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INTRODUCCION

La melatonina (N-acetyl-5-metoxi-triptamina) es una molécula presente en una amplia variedad de
organismos, desde bacterias y levaduras, a animales (invertebrados y vertebrados), e incluso en plantas
(Hardeland, 2014; Nawaz et al., 2016). Su descubrimiento se produjo en 1958 por Lerner y colaboradores
durante un estudio sobre la glandula pineal de mamiferos, siendo considerada durante las siguientes
cuatro décadas como una hormona exclusivamente animal. Estudios posteriores adjudicaron a la
melatonina un papel clave en el sistema circadiano de los vertebrados, ya que sus niveles circulantes
oscilan de forma ritmica a lo largo del ciclo diario de luz: oscuridad, siendo durante la noche cuando se
produce de forma casi exclusiva la sintesis de melatonina en la glandula pineal. El ritmo de melatonina se
encuentra bajo el control del reloj biolégico y se le considera un marcador molecular de la duracién de la
noche, con posibles efectos en el ajuste de los ritmos circadianos y con implicaciones fisiolégicas tanto a
nivel diario como estacional (Reiter, 1991). Estudios mas recientes también se han centrado en las
propiedades antioxidantes de la melatonina, una molécula con gran capacidad para secuestrar los
radicales libres y para neutralizar sus acciones dafinas a nivel celular y tisular (Reiter et al., 1994).

La presencia de melatonina en plantas no fue conocida hasta 1995 cuando Van Tassel y colaboradores
la descubrieron en la planta ornamental Ipomea nil. Coetaneamente, aparecieron estudios que
confirmaron su presencia en una gran variedad de plantas comestibles (Dubbels et al., 1995; Hattori et
al., 1995). En la ultima década, la investigacion sobre la presencia de melatonina en plantas y productos
alimenticios de origen vegetal ha tenido un gran auge, con numerosas contribuciones al conocimiento de
sus niveles y de sus posibles papeles fisioldgicos, especialmente durante el crecimiento y desarrollo de
plantas y como molécula protectora frente a estreses abioticos y bidticos (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2015;
Reiter et al., 2015).
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Biosintesis de la melatonina.

En vertebrados la ruta de sintesis de la melatonina es bien conocida y se inicia con la transformacion
del aminoacido L-triptéfano mediante la enzima triptéfano-5-hidroxilasa, dando lugar a 5-hidroxi-triptéfano,
el cual es inmediatamente convertido en serotonina por la accion de la enzima aminoacido aromatico
descarboxilasa. La serotonina es el principal precursor de la melatonina, siendo acetilada por una
arilalquilamina N-acetiltransferasa para dar lugar a N-acetilserotonina, la cual es posteriormente metilada
por la hidroxi-indol-O-metil transferasa (HIOMT) para formar la melatonina (Reiter 1991; Falcén et al.,
2009).

En los vegetales se ha hecho un gran esfuerzo para determinar las caracteristicas bioquimicas de la
sintesis de la melatonina, sugiriéndose distintas rutas posibles. Las méas estudiadas son las que se
representan en la Figura 1. Por un lado, la presencia de la enzima HIOMT y el alto contenido de
serotonina presente en las plantas ha llevado a sugerir que la sintesis de melatonina ocurre de forma
similar a la que tiene lugar en vertebrados, usando como sustrato la serotonina (Murch et al., 2009; Tan et
al., 2012). No obstante, investigaciones recientes sugieren que existen varias vias de formacién de
serotonina que incluyen, ademas de la ya mencionada hidroxilacion del L-triptéfano, la descarboxilacion
directa de este aminoacido para formar triptamina, un compuesto que puede ser hidroxilado a serotonina
y contribuir asi a la formacién de melatonina, o bien dar lugar a compuestos intermedios como la 5-
metoxi-triptamina cuya funcién es todavia poco conocida. Del mismo modo, la triptamina puede ser a su
vez oxidada a indol-3-acetaldehido, precursor del acido indol-3-acético (AIA), una fitohormona con
importantes funciones en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Hardeland, 2014; Arnao y Hernandez-
Ruiz, 2015; Zhang et al., 2015). El hecho de que el triptéfano actue como precursor de la melatonina y del
AlA, ha sugerido que ambos compuestos puedan tener papeles fisiolégicos similares en plantas.

