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gL
-1
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 Microgramos por mililitro 

L Litros 

mL Mililitros 

G Gramos 

Mg Miligramos 
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gKg
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 Gramos por kilogramo 

% Porcentaje 

Rpm Revoluciones por minuto 
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H Horas 

T Tiempo 
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mgg
-1

 Miligramos por gramo de muestra 
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-1

 Microgramos por gramo de muestra 

espmL
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vv
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FTL Fenoles totales de Larrea 

LT Larrea tridentata 

mgXg
-1
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aw Actividad de agua 

UL
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Resumen 
 

La presente investigación es un esfuerzo para producir, purificar y 

caracterizar la enzima responsable de la degradación de elagitaninos, la selección de 

microorganismos capaces de degradar elagitaninos y la búsqueda de fuentes 

potenciales de elagitaninos y ácido elágico,  

 

Los elagitaninos son una subdivisión de los taninos hidrolizables, su 

característica principal es el grupo hexahidroxidifénico (HHDP), que al ser liberado, 

sufre una lactonización espontánea, que consiste de un reacomodo de la molécula 

pasando a una estructura más estable, conocida como ácido elágico. 

 

De manera natural el ácido elágico y los elagitaninos tiene la función de 

defensa en la planta al igual que otros taninos, contra ataques de virus, bacterias, 

hongos, insectos y rumiantes. Sin embargo, debido a la actividad biológica que 

presentan los han puesto en el centro de investigaciones con respecto aun gran 

número de enfermedades crónicas que pueden ser prevenidas o diminuir sus efectos, 

tales como, diferentes tipos de cáncer, disminución del colesterol en sangre, 

facilitador del trasporte de glucosa, inhibidor de algunos virus como el del papiloma 

humano y síndrome de inmuno deficiencia, además de las aplicaciones clásicas, 

sobre la inhibición de microorganismos patógenos, hongos cutáneos y parásitos. 

 

 Existen un gran acervo de literatura sobre la biodregradación de galotaninos 

para producir ácido gálico, estos bioprocesos incluyen el uso de cultivos microbianos 

que inducen la biosinteisis de la tanin acil hidrolasa (EC 3.1.1.20) generalmente 

referida como tanasa, es una esterasa que hidroliza los enlaces éster presentes en los 

taninos. En el caso particular de los de los elagitaninos, la información es escasa y 

confusa, principalmente por la complejidad química  y la diversidad de los 

elagitaninos. 

El estudio de la degradación de elagitaninos por métodos biológicos 

(enzimáticos o microbianos) se esta convirtiendo en un tema fascinante y 

prometedor. Trabajos publicados sobre este tema se han centrado en la producción de 

ácido elágico, suponiendo la participación ciertas enzimas involucras en el proceso. 
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Sin embargo, se sabe que la hidrólisis selectiva de grupos galoilos de taninos 

complejos con la enzima tanasa produce elagitaninos. 

En cuanto a la ruta de degradación de elagitaninos, no está definida la enzima 

responsable de la hidrólisis del grupo HHDP y hace falta información al respecto, 

también otro aspecto importante sobre esta ruta son las condiciones de lactonización 

del grupo HHDP a ácido elágico. Hasta el momento los dos no se han descrito 

claramente. El resto de la ruta de biodegradación ha sido estudiado y descrito. 

 

Se ha reportado (2003) la producción de ácido elágico fermentando pomaza 

de arándanos en cultivo en medio sólido, atribuyendo la catálisis a la enzima β-

glucosidasa, más tarde en 2005 presentan una enzima llamada valonea tanino 

hidrolasa. 

  

En una primera etapa se evaluaron de forma tradicional (hidrólisis con HCl-

Metanol a temperaturas altas) diferentes fuentes vegetales, para determinar la 

concentración de elagitaninos, los resultados obtenidos en mgg
-1

 en base seca fueron 

los siguientes, para cáscara de granada en estado de maduración intermedia y estado 

maduro (33.79 ± 7.43 y 12.80 ± 5.83), Candelilla (2.18 ± 0.39), Gobernadora 

(2.5±0.72), Hojasén (1.59 ± 0.96) y Sangre de drago (0.81 ± 0.43). 

