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La melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina) es una sus-
tancia organica ampliamente utilizada en la fabricacion
de laminados, plasticos, mezclas de fertilizantes, filtros
comerciales, etc. Con anterioridad fue utilizada como
suplemento de nitrégeno no proteico (67%) para la ali-
mentacion del ganado, pero su uso se discontinud debi-
do a que no era completamente hidrolizada por los
rumiantes. Hasta 2007 la melamina no era analizada
rutinariamente en alimentos, pero a partir del incidente
en China que causd la muerte de neonatos por la inges-
tion de leche contaminada con melamina se ha incluido
su control en forma periddica.

Debido al uso generalizado de melamina en
aplicaciones que implican contacto con los alimentos,
se pueden encontrar trazas en muchos de los mismos.
Esta comprobado su efecto tdxico a nivel renal, sobre
todo en neonatos. La Unién Europea y la FAO estable-
cen como limite maximo para la presencia de melamina
en productos lacteos 2,5 mg/kg, y 1mg/kg para alimen-
tos de neonatos. La melamina se puede encontrar en
niveles de ppm en los alimentos y bebidas debido a la
migracion a partir de resinas que contienen esta sus-
tancia.
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La presencia de melamina en alimentos se ha dividido
en dos categorias, a la primera se la denomina nivel
basal y se refiere a los niveles en los alimentos que no
resultan de la adulteracion o mal uso. La segunda
corresponde a los niveles de "adulteracion’, referidos a
la adicion intencional de melamina a los alimentos o el
uso no autorizado de melamina o sustancias que puede
degradarse para formar melamina.

La leche es una importante fuente de proteinas
ampliamente consumidas por nifios. El objetivo de este
trabajo ha sido determinar las concentraciones de
melanina en leches en polvo entera y descremada con-
sumidas en la Argentina y Brasil. Se analizaron 31
muestras de leche en polvo entera y descremada de
distintas marcas comerciales adquiridas en diferentes
supermercados de estos paises, las cuales estaban
envasadas en films multicapas y latas. Las muestras se
extrajeron con una mezcla de &cido tricoloroacético
1%/acetonitrilo seguido de una limpieza en fase sdlida
con una columna Strata X-C. El eluido se evapora bajo
corriente de nitrdgeno y se resuspende en fase movil.
La fase movil utilizada en un cromatégrafo liquido de
alta resolucion con arreglo de diodos fue n-heptanosul-
fonato de sodio a pH=2,7: acetonitrilo (92:8, v/v). Los



limites de deteccion y cuantificacion fueron 0,07mg/kg
y 0,22mg/kg, respectivamente. El porcentaje de recupe- j i
racion fue igual o mayor al 74% cuando se inyectd 90 We measure il tESTO
pl. De las muestras analizadas sélo una de ellas, enva-
sada en film multicapas, presentd contaminacion con
melamina en baja concentracion.

Este es el primer estudio realizado en
Argentina y Brasil sobre la ocurrencia de melamina en
leche en polvo con diferentes empaques, que muestra
que hasta el momento este contaminante no es priori-
tario para un control rutinario en leche en polvo.
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Palabras clave: Melamina, leche en polvo entera, leche
en polvo descremada.

INTRODUCCION

La melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina) es un com-
puesto organico polar formado por un anillo heteroci-
clico (triazina) rico en nitrdgeno (Figura 1). En la indus-
tria se utiliza en la fabricacion de laminados, plasticos,
productos ignifugos, revestimientos, mezclas de fertili-
zantes, filtros comerciales, adhesivos, etc. (Chik,
Mohamad Haron, Ahmad, Taha y Mustafa, 2011; Zhang,
Wu, Chen y Song, 2011). La melamina puede combi-
narse con formaldehido para la fabricacion de articulos
plasticos debido a que es durable y resistente al calor
(Venkatasami'y Sowa, 2010). También puede estar pre-
sente como resultado de la degradacion de la ciromazi-
na, un insecticida (Shia, Mallet, Young, Li, Meng y Qi,
2008; EFSA, 2010). En la década del "60 fue utilizada
como suplemento de nitrdgeno no proteico (67%) para
la alimentacion del ganado pero su uso se discontinud
debido a que no era completamente hidrolizada por los
rumiantes. La contaminacion de leche con melamina en
China causé la muerte de neonatos (Xiang, Zeng, Zhai,
Liy He, 2011) e hizo que se incluyera su control en ali-
mentos en forma periddica.
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Debido al uso generalizado de melamina en aplicacio- www.testo.com.ar/saveris2
nes que implican contacto con alimentos y bebidas,
pueden encontrarse trazas causadas por la migracion
de resinas que contienen melamina (Yang, Zhou, Guo,
Chen, Zhao, Lin y Wang, 2009; WHO/FAQ, 2008). La
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Unidn Europea y la FAO establecen como limite maximo
para la presencia de melamina en productos lacteos 2,5
mg/kg, y 1 mg/kg para alimentos de neonatos (EFSA,
2010; WHO/FAO, 2008).

