidos no grasos, o el de proteinas o la duracion del producto y que suponen un
peligro para la salud humana [12].



Llevar a cabo una deteccion de adulterantes en la leche se puede realizar sin problemas, sin
embargo, cuantitativamente, en funcion del adulterante sera necesario utilizar unas técnicas de
mayor o menor complejidad. Las técnicas analiticas que se utilizan para determinar las distintas

sustancias que se emplean como adulterantes aparecen recogidos en la Figura 1 [12].

ADULTERANTES TECNICAS
Melamina
. . HPLC IR
Nitroégeno no proteico
& P Urea Sensores Raman
Suero

Peroxido de hidrogeno

Incremento del tiempo . HPLC IR
de conservacion Harmaldzhido FL R
‘ Acido Salicilico aman
Grasas animales HPLC
Contenido en grasas Grasas vegetales GC
Surfactantes IR
Diluyentes Agua IR ,Espectrometlﬁia
Suero Raman Indice refractivo

Figura 1. Esquema de los distintos adulterantes de la leche y las diferentes técnicas analiticas

para su determinacion

3.3. La melamina

La melamina, segin la IUPAC: 2,4,6-triamino-1,3,5-triazina, es un compuesto quimico de
formula empirica CsHsNe (Figura 2) que a temperatura ambiente es un polvo cristalino de color

blanco, fuertemente polar, poco soluble en agua e insoluble en disolventes comunes [13].

NH,

NA\N
A A

H,N” N NH,

Figura 2. Estructura quimica de la melamina



Presenta distintas utilidades [14]:

o Da lugar a la resina de melamina (Figura 3) cuando se la combina con formaldehido en
la fabricacion de termoplasticos
o Presenta propiedades ignifugas cuando se mezcla con resinas, debido a que cuando se

guema o carboniza libera gas nitrogeno

o En la fabricacion de pinturas, de fertilizantes, de pesticidas, de productos de limpieza,
NH, HNTS
O
N/‘\N % Il N/*N

A A H O +\N AN J\NH'_T|*

NS
H,N” N7 “NH, H "N
Figura 3. Sintesis de resina de melamina-formaldehido
La sintesis de la melamina a partir de la urea se produce en dos pasos [13]:
1. Reaccion de descomposicion de la urea en acido cianico y amoniaco. ES una reaccion
endotérmica.

(NH2)2CO — HOCN + NH3s

2. Reaccion de polimerizacion del &cido cianico que da lugar a la melamina y se libera didxido

de carbono. Se trata de una reaccién exotérmica.
6 HCON — C3HgNg + 3 CO2

Como productos intermedios pueden formarse el acido cianurico, la amelida y la amelina
(Figura 4).

oM MH MNH;

HOO N oM HO™ NT OM HaN N OH

Figura 4. Estructuras quimicas del &cido ciandrico, amelida y amelina, respectivamente



3.4. La melamina como adulterante en la leche

El valor nutricional de la leche viene medido por su contenido en proteinas, entre otros
parametros, y para ello se calcula el nitrégeno total mediante los métodos de Kjeldahl y Dumas,
los cuales no distinguen entre el nitrégeno no proteico y el proteico [15]. Debido a esto,
determinadas industrias dedicadas al sector lacteo lo utilizaron para reducir sus costes en la
produccién afiadiendo determinadas sustancias que conservaban el nitrogeno total de la leche,

aunque nutricionalmente desde el punto de vista proteico no era asi.

Si afiadimos un gramo de melamina a un litro de leche se puede aumentar hasta un 0.4% el
porcentaje de proteinas de un modo no real debido a que la molécula de melamina aporta 6
atomos de nitrégeno por molécula. Ademas, la solubilidad de la melamina en agua es de 3.1
g/L por lo que se puede aumentar en un 1,2% el porcentaje de proteinas en un litro de leche de
forma falsa [16].

Cuando se comenzo a utilizar la melamina como adulterante de la leche no era considerada
perjudicial para la salud de los consumidores porque no estaba clasificada como una sustancia
cancerigena en los humanos [8], aunque posteriormente si se la ha podido relacionar con la
aparicion de tumores en el aparato urinario de ratas y ratones [16]. Para evitar graves
consecuencias en la salud humana se han establecido por los diferentes paises unos limites que

en ningun caso superan el nivel de traza [17]-[20].

3.5. Toxicidad de la melamina

Una vez ingerida la melamina, se elimina directamente por el aparato urinario (a las 24h de
haberla ingerido se elimina el 90%). Los estudios realizados sobre melamina en humanos han
sido por inhalacion o contacto cutaneo, pero hay escasa informacion sobre sus efectos al ser
ingerida [21]. En cambio, si se ha realizado el estudio de toxicidad de la melamina en animales
como ratas, ovejas, cerdos... obteniéndose como resultado la aparicion de una toxicidad aguda,
que da lugar a trastornos en el aparato urinario, o cronica que puede producir infertilidad o

malformaciones fetales o cancer de vejiga [16].



En el afio 2008 se tom6 una medida de emergencia en la Union Europea que prohibia la
importacion de productos lacteos originarios de China debido al elevado porcentaje de
melamina que presentaban. Esto fue debido a un estudio llevado a cabo sobre nifios
consumidores de estos productos y que dio como resultado la observacion de formacion de
cristales en el aparato urinario que causaban lesiones tubulares proximales e incluso
obstrucciones llegando a provocar incluso la muerte. También se observo que cuanto menor era
la edad del individuo més graves eran los efectos. Estos cristales se forman al combinarse la
melamina con el acido ciandrico mediante enlaces de hidrégeno dando lugar a un complejo

Ilamado cianurato de melamina (Figura 5) [11][15].

