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RESUMEN

La presente memoria recoge el trabajo experimental desarrollado en los laboratorios del
Grupo leche Pascual S.A.U. (Aranda de Duero), en colaboracién con el Area de
Ingenieria Quimica de la Universidad de Burgos, para la puesta a punto de un método
de anélisis que permite la determinacion cuantitativa de melatonina en leche por HPLC.
El estudio parte de una revision bibliografica y una evaluacion de las técnicas
desarrolladas por otros autores para determinar melatonina en diferentes muestras, la
mayoria bioldgicas como saliva, sangre y otros humores. A partir de este estudio se han
disefiado las experiencias que han permitido conformar la secuencia de etapas previas
de acondicionamiento y concentracion, asi como las condiciones del andlisis
cromatografico por HPLC para alcanzar resultados fiables en la determinacion de
melatonina en leche en concentraciones del orden de 107 g/mL (ppt).

El método de andlisis desarrollado se ha aplicado a las muestras de leche entera tratadas
térmicamente en una planta piloto de tratamiento HTST (high temperatura-short time)
al objeto de evaluar el efecto de la temperatura sobre la destruccion térmica de la
melatonina. Todos los ensayos se realizaron a partir de una misma leche inicial y con el
mismo tiempo de procesado. Los resultados muestran niveles de concentracion menores
a medida que aumenta la temperatura del esterilizador siguiendo un comportamiento
lineal, con valores de concentraciéon comprendidos entre 11,21 y 2,73 ppt para
temperaturas crecientes entre 120 y 150 °C.

Palabras clave: Melatonina en leche. Determinacion por HPLC. Destruccion térmica

1. INTRODUCCION

1.1. Estructuray sintesis

La melatonina es una indolemina, que actiia como hormona en los seres vivos. Su lugar
principal de sintesis en los animales vertebrados es la glandula pineal. Glandula que fue
descrita por René Descartes hace tres siglos y la denomino6 el tercer ojo (De Homine
1633) por considerarla como el “asiento del alma”, desconociendo el papel fisiologico
que desempefiaba. No es hasta el siglo XX cuando estudios mas rigurosos de la glandula
llevan a considerarla un intricado y sensible reloj biologico debido a su efecto
cronobidtico o de regulacion del suefio (1). Este papel era atribuido a la glandula, no a la
principal hormona producida por ella, la melatonina.

La melatonina no se describid hasta el afio 1958, fue el dermatdlogo Aaron Lerner (2)
quien la describi6 como una hormona proveniente de la glandula pineal que “aclaraba
los melanocitos”, en la piel de anfibios. A esta hormona, por derivarse de la serotonina
y por referencia a la melanina, la denomin6 melatonina

Por su estructura quimica la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) se caracteriza por
ser una indoleamina amarilla soluble en etanol (al menos 50mg/ml), ligeramente soluble
en agua, benceno y menos soluble en éter de petrdleo. Su foérmula empirica es
Ci3H16N20;, y su peso molecular 232, 28 g/mol
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Figura 1. Formula empirica de la melatonina: N-Acetil-5-metoxitriptamina

La sintesis de melatonina no tiene s6lo lugar a nivel de la glandula pineal. En el afio
1976 se determind presencia de melatonina en animales pinealectomizados, lo que
confirmaba la idea de otros lugares de sintesis extrapineal (3). Actualmente los lugares
de sintesis extrapineal conocidos son: la retina, el cerebelo, los leucocitos, la glandula
lacrimal, la glandula harderiana y el tracto gastrointestinal (cé€lulas enterocromafines).

El mecanismo de sintesis en la glandula pineal es el mas conocido y es el siguiente: Los
fotorreceptores de la retina transforman las sefiales luminicas en sefiales nerviosas,
llevando la informacion hasta la glandula pineal mediante un circuito neuronal en el que
participan distintos nervios: el nervio optico, el supraquiasmatico, y el ganglio cervical
superior.

Dentro de la glandula pineal la sintesis de la melatonina, tiene lugar en el pinealocito.
Los pinealocitos son un grupo de células que componen en su mayor parte el
parénquima de la glandula pineal en los mamiferos, son capaces de recoger o captar el
triptofano de la circulacion, aunque no esta claro como se lleva a cabo este transporte.

Dentro del pinealocito a partir del triptéfano se desarrollan cuatro reacciones (ver Fig.
2): A) el triptéfano es hidroxilado en la mitocondria a 5-hidroxitriptofano, por la
triptofano hidroxilasa. B) Después la mayor parte del 5-hidroxitriptéfano se convierte
en serotonina en el citosol. C) En un tercer paso, la serotonina es acetilada por la
arilalquilamina —N- acetil transferasa, sintetizando N-acetilserotonina. D) En el altimo
paso, la N-acetil serotonina es metilada por la hidroxiindol-O-metiltransferasa dando
como resultado melatonina.

Una vez sintetizada, la melatonina se difunde hacia el exterior siguiendo un gradiente de
concentracion y se distribuye por todo el organismo.

La metabolizacion se produce mayoritariamente en el higado, y la excrecién por via
renal mediante formacion de distinto metabolitos. Existen simultdneamente otros
lugares de metabolizacion, aunque en menor media, como es el sistema nervioso
central.
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Figura 2: Sintesis de melatonina en el pinealocito segun el esquema elaborado por
Guerrero et al (3).

1.2. Funciones de la melatonina

Una de las caracteristicas mas conocidas de la melatonina en los seres vivos es la
variaciébn de su concentracion segin la intensidad de luz, ajustandose a un ritmo
circadiano diurno /nocturno. Asi pues, existen mayores niveles de melatonina en plasma
en la oscuridad y menores en las horas de luz .Ademas de esta variacion diaria, existe
una variabilidad estacional.

Aunque la funcién mas conocida de la melatonina es esta funcién cronobiotica, la
melatonina participa en gran variedad de procesos celulares, neuroendocrinos y
neurofisioldgicos que se detallardn mas adelante.

Dentro de las funciones atribuibles a la melatonina, encontramos las siguientes en los
animales vertebrados: agente cronobidtico, regulador de la funcidon sexual, antioxidante,
antienvejecimiento, oncostatico e inmunomodulador (3).

La melatonina también estd presente en plantas, bacterias y hongos desarrollando
funciones menos conocidas. Se cree que la melatonina puede estar relacionada con la
regulacion circadiana, funcion citoprotectora, moduladora del citoesqueleto, promotora
del crecimiento de raices, implicada en los mecanismos de expansion celular y
proteccion frente al estrés (4).

El efecto cronobidtico o de regulacion del suefio es uno de los efectos caracteristicos de
esta hormona y el méds ampliamente estudiado. Los tratamientos clinicos con melatonina
vienen aplicandose desde hace tiempo con buenos resultados en medicina humana,
especialmente indicados en el tratamiento del suefio en personas de edades avanzadas.
Existen estudios que sugieren la posibilidad de utilizar la leche de ordefios nocturnos,
rica en melatonina para mejorar los problemas de insomnio en ancianos (5), en los que,
como veremos mas adelante, la produccion endégena de melatonina esta reducida.