La presencia de melamina en alimentos se ha
dividido en dos categorias, a la primera se la denomina
nivel basal y se refiere a los niveles en los alimentos que
no resultan de la adulteracion o mal uso. La segunda
corresponde a los niveles de "adulteracion’, o sea la adi-
cion intencional de melamina a los alimentos o el uso
no autorizado de melamina o sustancias que puede
degradarse para formar melamina.

La leche es una importante fuente de proteinas
ampliamente consumida por nifios. El objetivo de este
trabajo ha sido evaluar los niveles basales de melamina,
en muestras de leche en polvo leche enteray descrema-
da que se consumen en la Argentina y Brasil.

MATERIALES Y METODOS

Drogas, solventes y estandares

Melamina (MEL) estandar (99% pureza) de Fluka
(Sigma-Aldrich, EE.UU.), acido tricloroacético (TCA)
J.T. Baker (NJ, EE.UU.). Los solventes acetonitrilo
(ACN) Carlo Erba (Rodano MI, Italia) y metanol (MeOH)
Sintorgan S.A. (Bs. As., Argentina) de grado HPLC. El
agua grado HPLC se obtuvo a partir del sistema de puri-
ficacion NANO pure Diamond (Barnstead International,
EEUU). El 1-heptansulfonato de sodio, grado cromato-
grafico, de Biopack (Bs.As., Argentina) se utilizd como
reactivo de par iénico. Acido citrico e hidréxido de amo-
nio, grado analitico de Merck (Alemania).

La solucion stock de MEL (1000 pg/mL) se
prepard disolviendo 100 mg de MEL en ACN:agua
(74:26, v/v). Dicha solucion se almacen¢ a 4°C, prote-
gida de la luz. Las soluciones de trabajo se obtuvieron
diluyendo la solucién stock con agua grado HPLC.

Muestras

El nimero de muestras de leche en polvo analizadas fue
31, las cuales se adquirieron en diferentes supermerca-
dos de la Argentina y Brasil. En la tabla 1 se puede
observar un resumen de los productos, tipo de envase
y pais de origen. El tamafio de muestra fue de 1 kg. El
muestreo en goéndolas de supermercado se realizé de
acuerdo a la Norma Europea N° 401/2006 EC (2006).
Cuando el numero de producto fue menor a 10 y cuan-
do el tamafo del envase fue menor a 1 kg se compra-
ron varios paquetes para obtener una muestra repre-
sentativa del lote. Las fechas de vencimiento de todas
las muestras fueron posteriores a octubre de 2013. Las
muestras se mantuvieron en sus envases originales,
perfectamente identificados y fueron almacenadas a
4+1°C hasta su andlisis.

Extraccion y purificacion
Se pesaron dos gramos de leche en polvo en un tubo de
polipropileno, se agregaron 15 mL de TCA 1% y 5 mL
de ACN para precipitar proteinas. Luego se mezcl6 con
vortex durante un minuto, se sonicé 30 min en un bafio
de ultrasonido (Branson Ultrasonics, modelo 2510E-
MT, Danbury, LT, EE.UU.) y se agit6 durante 10 min en
un agitador mecanico (Vicking Shaker Pro, Argentina) a
420 rpm. Los extractos se centrifugaron a 10.000 rpm
10 min. Se trasfirid el sobrenadante a un matraz de 25
mL y se llevo a volumen con solucion de TCA 1%. Se
tomo aproximadamente 10 mL de muestra y se centri-
fugd nuevamente a 4.000 rpm por 10 min. A 5 mL del
sobrenadante se le adicion6 5 mL de agua.
La purificacion se llevo a cabo con columnas
de extraccion en fase sélida StrataTM -X-C-33 pm, 60
mg/3mL Phenomenex (8B-S029- UBJ, www.phenome-
nex.com). El método aplicado es el publicado por DIO-
NEX 224 (2009) con modificaciones. Brevemente, la
columna se acondiciond con 3 mL de

MeOH, seguido por 3 mL de agua, se
carg6 la columna con 10 mL conforma-

do por 5 mL de muestray 5 mL de agua
deionizada, luego se lavo con 3 mL de

MeOH y 3 mL de agua. Se seco la
columna durante 2 min a 10” de Hg. La
MEL se eluyé con 7 mL de solucion de

leche hidroxido de amonio 5% en MeOH. El

eluido se llevo a sequedad a temperatu-

Tata ra ambiente con corriente de nitrégeno

TABLA 1 - Muestras de leche en polvo entera y descremada obtenidas en
la Argentina y Brasil
: Tipo de leche en Numero de
Pais Envase
polvo muestras
Leche de vaca 1
entera . ..
Film multilaminado
. Leche de vaca
Argentina 8 en contacto con la
descremada
Leche de cabra
1
descremada
3
Brasil Leche de vaca Film multilaminado
entera 8 en contacto con la

y se reconstituyd 1.000 pL de fase
movil, se filtré por membrana de nylon

leche de 0,45 mmy se colocd en viales.
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Equipo