H O-H=NH
HN N NH: O~ _N__O HN—{’ N
h » ki 5 0= N=H-==N M—NH,

Figura 5. Interaccion entre la melaminay el acido ciandrico para formar cianurato de melamina

3.6. Antecedentes bibliograficos

La mayor parte de la bibliografia propone para la deteccién de melamina la cromatografia de
liquidos o de gases acoplada a un espectrometro de masas (LC-MS, LC-MS/MS, GC-MS) y
cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector UV (HPLC-UV) [23]-[26].

En el afio 2015, A. Fashi, M. R. Yaftian, y A. Zamani determinaron melamina mediante HPLC
con detector UV a 240 nm, utilizando como fase estacionaria una columna C18 y como fase
movil fosfato y metanol (95:5) con un flujo de 0,8 mL/min. Realizaron una extraccion previa
con electromembrana de microextraccion (LPME) [27]. Posteriormente, en el afio 2018, J.
Maleki, F. Nazari, J. Yousefi, R. Khosrokhavar, y M. J. Hosseini determinaron melamina
mediante HPLC con detector UV a 244 nm, utilizando como fase estacionaria una columna C18
y como fase movil 1-octanosulfonato de sodio, acido citrico y acetonitrilo (80:20) con un flujo
de 1 mL/min. Bajo estas condiciones, el tiempo de retencion fue de 5 minutos. Previamente
extrajeron la melamina con tricloroanisol (1%) y acetonitrilo en proporcion 3:1, realizando una
agitacion en el ultrasonidos durante 30 minutos y posteriormente centrifugaron la disolucién

durante 10 minutos a 10000 rpm. Por dltimo, la filtraron con cartuchos de extraccion en fase
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solida (SPE) [28]. En el afio 2021 R. Abedini y col. determinaron melamina mediante HPLC
con detector UV a 242 nm, utilizando como fase estacionaria una columna C18 y como fase
movil metanol con un flujo de 1 mL/min. Bajo estas condiciones, el tiempo de retencion fue de
16 minutos. Previamente realizaron una extraccion de la melamina con acido tricloroacético
(1%) y acetonitrilo en proporcion 3:1. Se agitd la disolucién en el ultrasonidos durante 30
minutos, posteriormente se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos y por Gltimo filtraron la

disolucién con papel de filtro y con cartuchos de extraccion en fase solida (SPE) [29].

Estas técnicas presentan alta sensibilidad y especificidad aunque, en comparacion con otras
técnicas, necesitan de una preparacion de las muestras, realizacion de calibrados y utilizacion
de reactivos o gases inertes que faciliten el desplazamiento de los analitos sobre las columnas.
En GC-MS hay que llevar a cabo una derivatizacion previa [17], lo que hace la determinacion
aun mas laboriosa. Por Gltimo, los equipos con detector de masas son de mantenimiento y coste

elevados.

Hay otros métodos rapidos y sensibles, pero menos precisos, como son: el ensayo ELISA
(ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), el inmunoensayo enziméatico (EIA),
electroquimioluminiscencia, sensores electroquimicos, electroforesis capilar, fluorescencia,

analisis por infrarrojo, espectroscopia Raman, ensayos colorimétricos, ... [30]-[35]

La espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS) se presenta como una técnica alternativa a la
determinacion de muchos compuestos [36]-[38], entre ellos la melamina [18]. Esta técnica se
empez0 a desarrollar hacia 1950 y a ser utilizada en el analisis quimico en procesos industriales
y en la investigacion cientifica durante la década de los afios 80. Su amplia utilizacion en el
campo de la Quimica Analitica se establece en los ultimos veinte afios cuando los progresos en
el campo de la informatica han permitido utilizar métodos de calculo avanzados para extraer

mayor informacion de los barridos espectrales [39].

Hay numerosos articulos cientificos sobre el analisis de melamina en leche en polvo mediante
NIRS. En el afio 2016, R. Yang, R. Liu, G. Dong, K. Xu, Y. Yang, and W. Zhang analizaron
melamina en el intervalo de concentracion 0,01-3 g/L [40]. En el afio 2017, P. F. Scholl y col.
la midieron en el rango de concentracion 0-0,39 % [41]. En ese mismo afio, R. Henn, C. G.
Kirchler, M. E. Grossgut, and C. W. Huck la analizaron en el intervalo 0-5,5 % [42]. En el afio

2020, D. F. Ting, L. P. Pui, and M. I. realizaron experimentos similares, pero en este caso en el
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intervalo de concentracion 10-100 % [19]. En el afio 2021, W. Liang, Z. Zhu, B. Yang, X. Zhu,
and W. Guo en el rango de 1 a 400 ppm [18]. En todos estos trabajos se obtuvieron buenos
ajustes, demostrando asi la viabilidad de la tecnologia NIRS como método analitico para

cuantificar este contaminante en la leche en polvo.
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4. OBJETIVOSY PLAN DE TRABAJO

Objetivos:

a) Determinacion de melanina por diferentes técnicas analiticas: HPLC con detector UV-
Visible, espectroscopia NIR y espectroscopia Raman.

b) Comparar y discutir los resultados obtenidos al aplicar dichas técnicas analiticas.

c) Proponer en su caso, el procedimiento mas adecuado para la determinacion de melamina

en muestras de queso y leche en polvo.

Plan de trabajo:

1) Estudio para la determinacion de melamina por HPLC/UV-Vis.

2) Estudio para la determinacién de melamina por espectroscopia NIR.

3) Estudio para la determinacion de melamina por espectroscopia Raman.

4) Estudio para la extraccion de melamina en muestras lacteas contaminadas.
5) Determinacién en muestras de productos lacteos: leche en polvo y queso.

6) Discusion de resultados.
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5. TECNICAS UTILIZADAS

5.1. Espectroscopia de absorcion molecular ultravioleta-visible

La espectroscopia ultravioleta-visible se basa en el proceso de absorcion molecular de la
radiacion UV-Visible (190-850 nm) (Figura 6), el cual produce transiciones electrénicas. Con
esta técnica se mide la cantidad de radiacion transmitida al atravesar una disolucion.