 

La cáscara de granada fue el material vegetal con mayor concentración de 

elagitaninos, por la que se procedió a la realización de un análisis físico-químico y 

perfil de taninos. En cuanto al perfil de polifenoles se obtuvo que cuenta con 9.3% de 

los mismos, de los cuales 3.4% son taninos condensados y 5.4% corresponden a 

taninos hidrolizables, que a su vez los taninos hidrolizables corresponden a 0.6% de 

galotaninos y 5.3% a elagitaninos. 

 

Caracterizado el material vegetal se evaluó la capacidad de hongos 

filamentosos para emplear los elagitaninos como fuente de carbono y energía en un 

sistema de microcosmos y finalmente por crecimiento en placa. En los dos 

experimentos las cepas de Aspergillus niger GH1 y PSH, crecieron sobre las fuentes 

con elagitaninos. Los resultados del crecimiento en placa mostraron que A. niger 

GH1 y PSH crecen a una velocidad de 0.551±0.1122 mmh
-1

 y 0.634±0.0424 mmh
-1
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respectivamente. Ambas cepas presentaron dificultad para crecer sobre el medio con 

ácido elágico, 0.087±0.1603 mmh
-1

 y 0.050±0.0080 mmh
-1

 respectivamente. Se 

eligió la cepa de Aspergillus niger GH1, debido su ligera tolerancia al producto de la 

hidrólisis de elagitaninos. Sin embargo aun quedan dudas sobre este 

comportamiento, lo cual puede ser debido a la baja solubilidad del ácido elágico. 

 

Seleccionado el material vegetal y la cepa de Aspergillus niger GH1, se 

procedió a realizar la etapa para evaluar la producción de ácido elágico en cultivo en 

medio sólido (CMS), empleando la cáscara de granada como soporte y fuente de 

carbono y las sales del medio Czapek Dox mínimo, en cajas de Petri de 9 cm, por 

144 h a temperatura de 30 °C. Los resultados obtenidos en esta etapa muestran que el 

pH se mantiene entre 4-5, la actividad de agua se mantuvo dentro del rango de 

tolerancia para Aspergillus niger (0.99-0.95), se consumió el 85 % de los azucares a 

las 72 h de cultivo, Las fenoles totales se redujeron en un 20% a las 24 h, y se 

obtuvieron 12.39±4.0 mg de AE/g de soporte a las 48 de cultivo. 

 

Dentro de la misma etapa se empleó un sistema diferente para llevar a cabo la 

producción de la enzima elagitanasa por A. niger GH1 en CMS, usando extracto de 

cáscara de granada como fuente de carbono y energía, las sales del medio Czapek 

Dox y como soporte espuma de poliuretano (PUF), se prepararon reactores de 250 

mL, con 3 g de PUF, 7 mL del medio de cultivo, se inocularon y se mantuvieron a 

30° C en una cinética de 72 h. los resultados obtenidos fueron similares al 

experimento anterior en cuanto al consumo de los sustratos, La acumulación de ácido 

elágico fue 50% menor que usando el polvo de cáscara de granada. La actividad 

elagitanasa fue de 44.5 ± 1.5 U/L  a las 48 h de cultivo. 

 

El extracto obtenido a las 48 horas se dializó por membranas de celulosa de 

12 kDa, usando solución amortiguadora de citratos 25mM, a pH 5 temperatura 2-4 

°C, manteniéndose en refrigeración (4-8 °C) cambiando el líquido cada 8 horas hasta 

obtener un extracto transparente. Finalmente, se filtró por membrana de 0.45 m y se 

sometió a cromatografía en un equipo FPLC, usando una columna G-25 para 

permeación en gel, en donde se obtuvieron 8 fracciones, teniendo actividad 

elagitanasa en la fracción 2, la cual fue fraccionada usando en una columna QXL de 
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intercambio iónico, donde se obtuvieron 40 fracciones, se determino la actividad 

elagitanasa obteniéndose en las fracciones 34 y 39, se evidenció la presencia de 2 

bandas en la fracción de G-25 y una de 200 kDa en la fracción 34 de QXL, se 

evidenciaron las bandas en un gel SDS-PAGE. 

 

Obtenido el protocolo para la purificación se procedió a la producción de 

extracto enzimático, en un reactor de charolas de mayor capacidad, bajo las 

condiciones de cultivo antes mencionadas, se obtuvieron 1950 mL de extracto 

enzimático, el cual se dializó en membranas de celulosa de 12 kDa en solución 

amortiguadora de citratos 25 mM, el extracto dializado se filtro por membranas de 

0.45 , El filtrado se ultrafiltro reteniendo el permeado, el cual fue separado por una 

columna de permeación en gel y finalmente por una columna de intercambio iónico 

QXL, se evidenciaron las bandas en un gel SDS-PAGE. 