El efecto regulador de la funcidn sexual es otra de sus aplicaciones de gran interés en
produccion animal. El control de la reproduccion ovina se realiza mediante el uso de
implantes subcutdneos de melatonina. Las ovejas son poliéstricas estacionales y su
ovulacién viene inducida por los bajos niveles de luz y los altos niveles de melatonina.
La melatonina actia en el hipotdlamo modulando la secrecion de otra hormona, la
GnRH, encargada de regular el ciclo estral. Mediante el uso de los implantes de
melatonina se consigue asegurar la ovulacion de estos animales incluso en meses de
mas luz para la obtencion de corderos segun la demanda de los consumidores. La
utilizacion de melatonina no es lo nico a tener en cuenta en este control reproductivo,
junto con los niveles altos de melatonina es necesaria una buena alimentacion para que
este control reproductivo sea viable (6).

En el hombre, la melatonina tiene también su papel en la maduracién sexual. El
desarrollo puberal va ligado a un descenso de la melatonina plasmatica, una disfuncion
pineal puede adelantar la pubertad, mientras que la hiperproduccion de melatonina
puede retrasarla. En relacion al ciclo reproductivo, la especie humana no se caracteriza
por la presencia de fuertes patrones estacionales, pero se ha comprobado cierta
tendencia hacia la distribucion estacional de las concepciones. En las latitudes
septentrionales, con dos horas extra de secrecion de melatonina en invierno aparecen
descensos invernales en la concentracion de esteroides y en los embarazos (3).

Con respecto a su papel como antioxidante, segun el articulo publicado por Guerrero y
otros (3) la melatonina se comporta como un potente antioxidante. En particular,
neutraliza el radical hidroxilo con una efectividad que multiplica por 5 y por 14 la del
glutation y la del manitol, respectivamente. Ademas, la hormona se ha mostrado
efectiva en la neutralizacion del perdxido de hidrogeno, el singlete de oxigeno, el anion
peroxinitrilo, y el radical peroxido.

Por otra parte, la melatonina protege del dafio oxidativo por via indirecta. Su efecto se
produce a través de la activacion de las enzimas antioxidantes glutation peroxidada,
glutation reductasa, glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa, catalasa y superoxido dismutasa;
la potenciacion de otros antioxidantes como el glutation y las vitaminas E y C; y el
aumento en la eficacia de la cadena respiratoria. Ademas existen algunos metabolitos
con funcidén antioxidante procedentes de la degradacion de la melatonina en tejidos
extrahepaticos como el Sistema nervioso central (SNC). Es el caso de la N-acetil-5-
metoxikinoramida (AMK) y la N-acetil-N-metil-formil-5-metoxikinoramida (AFMK)
actualmente en estudio por su capacidad antioxidante (7,8, 9).

Son relevantes los estudios realizados por Antunes et al/ (10) que sugieren que la
melatonina es un buen antioxidante “in vitro” pero “in vivo” las concentraciones
fisiologicas son muy bajas para desempenar la funcion de inhibir la peroxidacion
lipidica.

También existen estudios incrementando la ingesta de melatonina de forma externa.
Velkov et al (11), sefialan que el incremento de los niveles de melatonina por via
exogena protege eficazmente las estructuras lipidicas de membrana.

En cuanto a su funcidon antienvejecimiento no existen suficientes datos que permitan
afirmar de forma contundente que la melatonina es un agente rejuvenecedor aunque sus
acciones sobre distintos procesos bioldgicos repercuten de forma beneficiosa en el
envejecimiento. Ademas, la sintesis de melatonina no es constante a lo largo de la vida.
En el caso del hombre (donde existen mas estudios de su concentracion a lo largo de la



vida) su produccion comienza a los tres o cuatro meses de edad, aumentando hasta un
maximo entre los 8 y los 10 afios. Entre los 15 y 20 afios ocurre una caida en los niveles
del 80 % debida probablemente al incremento de la talla del cuerpo, a pesar de la
produccion constante de melatonina después de la infancia. Durante las décadas
siguientes el contenido de melatonina disminuye moderada y progresivamente hasta los
70-90 afos, en que sus niveles son los mas bajos. Existen estudios sobre la
administracion de melatonina a roedores adultos, consiguiendo una prolongacion de su
vida entre un 10 y un 15% (3).

Un potencial uso terapéutico de la melatonina, es su uso como oncostatico en humanos.
La administracion de melatonina reduce el crecimiento tumoral y prolonga la
supervivencia, sobre todo en canceres dependientes de hormonas reproductoras como el
de mama o el de ovario (3). Se supone que la melatonina influye directamente en el
cancer de mama a través del sistema inmunitario, e indirectamente por el sistema
neuroendocrino que a su vez regula el inmunitario.

13

La capacidad inmunomoduladora de la melatonina esta demostrada “in vivo” e “in
vitro”, siendo la hormona capaz de modular la respuesta inmunitaria innata y adaptativa,
promueve un aumento de peso de 6rganos inmunitarios y estimula su funcion a través
de la activacion de la proliferacion celular y de mediadores inmunoldgicos en timo,
bazo y médula 6sea. Ademads, estimula la actividad de neutrdfilos, macrofagos y células
NK (natural killer) y modula la produccion de citoquinas. Respecto a la inmunidad
adaptativa, la melatonina favorece el incremento de los linfocitos B y T, regula tanto la
respuesta humoral como la celular por medio de la modulacion de mediadores, como la
5-lipoxigenasa o la IL-2 (3).

Se han determinado cuatro mecanismos a través de los cuales la melatonina es capaz de
realizar las funciones anteriormente descritas. Es capaz de unirse directamente a los
receptores de membrana MT; y MT,, La melatonina es capaz de pasar facilmente la
membrana plasmatica debido a su cardcter lipofilico , una vez atravesada esta
membrana es capaz de actuar directamente como neutralizador de radicales libres o
interaccionar con proteinas citosélicas como la calmodulina, proteina quinasa C y la
proteina MT3;. Como ultimo mecanismo conocido esta el de interaccion directa con los
receptores nucleares pertenecientes a la familia RZR\ROR, ya que la melatonina es
capaz de llegar al nucleo (3)

Segun Hardeland (8), la diversidad de acciones de la melatonina, el nimero demostrado
de lugares de union, las diferentes proteinas G de acoplamiento de membrana, la
existencia de numerosas células y organos de actuacion, la formacion pineal y
extrapineal de melatonina y la posibilidad de acciones adicionales por los metabolitos
formados demuestran una excepcional pleitropia. Esto puede reflejar la diversidad de
funciones, pero también la complejidad del problema cuando se quieren designar
acciones especificas en términos experimentales y de aplicacion.

1.3. Aplicaciones de la melatonina

En la actualidad la melatonina es consumida en algunos paises para combatir los
problemas de insomnio, para el jet-lag y en ocasiones para ralentizar el envejecimiento.
Como hemos comentado anteriormente, también se usa en tratamientos antitumorales.

En Espafia, la melatonina es un producto de investigacion clinica y no es facil
adquirirlo, sin embargo en otros paises se puede adquirir como suplemento en tiendas



de dietética. La dosis de administracion de melatonina oscila entre 0,5 y 3 mg al dia,
debiendo ingerirse normalmente una hora antes de acostarse.