Figura 1: Esquema de la ruta de sintesis de melatonina. En el eje central se muestra el
proceso habitual de sintesis que ocurre en vertebrados, mientras que las flechas
punteadas laterales marcan las posibles rutas alternativas para la sintesis de esta indol
que se postulan en plantas. TH: L-triptéfano hidroxilasa: AADC: aminoacido aromatico
descarboxilasa AANAT: arilalquilamina-N-acetil transferasa; HIOMT: hidroxindol-O-metil
transferasa; TDC: Triptéfano decarboxilasa.
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Niveles de melatonina en plantas

La existencia de melatonina en plantas superiores es un hecho plenamente constatado y numerosos
trabajos cuantificaron los niveles de este compuesto en diferentes tipos de plantas y en sus distintos
tejidos (raiz, tallo, semillas, hojas, frutos, etc.). En general los resultados muestran una amplia
variabilidad en el contenido de melatonina en plantas, lo que también es corroborado por niveles muy
diferentes en los tejidos que las forman, oscilando desde picogramos (pg) a microgramos (jJg) por gramo
de tejido (Tettamani et al., 2000; Arnao y Hernandez-Ruiz, 2006). Segun Paredes et al. (2009) las
mayores concentraciones de melatonina en plantas superiores se encuentran en semillas y hojas,
mientras que en los frutos es donde los niveles son menores.

Teniendo en cuenta la importancia de los vegetales en la dieta humana, se ha propuesto que el
consumo de alimentos vegetales o sus derivados puede provocar un aumento de los niveles sanguineos
de melatonina, lo que resultaria en un efecto potencialmente beneficioso para el organismo gracias a las
propiedades antioxidantes de esta molécula (Garcia-Parrila et al., 2009; Lamont et al., 2011). Por ello
numerosos estudios centraron sus objetivos en el andlisis de los componentes de dietas ricas en frutas y
verduras caracterizadas por sus propiedades antioxidantes, como es el caso de la dieta mediterranea,
demostrandose niveles elevados de melatonina en frutos secos, cereales (arroz, maiz, avena, soja, etc.),
algunas frutas (fresa, cereza, manzana, tomate, uva, pifia, platano, kiwi, etc.), legumbres, semillas y
hortalizas (remolacha, cebolla, pimiento, esparrago, calabaza, etc.) (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014).
También se ha detectado melatonina en productos de consumo derivados de vegetales, tales como el
aceite de oliva, algunos zumos de frutas, el vino y el vinagre (Paredes et al., 2009; Iriti et al., 2010; Budak
et al., 2015). Asimismo, existen estudios en humanos y en roedores que demuestran que la ingesta de
estos alimentos supone un aumento de los niveles de melatonina en el organismo (Luzia-Franca et al.,
2010; Sae-Teaw et al., 2012).

A pesar de los estudios citados previamente, existen todavia numerosas incognitas sobre la presencia y
los niveles de melatonina en plantas que son objeto de consumo. En gran parte, este desconocimiento
viene dado por las dificultades técnicas de cuantificar la melatonina en muestras vegetales, de gran
complejidad en su composicién quimica, lo que podria causar las fuertes diferencias en los niveles
detectados en plantas. Por otro lado, la disparidad en los niveles medidos podria responder a otros
factores que afectan a las plantas que consumimos, tales la época de recoleccién, el estado de
crecimiento de la planta o de maduracién los frutos, las condiciones ambientales, etc. (Tan et al., 2011).
Por ultimo, en el caso de las verduras y frutos que se pueden obtener en el mercado para el consumo
humano, un factor que puede influenciar las concentraciones de melatonina es el derivado de las propias
condiciones de comercializacion (almacenaje, temperatura, luz, etc), lo cual ha sido muy poco estudiado.

El presente trabajo forma parte de un estudio mas amplio que trata de investigar la presencia de
melatonina en diversos productos vegetales y frutas que forman parte de la dieta humana, incluyendo
tanto los disponibles a nivel comercial para el consumidor, como aquellos que se pueden obtener
directamente de los productores. En relaciéon con ello, el estudio que se presenta tuvo por objetivo
detectar y cuantificar los niveles de melatonina en diferentes frutas habituales de nuestra dieta, asi como
en zumos procedentes de las mismas.