Increasing wavelength
102 10° 10° 10 100 10
melers 1 nanometer 1000 nanomeer 1 millimeter 1 mefer 1 kilometer

| | | 1 | | | | 1 | | 1 1 | |

Gamma X-rays Ultraviolet Infrared Microwaves  Radar Radio Broadcast  Long
rays V) (IR) waves band waves
\NVV\ Short wavelengths \/’\/\ Long wavelengths L ——

I I
10° Hz 10¢ Hz
Increasing frequency

I
10% Hz

Visible Spectrum (390-780 nm)

Infrared
(IR)

Ultraviolet
V)

T I I I
400 500 600 700
nanometers nanomelers nanometers nanomefers

Figura 6. Espectro electromagnético

En este trabajo, la técnica se emplea para conocer la longitud de onda de maxima absorcion de
la melamina para utilizarla en su determinacion por HPLC con detector UV-Visible. El espectro
obtenido también se emplea para comprobar posibles interferencias de otros compuestos

presentes en nuestro tipo de muestra.

5.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La técnica de HPLC se utiliza para llevar a cabo la separacion de los componentes de una
mezcla en funcion de la interaccion entre los analitos al pasar por una columna (fase

estacionaria) y la fase movil portadora de la muestra, identificandolos a la salida mediante el

detector apropiado (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de un equipo de HPLC
En este trabajo, se inyectan patrones de diferentes concentraciones de melamina para
posteriormente determinar esta sustancia en muestras de leche en polvo y queso.
5.3. Espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS)

El analisis de infrarrojo cercano se basa en el estudio de la interaccion de la radiacion

electromagnética en la region del infrarrojo cercano (Figura 8) con la materia.

—'*- -‘." i;l i Hl I '.(f.'}:'_*l ‘ ;

R it

Figura 8. Espectro electromagnético, en verde aparece sefialada la zona NIR

El NIR comprende una zona del espectro en la que los componentes de la muestra que va a ser
estudiada presentan una baja absorcion comparada con las demas regiones del IR. La radiacion
incidente produce la vibracion de los enlaces covalentes en las uniones: C-H, O-Hy N-H. Esto
da lugar a que aparezca una banda en el espectro NIR, que no solo se debe a dichas uniones,
sino también a las interacciones moleculares entre diferentes moléculas presentes en la muestra.
La luz que incide sobre la muestra puede interactuar con ella por diversos mecanismos,

empleandose las distintas formas de anélisis: transmitancia, reflectancia, transreflectancia e
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interactancia-reflectancia, segn la presentacién de la muestra: solida, liquida o muestras

liquidas semitransparentes o semisoélidas (Figura 9) [43].
Luz

/ incidente
Luz ——> Detectores Detectores

incidente \

Transmision/Transmitancia Reflexién/Reflectancia
Luz ..
incidente Luz incidente
Fibra éptica
Detectores ’ ‘ Detectores
Reflector
Transflectancia Interactancia-Reflectancia

Figura 9. Mecanismos de interaccion entre la luz y la muestra en NIRS

Las ventajas que presenta esta técnica son:

a) Es precisa, rapida y de un bajo coste econémico por medida.

b) No es destructiva ni invasiva y tampoco necesita tratamiento previo de la muestra ni
utilizacion de reactivos.

c) Permite la determinacion de varios componentes de la muestra simultaneamente (previa

calibracion por componente).

Como desventajas:

a) Elevado coste del equipo.

b) Para su puesta a punto es necesario el tratamiento quimiometrico de los datos obtenidos junto
con diferentes pretratamientos espectrales mediante el empleo de programas estadisticos y
métodos multivariantes.

c) Es una técnica que se necesita de otras referentes para su calibracion.

En este trabajo, esta técnica se utiliza para cuantificar melamina en diferentes muestras. El
mecanismo que se ha utilizado es interactancia-reflectancia, en el cual se utiliza una sonda laser
de fibra Optica, la cual hace incidir radiacion sobre la muestra recogiendo la energia reflejada

por la muestra.
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5.4. Espectroscopia Raman

A través de la espectroscopia Raman se puede obtener informacion acerca de la estructura y
caracteristicas quimicas tanto de compuestos inorganicos como organicos. Esta técnica mide la
radiacion dispersada por un compuesto cuando se hace incidir sobre €l una radiacion de luz
monocromatica. Para llevar a cabo esta técnica la muestra no necesita un tratamiento previo, lo

que supone una ventaja.
En este trabajo se utiliza esta técnica para diferenciar el espectro de las muestras lacteas en

estado natural (producto comercial de queso y leche en polvo) de cuando estas han sido

contaminadas con melamina.
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6. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

6.1. Reactivos

e Melamina 99% Sigma-Aldrich

e Agua desionizada PURELAB Classic, Elga

e Acido acético glacial > 99,8% Sigma-Aldrich

e Acido acético para HPLC > 99,8% Sigma-Aldrich
e Leche en polvo para lactantes “Almiron”

e Queso de oveja afiejo “Flor de Esgueva”

6.2. Materiales

Vasos de precipitados

e Probetas

e Matraces aforados

e Pipetas

e Embudo conico

e Aro con nuez

e Soporte metélico

o Filtro de papel

e Filtros de nylon de 0,45 um
e Tubos Falcon de 50 mL
e Espatula

e Varilla de vidrio

e Jeringa

e Cubeta de cuarzo
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6.3. Equipos

Desionizador PURELAB Classic

e Balanza Sartorius Entris 2241-1S (precision de 0,0001 g)

e Balanza Precisa 40SM-20? (precision de 0,00001 g)

e Agitador vibrador oscilante Vibromatic P Selecta

e Espectrofotometro UV-Visible Agilent 8453

e Equipo de HPLC con detector UV-Visible Agilent Technologies 1200 series

e Espectrometro Raman BWS415 B&W Tek con haz de luz laser de excitacion de 785 nm

e Espectrometro NIR MPA (Multi Purpose Analyzer) Bruker Optics con haz de luz laser de
He-Ne de 633 nm
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7. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

7.1. Preparacion de los patrones

Se prepara una disolucion madre de 100 ppm de melamina en agua desionizada. Para ello se
pesan 10 mg de la melamina comercial, se disuelve en un volumen de agua desionizada y se
enrasa en un matraz aforado de 100 mL. A partir de esta y del modo conveniente, se preparan
disoluciones patron de 80, 65, 50, 25, 15, 10,4, 2y 1 ppm.