Segun los beneficios que proporciona la melatonina anteriormente vistos, seria
interesante conocer los niveles de melatonina en los alimentos para consumo humano ya
que, el consumo de alimentos con mayor contenido en melatonina podria beneficiar al
consumidor mejorando la regulacion del suefio por incrementar los valores en sangre,
pudiendo ser también importante por su papel para delimitar el dafio oxidativo, como
rejuvenecedor, o por su papel defensivo.

La melatonina esta presente en diferentes alimentos como la leche, objeto del presente
estudio, y en algunos alimentos de origen vegetal en concentraciones sensiblemente
superiores como en las cerezas. Su estudio y determinacidén puede constituir una forma
interesante de incrementar el nivel de melatonina en sangre mediante la dieta.

Existe la posibilidad de afiadir melatonina sintética a los alimentos, muy utilizado en
experimentacion y en el tratamiento de algunas enfermedades.

En Espafia, la incorporacion de melatonina a la dieta aludiendo a sus propiedades
funcionales no esta autorizada.

El argumento de que la melatonina esta presente de forma natural en ciertos alimentos,
no debe ser lo Gnico a tener en cuenta para promocionar su consumo, ya que, aunque la
melatonina es bien tolerada por nuestro organismo y los niveles de melatonina en
plasma se incrementan por dietas ricas en melatonina o decrecen si esta melatonina ha
sido destruida en la comida (8), no debemos olvidar que la melatonina desempefa
muchas funciones y son necesarios estudios de seguridad que garanticen que elevar la
dosis de esta hormona en el organismo no comporta efectos no deseables para la salud.

1.4. Melatonina en leche

Los datos publicados de reses bovinas indican que los niveles de melatonina en la leche
presentan un ciclo similar al visto en plasma, es decir incremento durante las horas sin
luz. Los estudios realizados por Eriksson et a/ (12) demuestran que la exposicion de las
reses bovinas a niveles determinados de melatonina inyectada en sangre produce un
efecto correlativo en los niveles de melatonina en la leche con un corto retraso de
tiempo (15/30 minutos después).

La concentracion de melatonina en leche de vaca puede variar entre 5-25 ppt (13) con
las maximas concentraciones a medianoche dependiendo de la hora de ordefio, de los
meses en que se realiza y del estado de lactacion. Por ello, los mayores niveles de
melatonina en la leche se encontraran en los ordefios nocturnos de los meses de
invierno.

Existen patentes para la produccion de leche y productos lacteos que consideran la
relacion de estos factores con el contenido de melatonina (14,15).

Ademas se han comercializado leches ricas en melatonina en otros paises, la primera en
comercializarse fue en Finlandia en 1999, después le han seguido el Reino Unido, Japén
y Tailandia. Su fabricacion se basa en la seleccion de leche de ordefios nocturnos, con
un posterior tratamiento térmico leve (pasterizacion), llevando consigo un incremento
considerable de su precio en el mercado frente a la leche en la que no se ha realizado
esta seleccion.



No se han encontrado referencias de estudios de estabilidad térmica de melatonina en la
leche de vaca, pero hay que destacar que las leches comerciales “ricas en melatonina”
existentes en el mercado sufren un proceso de pasteurizacion, tratada generalmente con
una temperatura de unos 72°C durante 15 segundos, frente a la leche etiquetada como
“ultrapasteurizada” o “UHT” que ha sido tratada a una temperatura que ronda los 138°
durante un periodo de al menos 2 segundos, suponiendo un descenso de los niveles de
melatonina existentes.

2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo del presente trabajo es el estudio del efecto térmico sobre el nivel de
melatonina presente en la leche. En este estudio se entiende por leche, la secrecion de la
glandula mamaria de los mamiferos, ya que también pueden recibir este nombre algunos
productos comercializados de origen vegetal como la leche de soja o la leche de coco.

Nuestro interés se centra en la leche de vaca para consumo humano, tras un procesado
de normalizacion y tratamiento térmico.

Para alcanzar estos objetivos, el trabajo se ha dividido en tres sub-etapas que tratan de
alcanzar los siguientes objetivos concretos:

1. Revision bibliografica de las técnicas analiticas publicadas por otros autores para
la determinacion de melatonina

2. Desarrollo y puesta a punto de un método de anélisis para la determinacién
cuantitativa de melatonina en leche que permita determinar cantidades del orden
de ppt (partes por trillén = 107'% g/mL).

3. Estudiar la estabilidad térmica de la melatonina mediante aplicacion de la
técnica analitica desarrollada anteriormente a la leche tratada térmicamente a
diferentes temperaturas de ultrapasteurizacion.

3. REVISION BIBLIOGRAFICA Y EVALUACION DE LAS DIFERENTES
TECNICAS DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE
MELATONINA

Las primeras referencias bibliograficas para la determinacion cuantitativa de melatonina
se refieren a bioensayos en los que se utilizaba la piel de renacuajos. Estos métodos se
basaban en la induccién de la agregacion de los granulos de melanina dentro de los
melanoforos (melanocitos) dérmicos de renacuajos por parte de la melatonina. Segin
consta en la la revision de Harubi et al (16), en relacion a los trabajos realizados por
Ralph et al (1997), la valoracion de la respuesta de estos melandforos dérmicos a la
melatonina a lo largo de 5 estadios proporciond una relacion lineal entre el logaritmo
de la concentracion de melatonina de 0.4 a 4.3 pmol/l y el indice de melano6foro.

Los trabajos mas recientes estan destinados a conocer la cantidad de la hormona en
distintos tejidos animales como en la glandula pineal en ratas (17,18,19) o distintos
fluidos corporales, como sangre o plasma (20,21), saliva (19), liquido cefalorraquideo
(21) y orina (18, 22).

En el campo de los alimentos, existen estudios de determinacién de melatonina en
cerezas y derivados (tartas) (23,24), nueces, (25), cerveza (26), uva (27), vino (28) y en



otros alimentos de origen vegetal cuyo contenido en melatonina es inferior como:
tomates, pepinos, semillas de girasol, platanos, manzanas, naranjas, arroz, coles... (29) y
cebada (4).

En la revision realizada por Harumi (16), se recogen algunos de los métodos usados
para las determinaciones de melatonina: desde cromatografia plana y distintos tipos de
cromatografia liquida, hasta llegar a la cromatografia de gases (CG) y a la cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) que se ha generalizado para este tipo de ensayos.

Dentro de la cromatografia de gases, la mas usada es la cromatografia gases / masas
(CG-MS). Esta técnica proporciona un método alternativo para una determinacion
especifica, y en algunos ensayos se han podido comprobar mejores niveles de
sensibilidad que con HPLC, pero su uso es inferior debido al mayor coste y
mantenimiento de la CG.

Existen otros métodos de deteccion de la hormona, mediante técnicas de unioén a
receptores de anticuerpos. Dentro de éstas podemos distinguir dos: método ELISA
(Enzyme linked inmunosorbent assay/ ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)
en la que la unién se realiza por medio de enzimas y radioinmunoanalisis (RIA) en la
que existe una union antigeno-anticuerpo. El uso de estas técnicas para la estimacion de
melatonina en plasma, suero y algunos alimentos estd bien establecido y existen kits
comerciales para su determinacion (26,27).