Materiales y métodos

A lo largo del estudio se han utilizado distintos tipos de frutas obtenidas de establecimientos
comerciales y de productores locales, en funcién de su disponibilidad en el momento de realizar los
experimentos. Asimismo, la disponibilidad de las frutas condicioné las variedades que se utilizaron para la
obtencion de los zumos objeto del analisis.
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Frutas

Para la determinacion del contenido de melatonina en frutas se utilizaron un total de 17 variedades en
estado maduro, obtenidas de superficies comerciales del area de Vigo y Pontevedra y de productores
locales de la provincia de Pontevedra en el caso de las no comerciales. Las frutas fueron clasificadas en
cuatro subgrupos: a. frutos rojos (5): fresa (origen Huelva), mora (variedad Loch ness), frambuesa
(variedad Lyon), arandano (variedad Duke) y grosella roja; b. frutas sin hueso (4): platano, pera (variedad
Conferencia), manzana roja (variedad Starki) y manzana verde (variedad Granny Smith); c. frutas con
hueso (5): melocotén rojo, nectarina roja, ciruela roja (variedad Red Beauty), albaricoque y nispero
(variedad May lop); y d. frutas citricas (3): naranja de zumo (variedad Valencia late) y limén de origen
comercial y de produccion casera.

Una vez en el laboratorio, las frutas fueron lavadas y secadas, separandose a continuacion porciones
de 10-20 g de cada tipo de fruta, de forma que en algunos casos se necesitaron varias piezas de frutas
(mora, arandano, grosella o frambuesa) y en otros fue suficiente con una Unica pieza entera (fresa) o una
porcion de la misma (para citricos y frutas con hueso y sin hueso). Seguidamente cada muestra (4
réplicas de cada tipo de fruta) fue troceada y homogenizada con 10 mL de metanol puro en un mortero de
porcelana mantenido sobre hielo. EI homogenado resultante se trasvasdé a tubos de centrifuga que
permanecieron en un bafio ultrasénico (Bransonic M 3510) a 25°C durante 60 min. Transcurrido este
tiempo, la suspension fue enfriada a 4°C y los tubos se balancearon con agitacién (Biosan Multibio RS-24)
durante 30 min a 4°C (camara fria). A continuacion, las muestras fueron centrifugadas a 4400 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5702 R) durante 30 min. a 4°C y el sobrenadante resultante fue secado a vacio en
un concentrador Speed-Vac (Eppendorf concentrator plus) a 45°C, utilizando un programa de evaporacion
de alcoholes. Finalmente, el extracto seco obtenido se resuspendi6 en 2 mL de una solucion de
acetonitrilo 5% acidificada (acido formico 0.1N, pH final: 2,54) que se utiliz6 para la posterior extraccion de
la melatonina con cloroformo.

Zumos de frutas

En el caso de los zumos de frutas, se eligieron 14 tipos de frutas que fueron obtenidas de superficies
comerciales del area de Vigo y Pontevedra (variedades comerciales) y de productores locales de
Pontevedra (variedades no comerciales). Al igual que en el experimento anterior, las frutas se clasificaron
en subgrupos: a. frutos rojos (4): fresa (origen Huelva), mora (variedad Loch Ness), frambuesa (variedad
Lyon) y arandano (variedad Duke); b. frutas sin hueso (4): pera (variedad Conferencia), manzana roja
(variedad Starki), pifia (variedad Cayena Lisa), granada comun (variedad Mollar); c. frutas con hueso (1):
melocoton rojo; y d. frutas citricas (5): pomelo rojo (variedad Star Ruby), mandarina (variedad
Clementina), naranja de zumo (variedades de naranja comerciales y de cosecha propia) y limén fino
(cosecha propia).

