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 DETERMINACION DE MELAMINA Y ACIDO CIANURICO EN FORMULAS PARA LACTANTES POR FTIR-ATR Y QUIMIOMETRIA
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INTRODUCCION

El aumento de la adulteración en alimentos con la adición de ingredientes de bajo costo motivada por fines económicos ha creado problemas no solo de índole económica, sino también se ha convertido en un riesgo para la salud de los consumidores. (Sharma y Paradkar, 2010).

En China se hizo público un incidente importante de seguridad alimentaria en septiembre del 2008, las fórmulas para lactantes y la leche habían sido adulteradas con melamina, lo cual produjo cálculos renales, insuficiencia renal, y efectos adversos en el tracto urinario de aproximadamente 300,000 niños, además de las seis muertes que fueron reportadas (Gossner et al., 2009  y  Yan et al., 2009). 

Por lo anterior se convierte en una necesidad contar con métodos de análisis que permitan detectar y cuantificar melamina y sus análogos en los alimentos, la espectroscopia infrarroja se ha convertido en una opción para el análisis en el área de los alimentos, el desarrollo de métodos quimiométricos utilizando espectroscopia MID-FTIR-ATR se ha aplicado para resolver problemas de autenticidad, adulteración y caracterización en diferentes matrices alimentarias (Meza et al., 2012). En el presente trabajo se aprovechan las ventajas analíticas que brinda el uso de la espectroscopia MIR-FTIR-ATR acoplada al análisis multivariable, para la detección y cuantificación de melamina y ácido cianurico en formula lactantes. 
MARCO TEORICO

La Melamina (2, 4, 6-triamino-1, 3, 5-triazina) es un trímero de cianamida con un esqueleto de 1, 3, 5-triazina, es un compuesto orgánico que se sintetiza comercialmente a partir de la urea y se produce en grandes cantidades principalmente para su uso en la síntesis de resinas: melamina-formaldehído para la fabricación de laminados, plásticos, revestimientos, filtros comerciales, pegamentos, adhesivos, vajillas y utensilios de cocina (Bizzari and Yokose, 2008; Tyan et al., 2009). La melamina puede ser hidrolizada a otros compuestos conocidos como; análogos de la melamina, estos derivados son subproductos formados dependiendo del proceso de purificación, el producto final puede contener subproductos estructuralmente relacionados como: el ácido cianúrico (2,4,6-trihidroxi-1,3,5-triazina), amelina (4,6-diamino-2-hidroxi -1,3,5-triazina), y amelida (6-amino-2 ,4-dihidroxil ,3,5-triazina. (Yu-Chang et al., 2009).
No se tienen datos concluyentes de la toxicidad de la melamina en los seres humanos (después del suceso en China en 2008). Sin embargo, los efectos más comúnmente observados en experimentos con animales a la exposición de la mezcla entre melamina y ácido cianúrico cuando se administraron por vía oral, incluyen; pérdida de peso corporal, cálculos renales, cristaluria, y la hiperplasia epitelial de la vejiga urinaria (Tyan et al., 2009).
La OMS y expertos de la FAO fijaron el límite de seguridad de 1.0 mg/kg para las fórmulas infantiles, al mismo tiempo que la Unión Europea y  la FDA han determinado para la melanina un límite máximo de 2.5mg/kg en los demás productos lácteos (WHO, 2008; Vaclavik et al., 2010). Mientras que, en las normas y legislaciones mexicanas no se cuenta con un límite máximo permisible de melanina en leche y productos lácteos. 

El contenido de nitrógeno en la melamina es alto y representa el 66% en masa, lo que le confiere una relación cercana a la de las proteínas, además, su aspecto físico es un polvo blanco cristalino, razón por la cual es utilizada como adulterante de fórmulas lácteas y en la leche. Debido a su alto contenido de nitrógeno, ya que el método de análisis para la cuantificación de proteína de ciertos alimentos e ingredientes alimentarios se realiza mediante un procedimiento no específico, como es la reacción de Kjeldahl (la cual no puede distinguir entre nitrógeno proteico y nitrógeno no proteico), la melanina resulta ser un adulterante para varios alimentos. Por tal razón, algunos fabricantes añaden deliberadamente melamina a los productos alimenticios: como la leche, fórmula para lactantes, galletas, dulces, harina de trigo, café en bebida y alimentos para mascotas con el fin de aumentar el nivel de nitrógeno y reducir los costos (Fengxia et al., 2010).