Nos centraremos en los métodos que utilizan HPLC, ya que el equipo que nos
proporciona la empresa para llevar a cabo el analisis se ajusta a esta técnica de analisis.
Ademas la bibliografia mas actual sobre determinacion de melatonina en leche se
realiza utilizando cromatografia liquida de alta resolucion HPLC (30).

La cromatografia liquida de alta resolucion, en fase reversa (RP-HPLC) es muy util para
una determinacion cualitativa y cuantitativa de indoleaminas. Este tipo de HPLC es la
mas usada, normalmente se denomina HPLC sin ninguna especificacion adicional.

RP-HPLC consiste en una fase inmovil apolar y una fase movil de polaridad moderada.
Una de las fases estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia es la silica
tratada con RMe,SiCl, donde la R es una cadena alquilica tal como CigH37 6 CgH;7. El
tiempo de retencion es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que las
moléculas de carécter polar eluyen mas rapidamente

Dentro de esta cromatografia liquida los métodos de deteccion utilizados han sido la
deteccion por fluorescencia y electroquimica.

Segun los articulos consultados, parece que el método de deteccion asociado a HPLC
mas adecuado para la deteccion de la melatonina es la fluorescencia (17,
18,19,20,21,22,23,30,31,32) ya que la melatonina posee fluorescencia cuando es
irradiada a ciertas longitudes de onda, por lo tanto se puede utilizar esta capacidad de la
hormona para su deteccion. Ademas, como veremos mas adelante, existen productos de
la oxidacion de la hormona que incrementan esta fluorescencia. El tipo de columna
asociado a este tipo de andlisis son columnas de fase reversa C-18 con una fase
estacionaria de dimetil-n-octadecilsilano.

Segun los articulos de referencia revisados, la puesta a punto para llevar a cabo nuestro
andlisis de puede dividir en cuatro puntos.



Homogenizacion de la muestra, pre-limpieza de la muestra.
Derivatizacion.

Extraccion para separar compuestos polares.

Analisis cualitativo y cuantitativo mediante técnicas de HPLC.

il

1. Homogeneizacion de la muestra, pre-limpieza de la muestra

La leche es una matriz compleja donde existen gran cantidad de compuestos que van a
interferir en nuestro andlisis. Para ello es necesario limpiar las muestras de leche y
extraer la melatonina. El paso de la homogenizacion no es tan importante, porque
partimos ya de una leche previamente normalizada.

Ademas la cantidad de melatonina en la leche de vaca se encuentra en torno a 5-25 ppt
(13). Es una cantidad baja y como veremos insufiente para un andlisis directo (sin
concentrar). Por lo que este primer paso tiene una triple funcion: extraer, limpiar y
concentrar la muestra

En la bibliografia se han encontrado distintos métodos para llevar a cabo este primer
paso.

Existen estudios sobre cerezas que utilizan una extraccion con cloroformo (23,24). En el
primer caso (23) se realiza una homogenizacién con fosfato potasico 0,05M (pH. 8),
centrifugacion a 4°C y 3000 rpm durante 5 minutos, afiadiendo soluciéon 1M KOH para
incrementar el pH de las muestras y posterior extraccion con cloroformo (en esta caso se
inyecta) y posteriormente la melatonina es medida mediante deteccion electroquimica.
En el segundo caso (24), la homogenizacion se realiza también con fosfato potasico,
centrifugando a 4°C y 1000 rpm durante 10 minutos, seguida de extracciébn con
cloroformo y adiccion de solucion 1M KOH. Finalmente se seca la muestra, se
reconstituye en una solucion 0,45% acido formico y se determina mediante HPLC, con
deteccion electroquimica.

Otros autores utilizan una disolucion de &cido tricloroacético para precipitar las
proteinas (21). Las muestras a analizar, plasma y fluido cerebroespinal, se introducen en
hielo durante 10 minutos y se centrifuga a 5000 G durante 10 minutos. Posteriormente
se ajusta el pH a 7.4 con 1M NaOH. Tras este paso, se toma el sobrenadante y se
realiza una extraccion sé6lido —liquido (ver mas adelante).

Otra opcidn es la utilizada por distintos autores en distintas matrices (saliva, glandula
pineal) anadiendo a la muestra metanol y centrifugando a 4500 G durante Sminutos, tras
lo cual se extrae el sobrenadante y se lleva a sequedad (17, 18, 19).

Egoshi (30), cuyos estudios se realizan en leche cruda, utiliza una incubaciéon de la
muestra con papaina a 45 °C durante 30 minutos, parando la reaccion con acido tricloro
acético y centrifugando. Posteriormente el sobrenadante es extraido con cloroformo,
lavado con agua y evaporado a sequedad. También se evalaa por fluorescencia.

2. Derivatizacion

No todos los autores consultados realizan este paso pero parece util cuando el método
de deteccion seleccionado es la fluorescencia, como es nuestro caso.



La melatonina presenta fluorescencia que es facilmente detectable (16), pero se ha
demostrado que existen productos de la oxidacion de la hormona que aumentan esta
fluorescencia, para ello es necesaria la derivatizacion con el uso de carbonato sodico
(medio alcalino) y agua oxigenada (17,18, 19, 30).

Se detecta la melatonina oxidada, que presenta una mejor deteccidon a 245 nm
ExA (energia de excitacion) - 380 nm EmA (energia de emision), mientras que la
melatonina sin derivatizada presenta mayor fluorescencia a 280 nm Ex A - 330 nm
EmA (pero el indice de deteccion es inferior a la oxidada). La fluorescencia del
compuesto derivatizado de la melatonina a 245 nm ExA -380 nm EmA presenta una
fluorescencia 6,8 veces mayor que la melatonina (18).

La estructura de este compuesto fluorescente fue determinada por Tomita et al/ (18),
aunque ya existian estudios previos que utilizaban esta oxidacion (17). Se determind
como la N-((6-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-il) metil) acetamida (6-MOQMA).

Segun los estudios de Tomita et al (18). El compuesto formado de la derivatizacion de
la melatonina es estable en solucidon acuosa durante mas de 6 meses a 4°C.

Hay muchos articulos en relacion a la oxidacion de los indoles incluyendo la
melatonina, pensando que se oxida facilmente a N-formilquinurenina. La oxidacién en
las posiciones 2° 3° de la fraccion indol es bien conocida. De acuerdo con la estructura
del nuevo componente fluorescente obtenido en estos métodos, la fraccion indol se
convierte en la fraccion 4-oxo-1,4-dihidroquinolina.

H,CO
{C - R =CH» Melamonin
| ={HzCHy  Ethyl analog
M _tl-l: —R = CH{CHaje Isoprapy] analog

H H O = {YCHYe  -Buryl annlog
1) Na:zCOs / Hz0
2y HaO: f H2O
100°C for 30 min
0
H,CO |'__,f | : r‘li_ﬁ_ﬁ
%N H O
H

Oxidation products

Fig. 1. Cmadation of melatonin and synthesized melatonin analogs.