7.2. Muestras de leche en polvo y queso tratadas con melamina

Se preparan diferentes muestras de leche en polvo y queso con cantidades conocidas de
melamina. Para ello se mezcla 1 g de leche en polvo o queso con diferentes cantidades de
melamina comprendidas entre 0,001 g y 1 g. Las cantidades pesadas se detallan en la siguiente

tabla, junto con la concentracion de melamina en % (Tablas 1y 2):

Figura 10. Muestras de leche en polvo contaminadas con melamina
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Tabla 1. Cantidades de leche en polvo y melamina a mezclar para preparar las diferentes

muestras contaminadas

m leche en polvo (g) | m melamina (g) | % melamina
1,0000 0,0011 0,11
1,0000 0,0020 0,20
1,0000 0,0032 0,32
1,0001 0,0041 0,41
1,0001 0,0051 0,51
1,0000 0,0061 0,61
1,0000 0,0070 0,70
1,0001 0,0080 0,79
1,0001 0,0090 0,89
1,0000 0,0100 0,99
1,0004 0,0153 1,51
1,0004 0,0201 1,97
1,0005 0,0251 2,45
1,0000 0,0303 2,94
1,0000 0,0350 3,38
1,0000 0,0403 3,87
1,0002 0,0452 4,32
1,0000 0,0500 4,76
1,0001 0,0550 521
1,0000 0,0600 5,66
1,0000 0,0700 6,54
1,0000 0,0750 6,98
1,0001 0,0800 7,41
1,0000 0,0901 8,27
1,0000 0,0950 8,68
1,0000 0,1002 9,11
1,0000 0,1050 9,50
1,0001 0,1102 9,93
1,0000 0,1151 10,32
1,0006 0,2004 16,68
1,0000 0,4004 28,59
1,0002 0,8006 44,46
1,0007 1,0001 49,98
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Tabla 2. Cantidades de queso y melamina a mezclar para preparar las diferentes muestras

contaminadas

m queso (g) | m melamina (g) | % melamina
1,1167 0,0160 1,41
1,0105 0,1003 9,03
1,0105 0,2007 16,57
1,0041 0,4003 28,51
1,0051 0,8009 44,35
1,0073 1,0005 49,83

Las muestras de leche en polvo y queso se almacenan a 4°C.

7.3. Espectroscopia de absorcion molecular ultravioleta-visible

Para determinar la longitud de onda de maxima absorcion de la melamina, se realizan barridos
entre 190 y 850 nm de disoluciones patron de melamina de diferente concentracién. Se obtienen

espectros de méaxima longitud de onda a 204 nm (Figura 11).

cErT

Figura 11. Espectros UV-Visible de las disoluciones patron de melamina de 1, 2, 4 y 10 ppm
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7.4. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Para determinar melamina por esta técnica, se utiliza un equipo de HPLC con detector UV-
Visible (Figura 12).

Figura 12. Equipo de HPLC/UV-Visible utilizado en este trabajo
En base a las experiencias previas realizadas por espectroscopia de absorcion molecular y a la
bibliografia consultada, la longitud de onda elegida es la de la méaxima absorcién de la
melamina, 204 nm.
Con respecto a la fase movil, se estudiaron diversas mezclas, teniendo en cuenta las
caracteristicas de polaridad de la melamina. Se elige como fase mévil agua y acido acético (1%)

en proporcion 90:10.

Como fase estacionaria se utiliza una columna cromatografica de C18 (Kromaphase de

dimensiones 150x4,6 mm y tamaiio de particula 5 um).

En estas condiciones se obtiene un pico bien definido a unos 12 minutos (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma de la disolucion patron de 100 ppm de melamina

Las condiciones de trabajo se recogen en la siguiente tabla (Tabla 3):

Tabla 3. Condiciones HPLC

Fase movil

Agua y acido acético (1%) en proporcion 90:10

Fase estacionaria

Columna de C18

Longitud de onda 204 nm
Temperatura 20°C
Velocidad de flujo 1 mL/min
VVolumen de inyeccién 5uL

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de medida, se realiza una linea de calibrado con
diferentes disoluciones patron de melamina en agua. Los cromatogramas aparecen recogidos

en el anexo en el apartado de HPLC.
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Tabla 4. Areas de los picos y sus correspondientes tiempos de retencion de las diferentes
disoluciones patron de melamina medidas por HPLC/UV-Visible

Concentracion (ppm) | Area pico
100,00 3655,2
80,00 2958,6
65,00 24137
50,00 1838,1
25,00 1008,1
12,50 577,1
6,25 155,4
3,13 56,3

En la siguiente gréfica (Figura 14) se representa el &rea de pico frente a la concentracion y de
este modo se obtiene la linea de calibrado:

4000
3500
3000
2500

[}
£2000
1500 y=3675x + 12316

R2=10,9976
1000

500

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (ppm)

Figura 14. Linea de calibrado para HPLC con patrones de melamina

Los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) son 1,07 ppm y 3,26 ppm,

respectivamente.
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Determinacién en muestras

Extraccion

Se procede a extraer la melamina de las muestras tratadas con dicho compuesto siguiendo el

siguiente procedimiento:

Se pesa una cantidad del orden de 0,1 g de cada una de las muestras tratadas con melamina, se
introducen en un tubo Falcon y se afiaden 10 mL de disolucién de acido acético al 2%. Se
preparan también muestras de leche en polvo y queso sin tratar a fin de que sirvan de referencia.
Se agita automaticamente durante 20 min (<550 unidades/minuto) (Figura 15) y se deja decantar

durante 10 minutos.