La Espectroscopia Infrarroja Media por Transformada de Fourier (MIR-FTIR) ha probado ser de gran utilidad en la detección de contaminantes en el área de alimentos y en consecuencia se ha propuesto como una alternativa de métodos tradicionales, ya que acoplado al análisis multivariante se pueden desarrollar modelos de predicción que permiten conocer cuantitativamente la composición de una muestra sin llevar acabo un pretratamiento de la misma, ni el uso de disolventes y demás reactivos (Dion et al., 2008). 
MATERIALES Y METODOS

· Como materia prima se utilizó una fórmula para lactantes de 0 a 6 meses, se eligió la marca más comercial que se maneja en el mercado nacional de acuerdo a las últimas publicaciones de Profeco.

· Los reactivos más importantes que se utilizaron fueron: melamina y ácido cianurico grado analítico adquiridos de la empresa SIGMA-ALDRICH®. 
· Se utilizó un espectro FTIR PerkinElmer GX para obtener los espectros, acoplado con un accesorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) con punta de diamante.

· Para desarrollar los modelos quimiométricos se utilizaron programas computacionales para el análisis de espectros y análisis multivariable: Spectrum, Spectrum Quant+ y Microsoft Excel para facilitar el análisis y manejo de los datos numéricos y espectrales obtenidos.

PARTE EXPERIMENTAL
Las muestras se reconstituyeron primeramente en solución, y posteriormente se realizaron las mezclas las cuales fueron preparadas en un intervalo de concentración de 0.5 a 20ppm (mg/l), con cambios de concentración de 0.5 en 0.5 ppm, se prepararon mezclas de fórmulas con melanina y ácido cianúrico. Una vez preparados estos estándares se procedió a liofilizar cada una de ellos, teniendo una cantidad final de 5 g. Los polvos de los estándares se tamizaron a tamaños de partículas de 75 micras con una criba de número 200, posteriormente se mezclaron mecánicamente, para alcanzar un tamaño de partícula homogéneo.


Para obtener los espectros se utilizó un espectro FTIR PerkinElmer GX, acoplado con un accesorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) con punta de diamante. Se utilizaron 64 barridos (“scans”) a una resolución de 4 cm-1, en el intervalo de número de onda de 4000 a 550 cm-1. Previo a la lectura de cada muestra se tomó un espectro de aire “background”, luego se agregó la muestra (cubriendo completamente la superficie del diamante) y se obtuvieron espectros por triplicado de cada una de las muestras, para utilizarlos en la construcción de los modelos quimiométricos.
Inicialmente se realizó la calibración de los modelos, alimentando al programa Spectrum Quant+ con los espectros de cada muestra, así como los valores especificados es decir la concentración de melamina y ácido cianurico, este programa cuenta con 3 algoritmos (PCR, PLS1, PLS2), obteniéndose un modelo por algoritmo. Posteriormente se construyeron n-modelos a partir de los primeros (a estas pruebas se les conoce con el nombre de optimización), variando pretratamientos aplicados a los espectros, con el fin de mejorar los resultados de predicción que arroja cada modelo quimiométrico. Así, se seleccionó el mejor modelo con base al error estándar de calibración (SEC) más bajo y el coeficiente de correlación (R2) más cercano a 1. La precisión del mejor modelo optimado fue evaluada con la etapa de validación, en la cual se utilizaron 5 muestras independientes al conjunto de calibración. En la validación se buscó que el error estándar de Predicción (SEP) fuera lo más bajo posible, que el coeficiente de correlación (R2) fuera lo más cercano a 1, así como una distancia de Mahalanobis menor a 1 y una relación de residuales menor a 3, cumpliendo estos parámetros estadísticos podemos decir que se ha logrado obtener un buen modelo de predicción. 
RESULTADOS
La optimación de los modelos quimiométricos se basó en seleccionar la combinación de pretratamientos que arrojara el mejor comportamiento del modelo en cuestión y de la región espectral que presentó mejores resultados, el número de componentes o factores, el coeficiente de determinación (R2) y el Error estándar de calibración (SEC) de los algoritmos PCR, PLS1 y PLS2 son los datos más importantes a analizar, ya que estos determinan cuál de los algoritmos predice mejor la concentración del adulterante.  En la Tabla 1, se muestran los parámetros estadísticos de los modelos después de ser optimados. Para melamina y ácido cianurico de los tres algoritmos evaluados, el que estadísticamente mostró mejores resultados fue el PLS1, así fue el seleccionado para la etapa de validación.
Tabla 1.0. Datos de calibración de los modelo quimiométricos para predecir la concentración de melamina/ácido cianúrico en fórmula para lactante.