Figura 3- Oxidacion de melatonina para dar N-formilquinurenina, segun el esquema de
Hamase et al 2004 (19).

Egoshi (30) en sus estudios, reduce el tiempo de oxidacion, considerando suficiente un
tratamiento de 94 a 96°C durante 6 minutos para llevar a cabo la derivatizacion
correctamente con el uso de sulfato de cobre, ademas del agua oxigenada y el carbonato
sodico. Egoshi realiza un estudio con los tiempo /fluorescencia y molaridad de los
compuestos utilizados en la derivatizacion
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También existen estudios que valoran realizar esta derivatizacion con hemin, carbonato
sodico y percarbonato sddico (31).Utilizando estos compuestos se estudia la variacion
de la fluorescencia segun el tiempo de calentamiento a 100°C. La fluorescencia del
nuevo compuesto derivatizado se mantiene entre 10 y 60 minutos, fijando el tratamiento
de calentamiento de la muestra en 15 minutos a 100°C.

Estos mismos autores estudiaron previamente de aumento de la fluorescencia con

hexacianoferrato de potasio (III) a 80 °C durante 20 minutos con buena oxigenacion
(32).

3. Extraccion.

El objetivo de esta segunda extraccion es la separacion de algunos compuestos polares
(limpieza) tras la derivatizacion. Estos compuestos polares pueden interferir en nuestro
analisis, ademas vamos a concentrar mas la muestra. Este proceso es necesario cuando
se trabaja con muestras complejas biologicas, pero no es necesario cuando la
determinaciones se realizan en soluciones simples de melatonina (en agua, metanol,
etc). En los procesos realizados por lizuka et al (31 y 32) el paso de derivatizacion es
distinto, y tras esta derivatizacion inyectan directamente en columna, pero las muestras
son disoluciones sencillas de melatonina.

La etapa de extraccion, tras la derivatizacion, se puede llevar a cabo de dos formas

3.1 Extraccion solido —liquido, mediante el uso de cartuchos comerciales
e Cartuchos RP select B, Merck con lavado posterior de metanol (17).
* Cartucho Waters Oasis HLB (lcc, 30mg) con posterior lavado con metanol (29).

3.2 Extraccion liquido-liquido

Esta extraccion de puede hacer mediante el uso de acetato de etilo (16, 17), en 3 etapas
sucesivas de extraccion, posterior desecacion y rehidratacion con agua, o agua con
porcentajes distintos de acetonitrilo. Tomita et al (16) consiguen una extraccion del 86,9
% de la melatonina derivatizada, con el uso del acetato de etilo, porcentaje de extraccion
mayor que el obtenido con el dietil éter, benceno y hexano.

Existen estudios en los que no existe el proceso de derivatizacion, pero si existe este
proceso de extraccion solido-liquido (uso de columnas de extraccion Chem-Elut) (21).

4. Condiciones de HPLC

En el cuadro adjunto se recogen las condiciones del analisis por HPLC y el tipo de
columna utilizada en la determinacion de melatonina con detector de fluorescencia a
partir de diferentes tipos de muestras.
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Tomita et al (17)....Fase movil condiciones isocraticas ...CH3;CN/TFA/H,0 10/0,01/90
(v/v), columna CAPCELL PACK 18MG (shiseido), con varios diametros internos 1.00,
1.5y 2.00 mm i.d, con flujos de 0.2, 0.1 y 0,05 ml/min para las columnas de 1.00, 1.5y
2.00 mm i.d respectivamente. Temperatura del horno de la columna 40°C... ExA
245nm a Exm 380nm

Tomita et al (18)......Fase mavil condiciones isocraticas... TFA/CH3;CN/H,O 0,01/5/95
(v/v), columna CAPCELL PACK 18MG (shiseido) 1mm x 75mm, con flujo de
0,1ml/min. Temperatura del horno de la columna 40°C. ExA 380nm a Exm 245nm
Hamase et al (19)...a) Fase mdvil condiciones isocraticas... CH;CN /TFA/H,O
15/0,05/85 (v/v), columna CAPCELL PACK 18 MG (shiseido) 150mm x 2.00 mm i.d,
flujo de 0,2ml/ min. Temperatura del horno de la columna 40°C. ExA 247nm a Exm
392nm

Hamase et al (19)...b) Fase movil condiciones isocréaticas. CH;CN /TFA/H,O 10/ 0,05/
90 (v/v), columna CAPCELL PACK 18 MG (shiseido) 75mm x 1mm, con flujo Sml/min.
Temperatura del horno de la columna 40°C. ExA 247nm a Exm 392 nm

Egoshi et al (30)....Fase movil en gradiente 50mmol/L tampon fosfato de sodio (pH 7) /
CHsCN (0 min., 87/13 25min 82/18 v/v). Columna TSKgel ODS-80Ts i.d 4.6mm X
250mm, y guarda columna 3.2 x15 mm i.d, flujo 0,6 mL/min. Temperatura del horno de
la columna 40°C. ExA 245nm a Exm 380nm

lizuka et al (31)....... Fase movil condiciones isocraticas. 0,05 mol/ | Tris —HCI tampdn
(pH 7)/ CH3CN 90/10 (v/v), Columna Waters XTerra RP18 3.5 um (2.1 x 150mm) y
guarda columna Waters XTerra RP18 3.5um (2.1 x 20mm), flujo de 0.15ml/min.

Temperatura del horno de la columna 50°C. ExA 247nm a Exm 384nm

Figura 4. Cuadro con las condiciones de andlisis por HPLC con detector de
fluorescencia para la determinacion de melatonina derivatizada 6-MOQMA

El tipo de elucion en la mayoria de los procedimientos vistos, es una elucion isocratica
excepto en uno de ellos (30) en que se utiliza una elucion en gradiente.

La fase movil de elucion es acetonitrilo/agua, cuya concentracion varia desde un 5 %
(17) aun 18 % (30) de acetonitrilo. La concentracion de acetonitrilo va a influir en los
tiempos de retencion, al tratarse de HPLC-RP se espera que los tiempos de retencion de
la melatonina se acorten al incrementar el % de acetonitrilo. Esta concentracion es
necesario ajustarla al tipo de muestra para conseguir tiempos que nos permitan la
separacion de los compuestos que contienen. También serd necesario elegir una longitud
y diametro de columna adecuada al estudio. En sus estudios Hamase (19) utiliza
distintas condiciones en cuanto a % de acetonitrilo y columna si el analisis se realiza en
glandula pineal o en saliva humana, (a) y (b) respectivamente en el cuadro 2. Cuando el
estudio se realiza en saliva, es necesario aumentar el tiempo del analisis.

Otra variable importante es el pH ya que puede cambiar la hidrofobicidad del
compuesto. Por este motivo, algunos métodos utilizan un tampon como el fosfato de
sodio (30) o Tris-HCI (31) para controlar el valor del pH. Estos tampones controlan el
pH pero también neutralizan la carga o cualquier resto de silica de la fase estacionaria
que haya quedado expuesta y actian como contraiones que neutralizan la carga del
compuesto. El efecto de los tampones sobre la cromatografia puede variar, pero en
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general mejoran la separacion cromatografica. Otro argumento a favor del uso de
tampon son los estudios realizados por lizuka et al (31) que indican una mayor
fluorescencia a pH entre 7 y 8 e intensidad de 247 nm EmA - 384 nm ExA utilizando
como fase movil 10 % de acetonitrilo.