Figura 15. Agitador vibrador oscilante Vibromatic P Selecta
A continuacion, se realiza un primer filtrado con papel para eliminar particulas en suspension,
posteriormente se realiza un segundo filtrado con filtro de nylon de 0,45 um hasta disolucion
transparente.
Determinacion
Una vez extraida la melamina de las muestras, se procede a determinar su concentracion por

HPLC a fin de conocer la efectividad en el proceso de extraccion. Los resultados se reflejan en
la Tabla 5.
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Tabla 5. Datos recogidos de los analisis por HPLC de las extracciones de melamina en leche

en polvo y queso

Muestra A - L
masa leche en polvo o queso (g) / masa melamina (g) AR IRl
1,0000 g leche en polvo / 0,0100 g melamina 23879,0 126,64
1,0000 g leche en polvo / 0,1002 g melamina 42721,8 89,36
1,1167 g queso / 0,0160 g melamina 8692,3 36,90
1,0105 g queso / 0,1003 g melamina 17975,9 42,47
1,0105 g queso / 0,2007 g melamina 29478,8 38,45
1,0041 g queso / 0,4003 g melamina 57732,3 18,20
1,0073 g queso / 1,0005 g melamina 61177,5 10,13
Leche en polvo - -
Queso - -

Los resultados de la tabla anterior nos muestran que el % extraido en las muestras de queso es
menor que en las de leche en polvo, lo que puede deberse a que al afiadir la melamina a muestras
de queso comercial, se dificulta la homogeneizacion por tratarse de un solido bastante
compacto, lo que no ocurre con la leche en polvo. También puede deberse a la baja solubilidad

de la melamina en agua (3 g/L).

Al analizar las muestras de leche en polvo y queso sin contaminar el equipo no detecta presencia

de melamina.

Los cromatogramas de las muestras aparecen recogidos en el anexo en el apartado de HPLC.

7.5. Espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS)

La determinacidn se lleva a cabo con un espectrémetro de infrarrojo cercano por Transformada
de Fourier FT-NIR modelo MPA (Multi Purpose Analyzer) de Bruker Optics, que abarca desde
15.000 hasta 3.600 cm™ (660-2780 nm) con una sonda de fibra dptica para medidas en reflexion
(Figura 16).
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Figura 16. Equipo NIRS utilizado en este trabajo

En primer lugar, se procede al desarrollo de la calibracion de melamina analizando un total de
130 muestras de leche en polvo contaminadas con diferentes cantidades de melamina, a efectos
de buscar la interrelacion entre los espectros NIR y la concentracion de melamina en las

muestras.

Dada la dificultad de homogeneizacién en el proceso de adicién de la melamina al queso,
indicada anteriormente, los resultados obtenidos sobre este tipo de muestra fueron poco

representativos, por lo que se decidi6 poner a punto el método solo para la leche en polvo.

Se miden las muestras de leche en polvo contaminadas (Tabla 1) en un rango espectral entre
4000 y 12500 cm™ (Figura 17). Se realizan cuatro espectros por muestra, dos de ellos se toman
a 16 barridos y otros dos a 32, y empleando dos resoluciones: 8 y 16 cm™. Cada muestra se

mide por triplicado.

Figura 17. Sonda laser de fibra dptica del equipo NIRS
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Una vez obtenidas las medidas espectrales de las muestras de leche en polvo contaminadas con
melamina, se lleva a cabo el desarrollo del modelo de prediccion para la determinacion de

melamina.

El modelo de prediccion (calibracion) se ha desarrollado mediante regresién por minimos
cuadrados parciales (PLSR), utilizando el software quimiométrico OPUS/QUANT vy
empleando el método de validacion cruzada, que consiste en que un grupo de muestras se saca
del conjunto de calibracion y se utiliza para validar el modelo desarrollado con el grupo de
muestras restante. Este proceso se repite sucesivamente hasta que todas las muestras han sido

analizadas.

En el proceso de calibracion se obtiene el error de calibracion (RMSEC) y el coeficiente de
determinacion R?. Para la obtenciéon del modelo en validacion cruzada se establece un
subconjunto de validacion excluyendo un 10% del conjunto de muestras de calibracion. Para
evaluar la precision de los modelos desarrollados se emplea el error de prediccion en validacion
cruzada (RMSECV), el coeficiente de determinacion (R%cv) y la desviacion residual de
prediccion (RPD), que evallan la capacidad de prediccién del modelo. Cuanto mayor sea el
valor de R%cv y de RPD y menor el de RMSECV, mejor sera el modelo.

Con el fin de optimizar el proceso de calibracion se realizan los siguientes procesos:

1. Deteccién y eliminacién de valores atipicos (outliers)

Las estadisticas derivadas de los conjuntos de datos que incluyen valores atipicos son
frecuentemente engafiosas. Un outlier es una observacion que es numéricamente distante del
resto de los datos. Para su deteccion se emplean la distancia de Mahalanobis, que indica
como de diferente es el espectro de la muestra del espectro promedio de la poblacién, y el
residuo espectral, que es la diferencia entre el espectro medido y el que se espera

tedricamente a partir del analisis de los factores del modelo de calibracion.