La extraccion del zumo de las frutas se realizé en laboratorio mediante una licuadora de uso doméstico,
para los frutos rojos y frutas con y sin hueso, y un exprimidor manual en el caso de los distintos frutos
citricos. Para ello, cada pieza de fruta fue lavada, secada e introducida en su totalidad en la licuadora, a
excepcion de la pera, melocoton, granada, pifia y los citricos en los que previamente al procesado se
retird la piel.

Se obtuvieron un total de cuatro muestras distintas de zumo a partir de ejemplares diferentes de cada
tipo de fruta. Tras su elaboracion, una alicuota de 10 mL de cada zumo fue centrifugada a 4.400 rpm a
4°C durante 10 minutos, con el fin de eliminar restos de pulpa que pudiesen estar presentes en el zumo.
El sobrenadante obtenido se almacend a -26°C hasta su posterior analisis.

Extraccion de la melatonina

Para la determinacién de melatonina en las distintas muestras de fruta o zumos de fruta fue necesaria
una extraccion previa, para lo que se utilizé cloroformo. Para ello se tomaron 2 mililitros de homogenado o
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zumo de fruta a los que se les afiadieron 8 mL de cloroformo. Los tubos se agitaron vigorosamente
durante 2 minutos y se centrifugaron a 4400 rpm durante 10 minutos, a 4°C. Tras la centrifugacién, se
retird la fase acuosa por aspiracién, mientras que a la fase cloroférmica restante se le afiadié 1 mL de
NaOH 0,2 N con el fin de mejorar la limpieza de la muestra para el analisis. Seguidamente se volvio a
agitar durante 1 minuto y se centrifugé a 4400 rpm durante 5 minutos. Se eliminé de nuevo la fase acuosa
y se midi6 el volumen de la fase cloroférmica restante que fue posteriormente secado al vacio, a 45°C,
durante aproximadamente 50 minutos. Los residuos secos fueron resuspendidos en 100 uL de una
soluciéon de acetonitrilo acidificado (5% de acido férmico 0.1N, pH 2,54) y filtrados utilizando filtros de 0,45
um de poro (DISMIC 03JP), almacenandose a -26°C hasta su analisis.

Analisis de la melatonina mediante HPLC con deteccion de fluorescencia

La cuantificaciéon de melatonina presente en las muestras de frutas y zumos de frutas se realizé
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase inversa con deteccion de fluorescencia,
siguiendo el método descrito para muestras animales por Mufioz et al. (2009). El sistema consistié de un
HPLC compacto Hewlett-Packard serie 1100 equipado con bomba cuaternaria (médulo HP G1311A)
conectada a un sistema de desgasificacion en linea (médulo HP G1322A) y a una valvula de inyeccion de
muestra (HP C13228A; 50 uL), acoplados a un detector de fluorescencia (médulo HP G131A) en el que se
fijaron las longitudes de onda de 280 nm de excitacion y 345 nm de emision. La separacién
cromatografica se realizé empleando una columna de fase estacionaria inversa (Supelco Supercosil LC-
18-DB 15cm x 4,6mm, 5um) que se mantuvo a una temperatura constante de 25°C controlada mediante
un horno de columna (Jasco CO-4060). La fase mévil se bombed a una tasa de flujo de 1 mL/min y
consistid en una mezcla programada de dos soluciones independientes: solucion A, acetonitrilo:agua
(60:40 v:v) y acido férmico 0,1%; y solucion B, agua acidificada con acido férmico 0,1%; que se mezclaron
siguiendo la siguiente secuencia (Figura 2).

Figura 2: Secuencia de mezclado de las dos soluciones utilizadas para la separacion
cromatografica en gradiente.

La sefial generada por el detector fue adquirida mediante el sistema informatico HP1100 ChemStation.
La cuantificacién de la melatonina fue realizada por comparacion del area integrada del pico de
melatonina en cada muestra con la de patrones de concentracion conocida de melatonina pura (5 ng/ml)
inyectados por triplicado al comienzo de cada dia de analisis y repetidos cada 10 muestras analizadas. El
limite de sensibilidad para la melatonina bajo estas condiciones fue de 1,5 pg por inyeccién, estimando
una relacion sefal:ruido de 3:1. La sefal generada por la melatonina mostré una respuesta lineal con la
concentracion en un rango amplio (0,25 ng/mL a 5 ng/mL) que incluyd los valores detectados en las
muestras.
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Analisis estadistico

En los casos en los que se estim6 necesario, se realizé un analisis estadistico de los resultados
utilizando el software SigmaStat v11.0. Los datos fueron sometidos a analisis de varianza de una via,
seguido del test de comparaciones multiples de Student-Neuman-Keuls. En aquellos casos en los que no
se cumplieron las condiciones de igualdad de varianza o de normalidad se utilizé una prueba de analisis
de varianza sobre rangos (test Kruskall-Wallis). El nivel de significacion se establecié a valores de p<0.05.