La enzima purificada fue parcialmente caracterizada en cuanto al efecto de la 

concentración de sustrato, pH y temperatura de reacción. Los resultados mostraron 

que a una concentración de 1 mgmL-
1
 de elagitaninos, pH 5 y temperatura de 60 °C 

se obtienen las mejores condiciones de reacción de la enzima elagitanasa. 

 

La presente investigación revela el potencial de especies del Desierto 

Chihuahuense como fuentes de elagitaninos, la capacidad de hongos filamentos de 

producir la enzima elagitanasa, además se desarrollo un proceso biotecnológico para 

la producción de ácido elágico y de la enzima elagitanasa y el papel que desempeña 

esta en la biodegradación de elagitaninos y la producción de ácido elágico.  
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Abstract 
 

The aim of this research is to produce, purify and characterize the enzyme 

responsible for the ellagitannins degradation. 

 

Ellagitanins are a hydrolysable tannins, its main feature is the group 

hexahydroxydyphenyl (HHDP), that when is released a spontaneous lactonization 

occurs, which consists of a realignment of the molecule moving to a more stable 

structure, known as ellagic acid.i 

 

Ellagic acid and ellagitannins play a defense roll in the plant against viruses, 

bacteria, fungi, insects and ruminants. They have an important biological activity like 

antioxidant, radical scavenging, astringent flavor, coupling with proteins (amino 

acids) and carbohydrates. This are positioned in the target of researches about on a 

number of chronic diseases can be prevented or reducing their effects, such as 

different types of cancer, cholesterol blood decreased, inhibition of some viruses like 

human papilloma and immune deficiency syndrome, in addition to conventional 

applications, on the inhibition of pathogenic microorganisms, fungi and skin 

parasites. 

 

   There is a large heritage literary on gallotannins biodregradación and gallic 

acid production, these include the use of bio-microbial cultures that induce 

biosynthesis of tanin acyl hydrolase (EC 3.1.1.20) generally referred to tannase. This 

enzyme is an esterase that hydrolyzes the ester linkages in tannins. In the particular 

case of ellagitanins, information is scarce and confusing, mainly due to the chemical 

complexity and diversity of ellagitanins. 

 

  

Ellagitanins degradation studies by biological methods (enzymatic or 

microbial) are becoming a fascinating and promising topic. Published papers on this 

topic have focused on the production of ellagic acid, assuming the participation of 

certain enzymes involved in the process. However, it is known that selective 

hydrolysis of galoyl groups in tannins complex with tannase enzyme produces 

ellagitanins. 

 

Regarding the degradation ellagitanins pathway, is not well defined the 

enzyme responsible for hydrolysis of the HHDP group, and research to clarify this is 

needed. Also another important aspect of this topic is the lactonization HHDP 

conditions for the ellagic acid molecule. So far these two aspects have not been 

described, and more research have to be done in order to know this aspects will be 

relevant. The rest of the pathway of biodegradation has been studied and described. 

 

In a first part of this work, the extraction of ellagitanins from different 

sources using the traditional methodologies was addressed. The hydrolysis was 

carried out using HCl-methanol. The hydrolysis temperature was at 90 °C. The 

results obtained in mgg-
1
 on dry weight were as follows, to Punica granatum husk 
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ripened and intermediate ripened (12.80 ± 5.83 and 33.79 ± 7.43), Euphorbia 

antisyphyllitica (2.18 ± 0.39), Larrea tridentata (2.5 ± 0.72), Fluorensia cernua 

(1.59 ± 0.96) and Jatropha dioica (0.81 ± 0.43).  

 

Pomegranate husk was the plant material with the highest concentration of 

ellagitanins, which proceeded to physico-chemical analysis profile of tannins. The 

results showed a polyphenols content of 9.3% from total tannins, of which 3.4% are 

condensed tannins and 5.4% hydrolysable tannins, of which in turn correspond 0.6% 

to gallotannins and 5.3% to ellagitanins. 