2. Aplicacién de pre-procesamientos matematicos

Debido a que normalmente la sefial de absorcion es débil, es necesario procesar
matematicamente los datos espectrales para extraer informacion valiosa acerca de las

propiedades quimicas de las muestras.
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Para comprobar la robustez de los modelos de calibracion desarrollados y determinar la
capacidad real de prediccion de dichos modelos, se realiza un proceso de validacion externa,
que consiste en aplicar el modelo a un conjunto de muestras que no pertenecen al grupo de
calibracion y cuyo rango de concentracion esta dentro de la aplicabilidad del modelo de
calibracién obtenido. De este proceso se obtiene el error estandar de prediccion (RMSEP) y la
desviacion residual de prediccion (RPD).

El primer estudio que se lleva a cabo es para determinar el nimero de barridos y la resolucién
que se vayan a utilizar para realizar el modelo de calibracion. Paraello, se lleva a cabo la medida
espectral de 93 muestras empleandose 16 y 32 barridos a dos resoluciones de 8 y 16 cm™ (Tabla
6). Las medidas se hacen por triplicado, por lo que también se evalla la influencia en el modelo

empledndose los 3 espectros individuales y el espectro promedio.
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Tabla 6. Resultados obtenidos en la calibracion y validacion cruzada de melamina

. VALIDACION
) NC de CALIBRACION CRUZADA
PECETETD | (Resel. barridos e N° de Rango de Factores
god Pre-procesamiento R? |RMSEC | R%v |RMSECV |RPD
muestras | frecuencias PLS
8 16 3 espectros 93 7502,4-4246,9 Eliminacion de desnivel constante 9 99,41| 0,230 | 98,32 0,365 7,77
. 9400,2-6098,3 y L .
8 16 promedio 31 5450,3-4246.9 Sustraccion de linea recta 7 99,68| 0,184 | 98,28 0,369 7,66
9400,2-6098,3 y o .
8 32 3 espectros 93 5450,3-4246,9 Normalizacion de min-max 8 99,32| 0,243 | 98,35 0,361 7,79
. 9400,2-6098,3y | .. . o .
Melamina 8 32 promedio 31 5450,3-4246.9 Primera derivada + normalizacion vectorial (SNV) 5 99,60| 0,198 | 98,65 0,327 8,74
(%) 7506,2-6094,5 y . . L .
16 16 3 espectros 93 5454,2-4597 9 Primera derivada + sustraccion de linea recta 10 99,55 0,201 | 97,85 0,413 6,82
. 6804,2-6094,5 y . . L .
16 16 promedio 31 5454,2-4597 9 Primera derivada + sustraccion de linea recta 10 99,80| 0,156 | 98,75 0,315 8,99
9404-7498,5y L . - o
16 32 3 espectros 93 5454.2-4243 Correccidn de dispersién multiplicativa 5 98,95| 0,297 | 98,28 0,369 7,62
16 32 promedio 31 6102,2-4597,9 Eliminacion de desnivel constante 8 99,49| 0,239 | 98,42 0,354 7,98
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Como se puede observar en la Tabla 6 (marcado en negrita), al realizar el promedio de los
espectros de la combinacion de 16 barridos con resolucion de 16 cm™, se obtienen los mejores
resultados, presentando el més alto valor del coeficiente de determinacion con el menor error

de prediccion.

Una vez determinada la metodologia para el analisis espectral, se procedié a analizar el resto
del conjunto de muestras de calibracion. En la siguiente imagen (Figura 18) aparecen recogidos
los espectros de todas las muestras analizadas. Se puede observar que todas las muestras
presentan espectros similares y que tienen picos en comun con el espectro de la melamina (color
azul), y cuanto mayor es la concentraciéon de melamina en la muestra, mayor intensidad

presentan los picos en determinados intervalos del espectro de infrarrojo.

0.8 1.0 1.2 14 1.6
|

Absorbance Units

0.6
|

0.4

T T T T T T T
12000 11000 10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000
Wavenumber cm-1

Figura 18. Espectros NIR de las muestras de leche en polvo contaminadas con melamina
Como el rango de concentracion es muy amplio (0-50%), las calibraciones y validaciones se

realizan en diferentes intervalos respecto a la concentracion de melamina: 0-1%, 0-10% y 0-

50%. Los datos se recogen en la Tabla 7.

32



Tabla 7. Resultados obtenidos en la calibracion y validacion cruzada de melamina

P VALIDACION
. Rango N° de AR RGO CRUZADA
Parametro concent Regl. barridos Wiseele N° de Rango de Factores
' god Pre-procesamiento R? |RMSEC | R%v | RMSECV | RPD
muestras | frecuencias PLS
. 9404-7498,5y o .
-509 ’
e 0-50% 16 16 promedio 128 5778,2-5446.5 Normalizacion vectorial SNV 7 99,61| 0,435 |99,40| 0,519 |12,90
elamina
(%) 0-10% 16 16 promedio 123 9404-5446,5 Correccidn de dispersién multiplicativa 8 98,81| 0,364 |98,30| 0,419 7,66
0-1% 16 16 promedio 44 9404-5446,5 Correccidn de dispersién multiplicativa 10 93,52| 0,081 |76,05| 0,135 2,05
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En las siguientes imagenes (Figuras 19-21) se representan los valores predichos por el equipo
frente a los valores reales, una vez eliminados los outliers. Se observan 2 lineas: una de color
verde que representa la recta de calibracion ideal (R>=1) y otra de color azul que es la obtenida

en el modelo de prediccion construido para cada rango del parametro.