Resultados y Discusion

Extraccion y deteccion cromatografica de la melatonina

Con objeto de evaluar la recuperacion y la reproducibilidad del método de extraccién empleado se
realizaron ensayos por duplicado con diferentes concentraciones de patrones de melatonina que fueron
extraidos siguiendo un proceso idéntico al descrito para las muestras. Los datos obtenidos en el analisis
fueron contrastados (linealidad de la respuesta y reproducibilidad) con los obtenidos de patrones de
melatonina que fueron inyectados directamente en el HPLC (Figura 3), ofreciendo resultados similares a
los publicados previamente (Muifoz et al., 2009). Por otro lado, en este procedimiento analitico se opto
por utilizar una separacion cromatografica en gradiente con el fin de evitar las posibles interferencias en
las muestras de picos de naturaleza conocida con el pico de melatonina, lo que repercutié positivamente
en la reproducibilidad de las medidas.

Contenido de melatonina en frutas

Figura 3: Linealidad de la respuesta cromatografica. (A) patrones de concentraciones
crecientes de melatonina sometidos a extraccién con cloroformo. (B) patrones de
melatonina de concentraciones crecientes inyectados directamente.

Los niveles de melatonina para las distintas frutas analizadas se muestran en la Figura 4. A efecto de
facilitar su visualizacion, en la grafica se han agrupado los frutos bajo las categorias de frutos rojos, frutas
sin hueso, frutas con hueso vy citricos.

El contenido de melatonina fue muy variable entre los diferentes tipos de frutas, oscilando desde 13,48
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Figura 4: Contenido melatonina (pg/g) en las diferentes frutas estudiadas. Las barras representan

las medias + EEM de 4 réplicas en todos los casos. Se usaron diferentes colores para agrupar las

frutas en las siguientes categorias: frutos rojos (color rojo), frutas sin hueso (color verde), frutas con
hueso (color naranja) y citricos (color amarillo).

pg/g que presenté el nispero hasta los 430,16 pg/g de la naranja. Estos datos coinciden, en lineas
generales, con los encontrados en estudios previos. Asi, en el caso del platano, en el cual hemos
encontrado una concentracion de 53,3 pg/g de muestra, Dubbels et al. (1995) cuantificaron alrededor de
47 pg/g de muestra. En otros casos, como la naranja, las concentraciones medias detectadas (430 pg/g)
fueron notablemente superiores a halladas previamente por Johns et al (2013) (150 pg/g), pero inferiores
a las presentadas por Fernandez-Pachdén et al. (2014) (660 pg/g). Estos datos corroboran la gran
variabilidad que presenta la concentracién de melatonina entre frutas, asi como dentro de cada tipo de
fruta dependiendo del estudio.

Por otra parte y aunque la variabilidad entre réplicas fue muy elevada, destacaron por su alto contenido
en melatonina la mora (338,74 pg/g) y el arandano (250,03 pg/g), para el caso de los frutos rojos, asi
como la manzana roja (376,06 pg/g) y la nectarina (283,80 pg/g) como representantes de sus respectivos
grupos (frutas sin y con hueso). En el caso de los citricos fue la naranja, como ya hemos comentado
anteriormente la que presenta un mayor contenido. La gran variabilidad observada en los niveles de
melatonina podria ser debida en gran parte a la diversidad existente en los ejemplares de cada tipo de
fruta analizados, ya que aunque todas ellos fueron de origen comercial, salvo el limén casero, es muy
probable que procediesen de plantas distintas y con distinto grado de maduracion del fruto en el momento
de recoleccion. Otros factores que podrian estar detras de estas variaciones son la época de recoleccion,
las condiciones de cultivo o el tipo de sustrato empleado en el cultivo (Tettamani et al., 2000; Arnao y
Hernandez, 2006; Tan et al. 2011), e incluso factores relativos a la comercializacién de los frutas (tiempo
de almacenamiento, temperatura, humedad, etc).