 

After material characterization, the second part of the work was to assess the 

ability of filamentous fungi to used ellagitanins as a carbon and energy source in 

controlled micro-system and also growth plate analysis was done. In both 

experiments the strains of Aspergillus niger GH1 and PSH were used. The results of 

the growth plate showed that A. niger GH1 and PSH grow at a rate of 0.551 ± 0.1122 

mmh-
1
 and 0.634 ± 0.0424 mmh-

1
, respectively. Both strains presented difficulty to 

grow on the medium with ellagic acid, 0.087 ± 0.1603 mmh-
1
 and 0.050 ± 0.0080 

mmh-
1
 respectively. The selected strain of Aspergillus niger GH1 was selected to 

further studies because his slight tolerance to the product of hydrolysis ellagitanins. 

However, some questions still remain about this behavior, which may be due to the 

low solubility of ellagic acid. 

 

Selected Punica granatum plant material and the strain of Aspergillus niger 

GH1, was carried out to assess the stage production of ellagic acid in solid state 

culture (SSC) using the Pomegranate husk as carbon source and salts of Czapek Dox 

culture in Petri dishes of 9 cm, time 96 h, temperature 30 °C. The results showed that 

the pH is kept between 4-5, the water activity was within the range of tolerance for 

Aspergillus niger (0.99-0.95), consumed 85% of sugars at 72 h cultivation, the total 

phenol were reduced by 20% at 24 h, and the production of ellagic acid was 12.39 ± 

4.0 mg AE/g support for the 48h. 

 

Also, in this part of the work, a different system to carry out the production of 

the ellagitanase enzyme by A. niger GH1 in SSC using pomegranate husk extract as 

carbon and energy source, the salts of Czapek Dox medium and solid support was 

polyurethane foam (PUF), were prepared from 250 mL reactor an added to 3 g of 

PUF, 7 mL of culture medium, were inoculated and maintained at 30 °C for a period 

of time of 72 h. The results were similar to the previous experiment in the 

consumption of substrates, however the accumulation of ellagic acid was 50% lower 

than using the pomegranate husk like a support. Ellagitanase activity was 44.5 ± 1.5 

U/L at 48 h of culture. 

 

The extract obtained at 48 hours was filtered using cellulose dialysis 

membrane of 12 kDa, using citrate buffer of pH 5 to 25 mM temperature 2-4 °C, 

maintained under refrigeration (4-8 °C) by changing the fluid every 8 hours to obtain 

a clear membrane extract was subjected to FPLC. Finally, filter through 0.45m 

chromatography using a G-25 column for gel permeation, which was obtained 8 

fractions, taking ellagitanase activity in the fraction 2, which was fractionated using 

QXL on an ion exchange column, where 40 fractions were obtained, the activity 

ellagitanase obtaining fractions 34 and 39, demonstrate the presence of 2 bands in the 
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fraction of G-25 and 200 kDa in only one in fraction 34 and 39 of QXL, the bands 

were found in an SDS-PAGE gel. 

 

Finally, once the purification protocol was developed, experiments were 

carried out to scale up the production of the enzyme tannase using a tray bioreactor. 

The enzyme extract obtained was 1950 mL and this was dialysed on cellulose 

membranes at 12 kDa with citrate buffer solution (25 mM), before filtered by 0.45 

membranes, The extract obtained was ultrafiltered and the retained fraction collected, 

which was separated by a gel permeation column G-25 and finally by QXL a ion 

exchange column, where the fractions showed a band in SDS-PAGE gel to 200 kDa. 

 

The enzyme partially purified was characterized as to concentration substrate effect, 

pH and reaction temperature. Results showed that ellagitannis concentration of 1 mg 

mL-
1
, pH 5 and 60 °C gives the best ellagitanase reaction conditions. 

 

This research showed the potential of the Chihuahuan Desert species as 

ellagitannins sources. Also the development of a bioprocess for the production of 

ellagitanase enzyme using microorganism isolated from Chihuahua desert was 

presented.  
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1. Introducción 

Las investigaciones orientadas hacia la recuperación de compuestos 

polifenólicos, en particular de los elagitaninos y sus derivados, se han incrementado 

desde la última década, sobre todo por la importancia que éstos han alcanzado entre 

la población humana; en particular,  la expectativa de prolongar la vida promedio al 

reducir y prevenir un buen número de enfermedades que se asocian con los malos 

hábitos alimenticios. 