Prediccion vs Verdadero / MEL [%] / Validacién cruzada

0 2 4 86 810 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58

Desnivel: -0.053 Inclinacion: 1.012 Coef. de corr.: 0.9972
Rango:7 R?=994 RMSECVY=0.519 Bias:-0.00272 RPD:12.9
Validation No 1 +  Val.34_0-50%_AV.q2

Figura 19. Grafico de prediccion NIR en el intervalo de concentracion 0-50%

Prediccién vs Verdadero / MEL [%] / Validacién cruzada

5 <o

2 %ﬁ\ ¢

1
I
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 10.5 11

Desnivel: 0.064 Inclinacion: 0.985 Coef. de corr.: 0.9914
Rango: 8 R?=983 RMSECV=0419 Bias:-0.00842 RPD: 7.66
Validation No2 ~ Val.27_0-10%_16_16_AV.q2

Figura 20. Grafico de prediccion NIR en el intervalo de concentracion 0-10%
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Prediccion vs Verdadero / MEL [%] / Validacién cruzada
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Desnivel: 0.102 Inclinacién: 0.826 Coef. de corr.: 0.875
Rango: 10 R?*=76.06 RMSECV=0.135 Bias: -0.00577 RPD: 2.05
Validation No 3 +  Val.28_0-1%_16_16_AV.q2

Figura 21. Grafico de prediccion NIR en el intervalo de concentracion 0-1%

En los tres rangos se obtienen coeficientes de determinacion altos y errores de prediccién bajos
respecto al intervalo de melamina en el que estd construido cada modelo. Se observa que a
medida que disminuye la concentracion de melamina en la muestra, hay mas diferencia entre
los valores reales y los predichos. Por lo general, cuando se trabaja en rangos mas estrechos del
parametro y con valores mas cercanos a cero, se suelen obtener peores predicciones en los
valores méas bajos de concentracion, elevando su dispersion y empeorando el ajuste. Para
mejorarlo y lograr una mayor precision y exactitud en las predicciones, habria que reforzar con
mas muestras el intervalo de concentraciones 0-1%. De la misma manera, también podria
reforzarse el intervalo de concentraciones altas (10-50%) para aumentar la aplicabilidad del

modelo y dar respuesta a un conjunto mayor de muestras.

De los modelos construidos, el que obtiene mejores ajustes y menores errores de prediccion es
el que cubre el intervalo de concentraciones 0-10%. Finalmente, este modelo se somete a un
proceso de validacion externa. Para su desarrollo, el conjunto total de muestras del intervalo de
concentracion 0-10% (123 muestras) se divide en dos grupos: conjunto de calibracion (98
muestras) y conjunto de validacion (25 muestras), este Gltimo representa el 20% del total de las

muestras.

Para poder llevar a cabo la validacion externa es preciso construir un nuevo modelo en el mismo

rango del parametro (0-10%), excluyendo las muestras que luego se van a emplear en su
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validacion externa. En la figura 22 se representa la gréfica de prediccion NIR del nuevo modelo
que va a ser posteriormente validado. Se puede observar que los valores de R? y RMSECV son

muy similares al anterior.

Prediccion vs Verdadero / MEL [%] / Validacion cruzada

o
A®

0 i
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11

Desnivel: 0.069 Inclinacién: 0.979 Coef. de corr.: 0.991
Rango: 7 R?=9821 RMSECV=0408 Bias: 0.00326 RPD: 7.48
Validation No 2 +  Val.32_0-10%_16_16_AV_sin1out_Sin20%.q2

Figura 22. Grafico de prediccion NIR en el intervalo de concentracion 0-10% para la

validacién externa

Los resultados de la validacion externa se recogen en la Tabla 8.

Tabla 8. Validacién externa

VALIDACION EXTERNA
N° de muestras | RMSEP | RPD
25 0,574 6,06

El error de prediccion en validacion externa (RMSEP) alcanza unos valores algo superiores a
los obtenidos en calibracién de 0,41%, no obstante, la capacidad predictiva (RPD) sigue siendo
muy buena, con valores por encima de 3 que sugieren la aplicacion del modelo a efectos de
cuantificacion del parametro. Varios autores consideran que un modelo es adecuado desde el

punto de vista analitico cuando la capacidad predictiva RPD es superior a 3 [44] [45].
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En la siguiente tabla (Tabla 9) se recogen los valores reales y predichos por el modelo para el
conjunto de validacion. Se observa que el 80% de las muestras de validacién presenta

diferencias con respecto a su valor real inferiores a 0,5%.

Tabla 9. Valores reales y predichos por el modelo de calibracion para el conjunto de

validacion
Valor real (%) | Valor predicho (%) | Diferencia (%)
0,11 0,23 0,12
0,26 0,32 0,06
0,41 0,63 0,22
0,46 0,22 0,24
0,49 0,92 0,43
0,79 0,34 0,45
0,86 0,50 0,36
2,21 2,21 0,00
2,45 2,19 0,26
3,51 3,68 0,17
4,10 4,14 0,04
4,50 4,04 0,46
5,77 5,26 0,51
6,55 5,31 1,24
7,19 7,24 0,05
7,41 8,82 1,41
7,84 6,94 0,90
7,94 8,38 0,44
8,05 7,45 0,60
8,26 8,68 0,42
8,37 7,99 0,38
8,89 9,05 0,16
9,31 10,61 1,30
9,50 9,81 0,31
10,12 10,25 0,13
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7.6. Espectroscopia Raman

El equipo a utilizar es un espectrometro Raman con un laser de excitacion de 785 nm (Figura
23).

Figura 23. Equipo de espectrometria Raman utilizado en este trabajo

Se realiza el espectro sobre una muestra patron de melamina (sélida). Se observan varios picos
de gran intensidad sobre 400, 600, 680 y 980 cm™ (Figura 24), debidos a vibraciones del anillo
de triazina [46]. El pico mas intenso es el de aproximadamente 680 cm™.

0
200 300 400 S00 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2lb0 2500 2600 2700 2800 2900 3000 31‘00
Raman Shift (cm-1)

Figura 24. Espectro Raman del patrén de melamina
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A continuacién, se realizan los espectros de varias muestras de leche en polvo y queso

contaminadas con distintas cantidades de melamina y sin contaminar (Figuras 25-30).