Contenido de melatonina en los zumos de frutas

La Figura 5 muestra el contenido de melatonina presente en zumos obtenidos a partir de algunas de las
frutas relacionadas en el apartado anterior, asi como de otras diferentes a las incluidas en el analisis
previo. De manera similar a la fruta entera, los niveles cuantificados en los distintos zumos fueron muy
variables, destacando en este caso los bajos niveles de melatonina detectados en el zumo de mora (5.97
pg/mL), asi como los elevados niveles medidos en el de frambuesa (53,72 pg/mL).

En el grupo de los citricos se hicieron determinaciones en una amplia variedad de los mismos, ya que
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Su consumo en zumos es mas acusado. En este grupo destacan los altos niveles alcanzados por el zumo
de limén (44,54 pg/mL), el pomelo rojo (43,08 pg/mL) y la mandarina (34,05 pg/mL). Cabe destacar
también que el zumo de la naranja comercial fue el que presentd los niveles mas bajos (8,52 pg/mL), en
contraste con la naranja de produccion local que tuvo niveles 3 veces superiores (20,99 pg/mL). Por otra
parte también se obtuvieron altos niveles de melatonina en el zumo de manzana (45,71pg/mL) y granada
(43,41 pg/mL), frutas a las que se le atribuyen grandes concentraciones de antioxidantes (Iriti et al., 2010).

En general la variabilidad presente en los zumos fue menor que la detectada en la fruta entera, lo que

Figura 5: Contenido de melatonina (pg/mL) en los distintos zumos de frutas estudiados. Las barras
representan la media * error estandar de la media (E.E.M.) de 4 réplicas. Se usaron diferentes
colores para agrupar las frutas en las siguientes categorias: frutos rojos (color rojo), frutas sin hueso
(color verde), frutas con hueso (color naranja) y citricos (color amarillo).

contrasta con un contenido aparentemente mayor de melatonina en esta ultima. Por ejemplo, en el caso
extremo de la mora se obtuvo una concentracién de melatonina en la fruta de 338 pg/g de muestra,
mientras que en el zumo se obtuvieron 5,9 pg/mL de zumo. Estas variaciones pudieron deberse a que el
proceso de licuado de la fruta para obtener zumo, no fuese tan eficaz para la extraccién de melatonina
como la preparacion de un homogenado por métodos mecanicos (desmenuzamiento del fruto entero en
mortero y posterior inmersién en un bafio de ultrasonidos), lo que pudo favorecer la fractura de las células
vegetales y la extracciéon de la melatonina en el solvente organico. En este sentido también hemos
constatado que una pequeina parte de la melatonina del fruto a partir del cual se obtuvo el zumo, quedo
depositada en los restos de pulpa y de la piel que fueron desechados, lo que no sucedi6 en el analisis de
las frutas enteras. De forma similar estudios realizados en uvas mostraron que los niveles mas altos de
melatonina se encontraron en las pieles y semillas de las uvas (Vitalini et al., 2011), las cuales
habitualmente no son aprovechadas en la elaboracién de zumos.

Conclusiones

- Se ha confirmado la presencia de melatonina en una amplia variedad de frutas y en zumos
naturales, observandose una gran variabilidad en los niveles detectados entre los tipos de frutas e
incluso dentro del mismo tipo de fruta.
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- Las concentraciones de melatonina medidas en las frutas enteras fueron aparentemente superiores
a las de los zumos de frutas, lo que podria estar motivado por una mayor eficiencia del proceso de
extraccion seguido con la fruta entera en relacién con el zumo.

- Estos resultados demuestran que el consumo de frutas supone un aporte significativo de
melatonina al organismo. Debido a las caracteristicas antioxidantes de esta molécula, su presencia en
frutas puede contribuir a las propiedades beneficiosas que tienen estos alimentos para la salud humana.
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