El uso de acido trifluoroacético (TFA) también ha sido utilizado por algunos autores
para mejorar la separacion cromatografica (17, 18, 19), en los que se puede observar
que la adiccion de TFA no afecta a la fluorescencia.

Para cuantificar, se puede recurrir al uso de patrones internos. Algunos de los més
utilizados se indican a continuacion:
* El 5-metoxindol-3-acido-acético (MIAA) por sus cambios similares durante la
oxidacion. Ademas el maximo nivel de fluorescencia se registra en el mismo
rango que la melatonina, MIAA (17, 18).
»  Utilizacion de andlogos de la melatonina, (etil andlogos, isopropilo analogos y t-
butil andlogos) sintetizados a partir de 5-metoxitriptamina y acidos anhidro
(19). Estos andlogos de la melatonina se caracterizan por tener cadenas alcalinas
mas largas, son oxidados de la mismo forma que la melatonina y son mas
hidrofobicos que el MIAA (Figura 3), por lo que el anélisis con columna HPLC
de fase inversa, consiguen retrasar que el tiempo de retencion. Estos andlogos
aparecen después de la melatonina (MIAA, sale antes que el derivado de la
melatonina), evitando interferencias con otros compuestos mas hidrofilicos.
e Uso de 1, 2, 3,4-tetrahidrocarbazol (31), evaluando la utilizacion frente al
MIAA, 5-metoxigramine, Smetoxi-3indoliacetonitrilo y 1, 2, 3,4 tetrahydro-
[B— carboline. Por las semejanzas que presentan estos compuestos tras la
derivatizacién con la melatonina derivatizada (6-MOQMA). Al igual que los
etil-analogos, su tiempo de retencion va a ser mayor que el 6-MOQMA.

8] (]
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Figura 5. Estructura molecular de la forma oxidada de la melatonina y el
compuesto de la oxidacion del 1, 2, 3, 4-tetrahidrocarbazol por H. lizuka et al. (31)

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Materiales y reactivos
Materiales

Embudos de separacion de 250 ml, matraces de 100ml, 250 ml,500 ml, matraces
aforados de 100 ml y de 1000 ml, micropipetas de 100-1000 pl, pipetas de vidrio de 5
ml, pipetas Pasteur, vasos de precipitados de distintos tamafios, vasos de centrifuga de
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150 ml,tubos de 50 ml para turvovap, tubos de ensayo de 10 ml, probetas de 250 ml,
sistema de filtracion de disolventes para HPLC, filtros de membrana Millipore de
nitrocelulosa de 0.45um, jeringas de 1 ml, viales de 2 ml para inyecciéon en HPLC,
insertos para los viales, filtros millipore 0.45 pm de PVDF hidrofhilic, centrifuga,
turvovap, bascula de precision, bano multiplazas (para tubos de ensayo), pHmetro
Crisol, bano de ultrasonidos.

Reactivos

*  Melatonina y patrén interno de laboratorios Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA).

*  Acetato de zinc (99,5%), acido acético glaciar (99,7%), hexacianoferrato (II) de
potasio 3-hidrato (99-102 %), carbonato soddico anhidro (99,5-102%), fosfato
potésico dihidrogeno (99-101%), hidréxido soédico 0,IN de los laboratorios
Panreac (Barcelona, Espana).

*  Acetato de etilo multisolvente HPLC (99,86%), acetonitrilo multisolvente HPLC
(99,97%), peréxido de hidrogeno 35%v/v , cloroformo, sulfato sdédico anhidro
(98,5-100.5%) de los laboratorios Scharlau (Setmenat, Espaia).

*  Nitrégeno comprimido de carburos metalicos S.A. (Barcelona, Espafia).

e Agua milliQ, purificada por sistema Milli-Q (Millipore).

Preparacion de reactivos Carrez.

Protocolo de elaboracion segin esta recogido en el Diario Oficial de la Union
Europea del 12.2.2008

* Carrez I: Se disuelven 219,5 g de acetato de zinc en agua, en un vaso de
precipitados. Se pasan, enjuagando el vaso, a un matraz aforado de 1000 ml, se
afnaden 30ml de 4cido acético, se mezclan bien y se enrasa con agua

e Carrez II: Se disuelven 106,0 g de hexacianoferrato (II) de potasio en agua, en
un vaso de precipitados. Se pasan, enjuagando el vaso, a un matraz aforado de
1000 ml, se mezcla bien y se enrasa con agua.

Ambas soluciones pueden conservarse un maximo de 6 meses a temperatura ambiente.

Preparacidon de compuestos derivatizantes

*  Na,CO; 2M: Se pesan 21,198 gr de carbonato sddico anhidro en un vaso de 250
ml, se disuelven en agua ultrapura MilliQ, se traspasa a un matraz aforado de
100 ml. Posteriormente se lleva a un bafio de ultrasonidos para favorecer la
disolucion y se enrasa.

* H;0; 50 mM: En un matraz aforado de 100 ml, tomamos 86,7l de peroxido de
hidrogeno 35 % v/v y enrasamos con agua ultrapura MilliQ.

Preparacion de la fase movil, tampoén (Ph 7) 50 mm/l KH,POy, .

Se pesan 7,8 gr. de KH,POy, y se disuelven en agua ultrapura MilliQ, ajustando el pH a
7con hidroxido soédico 0,2 N (sosa) y enrasando el matraz de 1000 ml. Antes de
utilizarse como fase movil, se pasa la disolucion por un sistema de filtracion de
disolventes para HPLC con un filtro de membrana Millipore de nitrocelulosa de

0.45pm.
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4.2. Equipo HPLC y condiciones del ensayo

El equipo de HPLC que nos proporciona la empresa para llevar a cabo los andlisis es el
siguiente: Sistema de bomba con inyector Waters 2695 Separations Module (Alliance),
detector de fluorescencia Waters 474 Scaning Fluorescente Detector (Alliance),
compartimento termostatizado de columna con un sistema Waters 410, Differencial
Refractometer 410 (Alliance), columna de 4,6 x 250 mm, 5 pm (Gemini 5Su C18 110A
de Phenomenex), columna de 4,6 x 150 mm , 5 um (ZORBAX Eclipse XDB —C18 de
Agilent Technologies), guarda columna (SecurityGuard cartridge Gemini C18 4 x 3mm
phenomenex).

Solfawe: Empore 2, Build 2154 Waters (copyright 2005-2008 waters corporation)

Las condiciones para llevar a cabo el analisis fueron, el uso de la columna de 4,6 x 250
mm, 5 pm (Gemini 5u C18 110A de Phenomenex), y la guarda columna (SecurityGuard
cartridge Gemini C18 4 x 3 mm phenomenex.). Gradiente con fase mévil 50 mmol/L
tampon fosfato (pH=7) / acetonitrilo (0 min., 87/13- 25min 82/18 v/v) flujo 0,6
ml/min. EL volumen de inyeccion se fijo en 100 pl. La temperatura del horno de la
columna se fij6 en 40 °C

Los parametros de deteccion de fluorescencia se fijaron en ExA 245nm a EmA 380nm.