Se observa que las muestras contaminadas con melamina presentan los mismos picos que
aparecian en el espectro del patron de melamina sélida y a mayor concentracion de melamina
en la muestra, mayor intensidad de dichos picos, siendo el méas intenso el que aparece en torno
a 680 cm™, el cual puede utilizarse para la identificacion de melamina ya que no presenta
interferencias. Estos picos no se observan en los espectros de la leche en polvo y el queso sin

contaminar (Figuras 26-30).

En la leche en polvo los picos de melamina empiezan a diferenciarse del ruido de fondo cuando
se han adicionado 0,2004 g de melamina a 1,0006 g de muestra. Sin embargo, para el queso
dichos picos empiezan a distinguirse en la adicion de 0,4003 g de melamina a 1,0041 g de

muestra.
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Figura 25. Espectro Raman de la leche el polvo
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Figura 27. Espectro Raman de la adicion de 0,1002 g de melamina a 1,0000 g de leche en
polvo
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Figura 29. Espectro Raman de la adicion de 0,2007 g de melamina a 1,0105 g de queso
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1 g queso 0,8 g melamina.txt BWS415-785, Raw Data
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Figura 30. Espectro Raman de la adicion de 0,8009 g de melamina a 1,0051 g de queso

El resto de los espectros aparecen recogidos en el anexo en el aparado de espectroscopia Raman.
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8. CONCLUSIONES

1) Se ha puesto a punto un método para la determinacion de melamina en muestras de leche en
polvo y queso mediante HPLC/UV-Visible utilizando como fase movil agua y acido acético
(1%) en proporcion 90:10 y como fase estacionaria una columna de C18. Se obtiene un pico
bien definido e identificable a un tiempo de retencion de unos 12 minutos. El limite de

deteccion es 1,07 ppm y el de cuantificacion 3,26 ppm.

2) Se ha llevado a cabo una calibracion mediante tecnologia NIRS para la determinacion de
melamina en muestras de leche en polvo. Para ello, se han estudiado 123 muestras marcadas
con dicho producto en un intervalo de concentracion entre 0-10% sobre el total del producto
lacteo, obteniéndose un coeficiente de determinacion de 98,81% y un error de calibracion de
0,364%. En cuanto al proceso de validacién, se obtiene un coeficiente de determinacion de
98,30% y un error de prediccién de 0,419%.

3) Se ha identificado melamina en muestras leche en polvo y queso mediante espectroscopia
Raman. Fundamentando las determinaciones principalmente en un pico identificativo muy
intenso sobre 680 cm™. Los porcentajes minimos de melamina en la muestra detectados son

16,68% para la leche en polvo y 28,51% para el queso.
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10. ANEXOS

10.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
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Figura 31. Cromatograma de la disolucion patrén de 50 ppm de melamina
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Figura 32. Cromatograma de la disolucion patron de 25 ppm de melamina
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VWD1 A, Wavelength=204 nm, TT (RAQUEL SANCHEZ\RAQUEL000223.D)
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Figura 33. Cromatograma de la disolucion patron de 12,5 ppm de melamina
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Figura 34. Cromatograma de la disolucion patrén de 6,25 ppm de melamina
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Figura 35. Cromatograma de la disolucion patron de 3,13 ppm de melamina
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Figura 36. Cromatograma de la extraccion de melamina en la muestra de 1,0000 g leche en

polvo y 0,0100 g melamina
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Figura 37. Cromatograma de la extraccion de melamina en la muestra de 1,0000 g leche en
polvo y 0,1002 g melamina
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Figura 38. Cromatograma de la extraccion de melamina en la muestra de 1,1167 g queso y
0,0160 g melamina
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Figura 39. Cromatograma de la extraccion de melamina en la muestra de 1,0105 g queso y
0,1003 g melamina
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Figura 40. Cromatograma de la extraccion de melamina en la muestra de 1,0105 g queso y
0,2007 g melamina
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VWD1 A, Wavelength=204 nm, TT (RAQUEL SANCHEZ\RGL000017.D)
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Figura 41. Cromatograma de la extraccion de melamina en la muestra de 1,0041 g queso y

0,4003 g melamina
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Figura 42. Cromatograma de la extraccion de melamina en la muestra de 1,0073 g queso y

1,0005 g melamina
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VWD1 A, Wavelength=204 nm, TT (RAQUEL SANCHEZ\RGLO00022.D) e —
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Figura 43. Cromatograma de la extraccion de leche en polvo sin contaminar

VWD1 A, Wavelength=204 nm, TT (RAQUEL SANCHEZ\RGL000021.D)
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Figura 44. Cromatograma de la extraccion de queso sin contaminar
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10.2. E
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45, Espectro Raman de la adicion de 0,2004 g de melamina a 1,0006 g de leche en

polvo

1 g leche en poivo 0.4 g melamina.tt  BWS415.785, Raw Data
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46. Espectro Raman de la adicion de 0,4004 g de melamina a 1,0000 g de leche en

polvo
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1gleche en poivo 1 g melamina.txt  BWS415-785, Raw Data
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Figura 47. Espectro Raman de la adicion de 1,0001 g de melamina a 1,0007 g de leche en

polvo

1.gqueso 0,1 g melamina.txt  BYWS415-785, Raw Data
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Figura 48. Espectro Raman de la adicion de 0,1003 g de melamina a 1,0105 g de queso
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1 g queso 0,4 g melamina.txt BYWS415-785, Raw Data
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Figura 49. Espectro Raman de la adicion de 0,4003 g de melamina a 1,0041 g de queso

1 gqueso 1 g melamina.txt BWS415-785, Raw Data
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Figura 50. Espectro Raman de la adicion de 1,0005 g de melamina a 1,0073 g de queso
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