El uso de compuestos bioactivos de tipo polifenólico se ha popularizado 

debido al efecto antioxidante y nutraceútico de los mismos, ya que su actividad 

biológica puede prevenir enfermedades como son: el cáncer en sus diferentes 

modalidades, los problemas asociados con afecciones cardiacas, hipertensión arterial, 

niveles altos de colesterol en sangre, entre otras. Así mismo, se ha demostrado que 

dichos compuestos participan en la inhibición de bacterias, parásitos y virus; este 

último tópico, ha promovido el inicio de una serie de estudios a nivel mundial por el 

potencial que representan los compuestos polifenólicos bioactivos como una 

alternativa para lograr la inhibición de enfermedades virales crónicas como la 

inmunodeficiencia adquirida (VIH) y el papiloma humano (VPH). 

Los compuestos bioactivos de tipo polifenólico, particularmente los 

elagitaninos y el ácido elágico han encontrado también gran aplicación en la 

industria de cosméticos para la fabricación de cremas aclaradoras de piel y en la 

industria de alimentos para la elaboración de alimentos nutracéuticos. Sin embargo, 

uno de los mayores problemas asociados a los procesos de extracción de este tipo de 

compuestos bioactivos o fitomoléculas implica la utilización de procesos químicos 

tradicionales que emplean ácidos fuertes, grandes cantidades de solventes, 

condiciones de proceso extremas, equipo sofisticado, obtención  de productos 

contaminados y bajos rendimientos. Por tal motivo resulta necesario el desarrollo de 

bioprocesos y metodologías dirigidas al mejoramiento del proceso de extracción. Los 

bioprocesos microbianos y enzimáticos representan atractivas ventajas que pueden 

mejorar y facilitar el proceso de obtención de los compuestos bioactivos 
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polifenólicos, incrementando los rendimientos y la calidad de las fitomoléculas 

obtenidas.  

Con el fin de ofrecer una alternativa biotecnológica para la obtención de 

ácido elágico, en la presente investigación, el objetivo general fue extraer y 

cuantificar el ácido elágico de diferentes materiales vegetales, se seleccionar el que 

presentó mayor concentración de ácido elágico y utilizar este material como sustrato 

para estudios de cultivo en estado sólido para producir enzimas necesarias para la 

extracción de ácido elágico. En particular, los objetivos fueron: estudiar la 

biodegradación de los elagitaninos presentes en la cáscara de granada e identificar de 

la enzima que participa en dicho proceso permitiendo la liberación del potente 

antioxidante, ácido elágico. 

 Como parte de los antecedentes de este trabajo se hace una revisión de la 

literatura en aspectos relacionados con los taninos, enfocándose principalmente a los 

elagitaninos, en cuanto a sus fuentes, biosíntesis, biodegradación y aplicaciones. A 

continuación se presenta la justificación de esta investigación. Posteriormente, se 

describe la metodología experimental empleada, desde la recolección del material 

vegetal hasta la purificación parcial de la elagitanasa. En el capitulo cinco se 

presentan los resultados y discusión de los mismos. Enseguida, se presentan las 

conclusiones, con las que se evidencia el aporte generado durante la investigación, 

sobre la producción y purificación parcial de la enzima elagitanasa. Para finalizar, se 

incluyen algunas sugerencias para futuros trabajos de investigación relacionados con 

el tema, el último capítulo enlista la literatura citada en el documento. 
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2. Antecedentes 

 

2.1 Generalidades de taninos 

Los taninos son compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, se 

encuentran en raíces, tallos, corteza, tronco, hojas, flores, frutos y semillas. Estos 

compuestos tienen la función natural de proteger a las plantas debido a su capacidad 

de formar complejos con proteínas y otros compuestos (Haslam, 1989). 

El término tanino se ha usado en forma indiscriminada por diferentes autores, 

sin embargo, en 1997, Lekha y Lonsane, criticaron la palabra usada por Haslam y 

Strangoon en 1966, para referirse al ácido tánico como “taninos”. Ellos sugirieron la 

necesidad de implementar una terminología asociada a una correcta clasificación de 

los compuestos fenólicos en cuestión. 

Los taninos son polifenoles presentes en la naturaleza, solubles en agua, de 

peso molecular variable, de 500 a 3000 Da, dependiendo de los enlaces establecidos 

con proteínas y polisacáridos como celulosa y pectina (Swain y Bate-Smith, 1962, 

Kanbabaee y Ree, 2001), Su principal característica es la de formar complejos 

precipitables con proteínas (Spencer et al., 1988). Sin embargo, las compuestos 

polifenólicos polimerizados tales como, taninos condensados y elagitaninos pueden 

llegar a tener pesos moleculares de hasta 40000 Da (Khanbabaee y Ree, 2001). 