1. Bomba
inyectora.

2. Horno de
columna.

3. Refractometro

4. Termostato para
columna

5. Detector de
fluorescencia

Figura 6. Foto del equipo HPLC.

4.3.Planta piloto para el tratamiento térmico

Las pruebas de estabilidad térmica de la melatonina se llevaron a cabo en la planta
piloto de la empresa Pascual S.A.U. Las caracteristicas de la planta permiten controlar
las condiciones de temperatura y tiempos. Una de las finalidades de esta planta es llevar
a cabo estudios cinéticos y de estabilidad térmica bajo diferentes condiciones de
operacion para el disefio de nuevos productos. A diferencia de la planta industrial en
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donde el tratamiento térmico UHT se realiza por contacto directo con vapor, en la planta
piloto el tratamiento térmico se realiza con intercambiadores de calor.

La planta se puede configurar segin las necesidades del proceso mediante distintos
codos que se van colocando manualmente para establecer un circuito concreto. Las

partes fundamentales son:

recipiente de recogida de muestra, pre-calentador,

homogeneizador, pasteurizador, esterilizador, pre -enfriador, segundo homogeneizador,
enfriador, zona de envasado (aséptico o no aséptico). En las Figuras adjuntas se
muestran el diagrama de flujo de la planta piloto y fotografias. Se trata de un equipo

montado por la empresa ROSSI CATELLI (Parma, Italia).

ENTRADA DE
PRODLUCTO

-

PRECALENTADOR

HOMOGENEEZADOR

PREEMFRIADOR

MANTENIMIENTO
DE ESTERILIZACION

ESTERILIZACION

HOMOGENERZADOR

ENFRIADOR

- —

SALIDA DEL
PRODLUTO

PASTEURIZACION

MANTENIMIENTO
DE

PASTEURIZACION

Figura 7. Diagrama de flujo de la planta piloto

Figura 8. Fotos de la planta piloto con indicacion de algunas de sus zonas:
1.Deposito de recepcion, 2.Homogeneizador, 3. Pasteurizador, 4.Esterilizador.
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En esta planta se puede controlar la temperatura de paso por las distintas zonas, asi
como el tiempo que permanece en cada zona que depende de la presion, de la longitud y
seccion del intercambiador y de la densidad del alimento.

Un ciclo de operacion conlleva la realizacion de tres etapas:
1. Esterilizacion: con agua, siempre antes de que se introduzca cualquier alimento.
2. Operacion: bajo las condiciones de establecidas para el tratamiento concreto.

3. Limpieza: siempre tras el proceso de trabajo, mediante el uso de sosa (hidroxido
sodico, Na OH) y acido nitrico (HNO;) en el caso de leche.

Las condiciones de temperatura establecidas en los ensayos del presente trabajo fueron:
T?* de pre-calentador: 60 °C, T* del pasteurizador 85 °C, T* del esterilizador 120°C /130
°C/140 °C/150 °C., T* del pre-enfriador 50 °C, T* del enfriador 4 °C. Tiempos de
permanencia: t en el pasteurizador= 30 s, t en la unidad UHT = 60 s, t hasta
enfriamiento = 5 s.

Para las pruebas de estabilidad térmica se trabajéo con 4 litros de leche normalizada
entera (grasa 3,5%). A cada litro de leche se le sometié una temperatura distinta en el
esterilizador de la planta piloto. Tras este tratamiento las muestras se congelaron en
vasos de 150 ml hasta su analisis segiin el método desarrollado.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. METODO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE
MELATONINA EN LECHE

Homogenizacion vy prelimpieza

Para llegar al método definitivo se han probado multiples procesos de prelimpieza.

Uno de los principales compuestos que interfieren en el analisis son las proteinas, por lo
que es necesario que precipiten previamente, junto con la eliminacion de la grasa.

Se intento realizar este primer paso con metanol y centrifugacion, tomando el
sobrenadante y llevandolo a sequedad (nitrégeno y 50°C). Durante este proceso de
secado precipitan parte de las proteinas que no han precipitado previamente y van a
interferir en el analisis.

Otra posibilidad que se estudi6 fue el uso de acido tricloroacético con posterior
extraccion de la melatonina del sobrenadante con cloroformo. La muestra en un primer
momento estd mas limpia y es posible seguir con el proceso. Cuando se deseca la
muestra mediante el uso de nitrogeno se forma un precipitado en los tubos y es
necesario replantearse el uso de otros compuestos.

Basandonos en el mismo proceso que el acido tricloroacético, utilizamos reactivos
Carrez, de uso comun como agente clarificante, para la determinaciéon de azucares,
consiguiéndose un mejor resultado que con TCA. A la vista de los resultados obtenidos
se decide utilizar Carrez y posteriormente el uso de cloroformo para la extraccién de
melatonina del sobrenadante.
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El problema radica en que el la cantidad de melatonina es muy baja y con los
posteriores pasos se pierde, por lo que es necesario un gran volumen de muestra. Se
empezod con 25 ml de muestra inicial, rehidratando en 1 ml antes de inyectarlo a HPL.
Finalmente fue necesario incrementar el volumen inicial de muestra al00 ml de muestra
y rehidratar en la mitad de volumen.

La opcion finalmente elegida es tratar las muestras con Carrez, centrifugar, extraer con
cloroformo, secar la muestra y pasar al siguiente paso de derivatizacion. Las muestras
quedan limpias y permiten una mejor determinacion.

Derivatizacion

Se estudi6 la posibilidad de evitar la derivatizacion, pero finalmente se considero
necesaria para aumentar la sensibilidad. Si no se realiza este paso la melatonina no es
detectada, solo es posible detectarla cuando a la muestra de leche se le adicionan
grandes concentraciones de melatonina.

En la Figura adjunta se reflejan los resultados de las muestras patrones en agua con
distintas concentraciones de melatonina y analizadas en las mismas condiciones
cromatograficas sin derivatizar y muestras derivatizadas. Se observa que se obtiene un
resultado mejor cuando las muestras sufren el proceso de derivatizacion descrito (ver
grafico).
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Figura 9. Condiciones de analisis: Muestras de concentraciones conocidas de agua con
melatonina derivatizadas e inyeccion de 1004l en el cromatografo. Uso de columna de
4,6 x 150mm, Spm (ZORBAX Eclipse XDB —C18 de Agilent Technologies). Uso de
gradiente 5/95 acetonitrilo /agua (durante 4,5minuto) pasando a 48/10 acetonitrilo
agua (desde el minuto 4,5 al minuto 7) y 90/10 acetonitrilo/agua (del minuto 7 al 10),
flujo Iml/min. T columna 40 °C, deteccion de fluorescencia se fijaron en ExA 245nm y
EmA 380nm. SD:muestras sin derivatizar. D: muestras derivatizadas.
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Extraccion liquido-liquido

Se realizd en la etapa posterior a la derivatizacion. Como disolvente se utiliz6 acetato de
etilo y la extraccion se realizo en primer lugar sobre muestras patron de concentracion
conocida de melatonina en agua. El grado de recuperacion de melatonina fue en torno a
un 60%.