Para la determinacion de MEL se utiliz un cromatdgra-
fo liquido de alta resolucion que consiste en un modu-
lo Waters Alliance 2695 (Singapur), un detector de dio-
dos Waters 2698 (EE.UU.) y un detector de fluorescen-
cia Waters 2475 (EE.UU.). La separacion se realizo con
una columna BDS Hypersil C8 columna de 5 mm, 250
x 4.6 mm (Thermo Scientific, part N° 28205-254630,
EE.UU.) a 30°C. La fase movil fue una solucion de 1-
heptansulfonato de sodio 10 mM y dcido citrico 10 mM
(pH 2,7) con ACN (92:8, v/v), el flujo fue de 1,0 mL/min.
Todas las soluciones se filtraron con vacio a través de
filtros de nylon de 0,45 mm de tamafio de poro. El volu-
men de inyeccion fue 90 uL para estandares y extrac-
tos. La deteccion se realizd a 236,3 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

La curva de calibracion se realizd diluyendo la solucion
stock de melamina de manera tal de obtener ocho pun-
tos de concentracion, obteniéndose una respuesta line-
al en el rango comprendido entre 0,07 mg/kg y 0,54
mg/kg con un coeficiente de correlacion (R2) superior
a 0,999. Para evaluar la precision y exactitud del méto-
do se agregd melamina a una

El' limite de deteccion (LOD) se definié como la concen-
tracion a la cual la relacion sefal:ruido era 3:1y el limi-
te de cuantificacion (LOQ) como la concentracion a la
cual la relacion sefial:ruido era 5:1. Los valores de los
limites asi calculados fueron LOD 0,07 mg/kg y LOQ
0,22 mg/kg. En la figura 2 se puede observar un croma-
tograma de una leche con agregado de 2,0 mg/kg de
melamina.

De las muestras analizadas so6lo una leche
entera en polvo, envasada en un empaque de film mul-
tilaminado, presentd una concentracion de melamina
de 0,091 mg/kg, valor que se encuentra entre el LOD y
LOAQ. En la figura 3 se puede observar el cromatograma
de la muestra que resulté positiva.

Estos resultados se encuentran por debajo del
limite maximo especificado por la FAO y la Legislacion
de la Union Europea para la presencia de melamina en
productos lacteos, que es de 2,5 mg/kg y 1 mg/kg para
alimentos de neonatos (EFSA, 2010; WHO/FAOQ, 2008).
Por otra parte, los resultados muestran que la migra-
cién de melamina en la leche en polvo entera y descre-
mada provenientes de los recubrimientos de los enva-
ses 0 adhesivos utilizados en ambos paises, en el tiem-

muestra de leche en polvo negativa
en tres niveles diferentes de con-
centracion y se analizd cada nivel
por triplicado. Las muestras adi-
cionadas con diferentes niveles de
melamina fueron tratadas en las

0,06

0,04

AU

mismas condiciones (como se i
describe en el item Extraccion y

purificacion) para comprobar si 0.0

existia efecto matriz. La recupera-

cion de melamina fue en todos los 000 200

niveles igual o mayor a 74%.

FIGURA 2 - Cromatograma de una leche adicionada con 2,0 mg/kg de melamina
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FIGURA 3 - Cromatograma de la muestra positiva

0,044

2 0,024

0,00+

Chik, Z., Mohamad Haron, D.E., Ahmad,
E.D., Taha, H., Mustafa, AM. (2011).
Analysis of melamine migration from mela-
mine food contact articles. Food Additives
and Contaminants, 28 (7), 967-973.

Comision Europea (2009). Reglamento
(CE) No 975/2009 por la que se modifica
la Directiva 2002/72/CE relativa a los
materiales y objetos plasticos destinados
a entrar en contacto con productos ali-
menticios. Diario Oficial de la Unién

Europea. L 274, 3-8.
DIONEX, (2009). Application Note 224.
Determination of Melamine in Milk

po que llevan envasados, se encuentra muy por debajo
de los limites especificos de migracion (SML) de 30
mg/kg establecido por la directiva de la Comision
Europea (2009).

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio sobre los niveles basales de
melamina en muestras de leche en polvo leche enteray
descremada, envasadas en diferentes tipos de embala-
je que se consumen en Argentina y Brasil, y muestra
que la contaminacion de estos productos por melamina
no constituye actualmente un riesgo para la salud de
los consumidores.
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