Muchos de los alimentos de origen vegetal contienen taninos, en el caso de 

los cereales como el sorgo, estos compuestos afectan el color, apariencia  y valor 

nutritivo del grano y de sus productos. Las infusiones de plantas como el té verde, té 

negro u otras menos usuales o de empleo regional, también los contienen. Sin 

embargo, en el caso de las frutas de bayas  les confieren una apariencia agradable y 

atractiva para su consumo, como es el caso de las fresas, zarzamoras, moras, cerezas, 

arándanos y otros más. 

Los taninos son metabolitos secundarios de las plantas (Bath et al., 1998). De 

acuerdo a su estructura los taninos pueden dividirse en cuatro grupos: galotaninos, 

elagitaninos, taninos condensados y taninos complejos (Khanbabaee y Ree, 2001) 
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(Figura 1). Lekha y Lonsane (1997) reportaron que los taninos condensados son 

polímeros de flavan-3-ol o de flavan-3,4-diol, que de acuerdo con Godwin y Mercer 

(1983) no contienen residuos de azúcares. Además, George y Sen (1960) 

demostraron que la tanasa actúa únicamente sobre los taninos hidrolizables. 

 

Figura 1. Clasificación y estructura general de los taninos (Khanbabaee y Ree, 2001).  

2.2 Función de los taninos en las plantas 

 Los taninos se encuentran dentro de las vacuolas de las células de plantas 

intactas. Algunas plantas los acumulan en hojas, corteza y tronco; esta acumulación 

protege las partes vulnerables de la planta contra el ataque de virus y la inactivación 

de enzimas extracelulares de microorganismos. Su interacción con proteínas de la 

membrana impide la infección de algunos tejidos (Field y Lettinga, 1992a; Silva et 

al., 1997), Además, los taninos son una defensa contra el ataque de insectos 

(Goldstein y Swain, 1995). También ofrecen protección contra rumiantes debido al 

complejo que forman los taninos con las proteínas de la lengua y con las proteínas de 

Taninos 

Elagitaninos 

 

Taninos complejos 

Taninos condensados 

 

Galotaninos

. 
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la saliva ricas en hidroxiprolina, dando una sensación astringente desagradable para 

los depredadores de las plantas (Edelmann y Lendl, 2002). Los sustratos susceptibles 

de ser utilizados por los microorganismos, como polisacáridos y proteínas no 

enzimáticas, al acomplejarse con los taninos presentes en las plantas se convierten en 

material no disponible para los microorganismos (Benoit et al., 1968). 

Los taninos inhiben el crecimiento de un gran número de microorganismos, 

se consideran como compuestos recalcitrantes a la biodegradación (Field y Lettinga, 

1992a). Los taninos condensados son más resistentes al ataque microbiano que los 

hidrolizables y son tóxicos para una variedad de microorganismos. Por esta razón, 

los taninos generalmente retardan la velocidad de descomposición de la materia 

orgánica sólida por la vía de la inhibición de enzimas degradativas del organismo 

atacante (Scalbert, 1991). Aún con las propiedades antimicrobianas de los taninos, 

muchos hongos, bacterias y levaduras son resistentes y pueden crecer y desarrollarse 

sobre ellos.  

2.3 Taninos condensados 

 Los taninos condensados, también conocidos como proantocianidinas 

poliméricas, están compuestos de unidades flavonoides y se encuentran en la corteza,  

tronco de árboles, flores y frutos. Las proantocianidinas están basadas en la 

estructura del flavan-3-ol como catequina, o una estructura flavan-3,4-diol como las 

leucoantocianidinas. Un tanino condensado típico puede ser representado por el 

dímero de proantocianidina, al cual se unen moléculas de flavan. Los taninos de alto 

peso molecular (unidades poliméricas) nunca han sido aislados en estado puro. Estos 

oligómeros y polímeros de unidades de flavonoides, ligadas por enlaces C-C, no son 

susceptibles a la formación de enlaces después de su hidrólisis (Garro et al., 1997).   