La etapa de extraccion se reveld necesaria con las muestras de leche ya que si no se
realiza tenemos picos que interfieren al mismo tiempo que la melatonina derivatizada.

Condiciones HPLC.

Se realizaron ensayos con dos columnas diferentes para determinar el tipo de columna,
la longitud de la columna y el tiempo de ensayo.

Las dos columnas probadas fueron las siguientes:

* columna de 4,6 x 150 mm , Spum (ZORBAX Eclipse XDB —C18 de Agilent
Technologies)

¢ columna de 4,6 x 250mm, Sum (Gemini 5u C18 110A de Phenomenex).

La columna mas corta s6lo es 1til si probamos patrones conocidos de melatonina en
agua. Si el analisis se realiza con muestras de leche, obtenemos mejor resultado con la
columna mas larga. La columna larga nos permite realizar una mayor separacion de los
compuestos, aunque también es necesario un tiempo mayor para llevar a cabo el
andlisis. El tiempo del cromatograma fue ajustado a 25 minutos con la columna larga.

La adicion de un tampon a pH=7 se reveld necesaria ya que se obtuvieron respuestas
con mayor fluorescencia de la melatonina derivatizada y evito6 ruido.

Con el método establecido es posible determinar la presencia de melatonina en la leche
UHT comercial con un tiempo de respuesta del HPLC en torno a 11,568 minutos
(Figura 10).
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Figura 10: Muestra de leche UHT, tratada con las condiciones del método
propuesto.
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Preparacion de las muestras

En un tubo de centrifuga de 150 ml se depositan 100 ml de muestra, a continuacién se
afiaden 8 ml de reactivo Carrez I, agitando ligeramente la muestra. Posteriormente se
adicionan 8 ml de reactivo Carrez II, agitando ligeramente la muestra. Tras este paso, se
centrifuga la muestra a 5000 G durante 10 min. Tomamos el sobrenadante en un matraz
de 100 ml. Con este sobrenadante se realiza una extraccion con 200 ml de cloroformo
en un embudo de separacion de 250 ml, agitando suavemente durante 10 minutos (si
agitamos muy fuerte se formara una emulsion). Recogemos la capa de cloroformo en un
matraz de 250 ml lavandolo con 10 ml de agua y se lleva a sequedad mediante el uso de
nitrogeno (turvovap) a una temperatura de 40 °C, primero en tubos de 50 ml, cuando
quedan menos de 10 ml se traspasan a un tubo de ensayo de 10 ml mediante el uso de
pipetas Pasteur, lavando los tubos de 50 ml con 0,5 ml de cloroformo 2 veces, donde se
termina de secar la muestra.

Para la derivatizacion de la melatonina se afiaden en el tubo de ensayo 1 ml de agua
miliQ, 125 pl de Na,CO3; 2M, 125 ul de H,O, 50 Mm al residuo y se calienta a 100 °C
durante 30 min en un bafio. La melatonina derivatizada es extraida tres veces con 3,5 ml
de acetato de etilo en tubos de 10 ml previa agitacion y con el uso de pipetas Pasteur. La
capa de disolvente es llevada a sequedad mediante el uso de nitrdgeno a una
temperatura de 50 °C. Tras esta etapa, se afade al residuo 0,5 ml de acetonitrilo al 15 %,
mediante el uso de jeringas de 1ml y filtros Millipore 0.45 pm, se traspasa la muestra a
viales del cromatografo de 2ml, con insertos cilindricos de vidrio para poder llegar al
nivel de inyeccion.
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Figura 11. Esquema del método de analisis
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Curva de calibrado

Se valor6 la posibilidad de utilizar disoluciones de melatonina en agua o en leche para
la elaboracion de la curva de calibrado.

Lo ideal seria utilizar una matriz similar a la leche en la que el contenido de melatonina
sea igual a cero, pero esto no es tan facil porque otras bebidas de origen vegetal también
tienen melatonina. Ej: leche de soja.

Se realizaron pruebas utilizando como matriz agua y leche UHT. Los resultados
experimentales mostraron mejores resultados con disoluciones en leche sometidas al
mismo método de analisis (pretratamiento, derivatizacion y extraccion) que las muestras
problema.

Se preparan disoluciones de melatonina en leche entera comercial UHT “Pascual” de 2
ppt, 5 ppt, 10 ppt y 20 ppt. Ademas de muestras de leche entera comercial UHT
“Pascual” sin adicionar melatonina. De cada una de las disoluciones se toman 100 ml y
se las sometid al procedimiento descrito en la Fig. 11. Los ensayos de HPLC se
realizaron por triplicado.
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Figura 12. Recta de calibrado

5.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA DESTRUCCION TERMICA
DE MELATONINA

Todos los ensayos en planta piloto se realizaron a partir de la misma leche, recogida del
mismo tanque de la planta de produccidon, la cual ha sufrido un tratamiento de
normalizacién — homogenizacion sin tratamiento térmico.

Las muestras tratadas térmicamente en la planta piloto y congeladas, fueron
descongeladas a temperatura ambiente y tratadas con el procedimiento descrito para la
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determinacion de melatonina por HPLC. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla adjunta. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

12

Concentracion
(ppt )

11,212 £ 0,391

8,896 + 0,682

Concentracién de melatonina (ppt)

5,090 + 0,373

10 - - Zczszﬂmgg T esterilizacion
: | =0,99 (°0C)

61 120

1 130

z- | Nl
0 ;l

150

1200 130¢ 140¢ 150¢

2,730 £1.059

T esterilizacion {oC)

Tabla 1. Concentraciones de las muestras con distintos tratamientos térmicos.

A medida que aumenta la temperatura, disminuye la cantidad de melatonina en la leche
tratada. La estabilidad térmica se ajusta a un comportamiento lineal. En el intervalo de
temperaturas estudiado entre 120 °C y 150 °C, la estabilidad térmica de la melatonina se
ajusta a un comportamiento lineal con valores de concentracion decreciente entre 11, 21
y 2,73 ppt de melatonina en la leche tratada.

6. CONCLUSIONES DEL TRABAJO

El método desarrollado para la determinacion cuantitativa de melatonina en leche es un
método laborioso pero con alta sensibilidad, de tal manera que permite la determinacién
de pequeifias concentraciones de melatonina en leche, del orden de ppt (10”° g/L).

El tratamiento térmico influye en la cantidad de melatonina presente en la muestra,
observandose una reduccion de la concentracion en la leche tratada térmicamente a
medida que aumenta la temperatura del proceso.

En el intervalo comprendido entre 120 y 150 °C, los niveles de concentracion de
melatonina en la leche tratada térmicamente se ajustan a un comportamiento lineal con
disminucién de la concentracion entre 11,21 y 2,73 ppt.

El trabajo presentado constituye el primer paso para poder abordar un estudio mas
riguroso sobre la cinética de destruccion térmica de melatonina que permita la
optimizacion de las variables Temperatura — tiempo en un proceso de tratamiento
térmico de la leche.
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