	Adulterante
	Algoritmo
	Factoresa
	R2 b
	SECc

	Melamina
	PCR

PLS1
PLS2
	9

10
14
	0.9401

0.9998

0.9969
	2.884

0.0793
0.3459

	Ácido Cianúrico 
	PCR

PLS1
PLS2
	12

6

14
	0.796

0.9998
0.9993
	3.196

0.0817
0.1496


aNúmero óptimo de factores.

bCoeficiente de determinación (R2), debe ser lo más cercano a 1.

cError Estándar de Calibración (SEC), debe ser lo más bajo posible. Sus unidades son ppm.

La validación externa se llevó a cabo con 5 muestras independientes al conjunto de calibración, pero que estaban dentro de los intervalos para los cuales fue desarrollado el modelo quimiométrico. De dichas muestras ya se conocía la concentración de ambos adulterantes.  En la Tabla 2 se presentan de forma general los resultados de la validación del modelo optimado (PLS1).
Tabla 2.0. Datos obtenidos de la validación del mejor modelo quimiométrico optimado.

	Adulterante
	Algoritmo
	Factoresa
	R2 b
	SEPc

	Melamina
	PLS1
	10
	0.9998
	0.5545

	Ácido Cianúrico 
	PLS1
	6
	0.9998
	0.4942


aNúmero óptimo de factores. bCoeficiente de determinación (R2), debe ser lo más cercano a 1.

cError Estándar de Predicción (SEP), debe ser lo más bajo posible.  

La validación externa se realizó para corroborar la capacidad predictiva del método quimiométrico, en esta etapa se obtuvieron parámetros estadísticos buenos que se pueden observar en la Tabla anterior, el SEP nos indica el error promedio entre el valor real y el valor predicho por el modelo;
el cual es bajo y aceptable, además de que el coeficiente de determinación se acerca bastante a 1. Esto nos indica que el modelo obtenido es confiable y capaz de hacer predicciones en muestras diferentes de las utilizadas para la construcción del modelo.
En la Tabla 3 se muestran individualmente los datos de predicción obtenidos de cada muestra de validación del quimiométrico optimado para melamina y ácido cianurico. También observamos otros parámetros que deben analizarse durante la validación  como lo son la Distancia de Mahalanobis y la relación de residuales, dichos parámetros deben ser no mayor de 1 y no mayor de 3, respectivamente. De lo contrario esto indicaría que la muestra que intentamos analizar, posee características que no han sido incluidas por el método quimiométrico durante la calibración. Se observa entonces que todos los parámetros son aceptables, corroborando de esta manera que las predicciones en las muestras de validación son confiables.
Tabla 3.0 Resultados de la validación externa para modelos quimiométricos cuantitativos. 

	Sistema de Adulteración
	Muestra
	Valor Especificado
	Valor predicho
	Total M-Distancea
	Relación de residualesb

	Melamina
	1
	3
	3.028
	0.2232
	1.228

	
	2
	7
	6.931
	0.2815
	1.47

	
	3
	7.5
	7.424
	0.0899
	1.355

	
	4
	11.5
	11.68
	0.2734
	0.9926

	
	5
	16
	16.05
	0.2332
	1.082

	Ácido Cianúrico
	1
	2
	2.035
	0.2894
	1.162

	
	2
	5
	4.985
	0.2596
	1.116

	
	3
	10
	10.1
	0.0470
	1.09

	
	4
	10.5
	10.36
	0.0315
	0.9941

	
	5
	14.5
	14.42
	0.1037
	1.384


aTotal M-Distance debe ser menor a 1.

bRelación de residuales debe ser menor de 3.

CONCLUSIONES
Para los modelo quimiométrico que cuantifican melamina y ácido cianúrico el algoritmo que arrojó mejores resultados fue PLS1. Los modelos PLS1 para cuantificar melamina y ácido cianúrico, fueron validados con 5 muestras (independientes al conjunto de calibración); arrojando resultados óptimos y teniendo una excelente capacidad predictiva para muestras desconocidas. 
Con base a parámetros estadísticos, se sabe que se ha logrado obtener un buen modelo de predicción que es capaz de cuantificar de forma rápida y sencilla los adulterantes melamina y ácido cianúrico en una matriz compleja, como lo es la fórmula para lactantes. 
Actualmente se encuentra en desarrollo un modelo quimiometríco SIMCA (Soft Independet Modeling Class Analogy)  que permitirá clasificar cualitativamente diferentes materiales (leche no adulterada, leche adulterada con melamina o con ácido cianurico) y discriminar muestras desconocidas (que no pertenezcan a la población). 
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