2.4 Taninos hidrolizables 

 Los taninos hidrolizables están compuestos de moléculas de ácido gálico 

(galotaninos) o ácido elágico (elagitaninos) esterificados con un azúcar esencial que 

generalmente es glucosa. Estos taninos son hidrolizados con ácidos, bases o 

enzimáticamente, dando productos monoméricos (Huang et al., 2005). En cuanto a 

los galotaninos, la fuente más conocida es el ácido tánico de origen vegetal, el cual 

consta de una molécula central de D-glucosa y 5 unidades de galoilos ligados a los 

hidroxilos del glucósido (Sánchez-Alvarado, 2001). Por otra parte, los elagitaninos 
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están formados por ácido hexahidoxidifénico (HHDP), el cual al ser hidrolizado se 

deshidrata espontáneamente (lactonización) para formar el ácido elágico. 

2.5 Elagitaninos y ácido elágico 

Los elagitaninos pertenecen a una subdivisión de taninos hidrolizables, son 

derivados del metabolismo secundario de las angiospermas; generalmente de las 

dicotiledóneas (Quideau y Feldman, 1996). En algún momento fueron consideradas 

como moléculas indicadoras de la evolución de las dicotiledóneas (Sporne, 1975); 

que por cierto, no se les ha dado la relevancia que merecen. 

Desde el siglo antepasado existen reportes científicos relacionados con el 

ácido elágico. En 1809, Berthollet aisló ácido elágico de excremento de cabras 

persas. Poco tiempo después, Merklin y Woehler (1848) revelaron la presencia de 

este ácido en la vejiga de animales de pastoreo. Otros investigadores reportaron su 

presencia en materiales de curtiduría y lo llamaron ácido elagitánico (Nierenstein, 

1915; Procter, 1893). En 1945, Nierenstein y Potter examinaron alrededor de 40 

plantas diferentes provenientes de América, Asia, Europa y Oceanía, obteniendo 

como moléculas que contenían fracciones de glucosa y de ácido elágico, 

correspondientes a los elagitaninos, que en aquel tiempo fueron denominándolos 

mirobolanitaninos. 

En un estudio reportado por Damodaran et al. (1936) se indica que las 

primeras técnicas de análisis de ácido elágico fueron desarrolladas por Procter en 

1894. Dicho estudio describe que una solución diluida con pocos cristales de nitrito 

de potasio exhibió un cambio gradual de rosa a azul oscuro como reacción 

característica para identificar la presencia de elagitaninos. La elucidación de las 

estructuras moleculares de algunos elagitaninos se da después de los años cincuentas 

por Schmidt y Mayer (Quideau y Feldman, 1996) y hasta la fecha se siguen 

presentado nuevas estructuras de estos compuestos.  

 El conocimiento de las estructuras moleculares de los elagitaninos evidenció 

su basta diversidad estructural y generó las bases sobre la química y bioquímica de 

los elagitaninos. 

2.5.1 Biosíntesis de elagitaninos 

La biogénesis de elagitaninos se genera a partir de la pentagaloil glucosa 

(PGG). La ruta biosintética  fue elucidada por Gross y Niemetz (1992) y por Niemetz 

et al. (2001, 2003 y 2005). La oxidación de los grupos galoilos de PGG se lleva a 
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cabo vía enzimática por una polifenol oxidasa, que realiza el acoplamiento carbono-

carbono en posición 6 de dos grupos galoilos para formar in situ el grupo 

hexahidroxidifenoil (HHDP). En la figura 2 se presenta el mecanismo de formación 

de un elagitanino a partir de un galotanino. 

 

 

Figura 2. Esquema de la oxidación de la pentagaloil glucosa (A), al elagitanino telimagrandina II (B) 

por la lacasa (3.10.3.2) del tipo fenol oxidasa. 
Fuente: Niemetz et al., 2003. 

2.5.2 Tipos de elagitaninos 

Los elagitaninos se clasifican de acuerdo al número de grupos HHDP que 

presenten en la molécula; pueden ser monoméricos, oligoméricos y poliméricos de 

acuerdo al peso molecular o largo de la molécula (grado de polimerización) (Quideau 

y Feldenman, 1996). 

2.5.3 Elagitaninos monoméricos 

Los elagitaninos monoméricos se refieren exclusivamente a los que tienen 

solo un grupo HHDP en la molécula de glucosa. El acoplamiento oxidativo C-C 

intramolecular entre galoilos forma el grupo HHDP, resultando en la transformación 

de PPG en un elagitanino monomérico (Haslam y Cai 1994). El más común y natural 

acoplamiento ocurre en los grupos galoil pares 4,6- (acoplamiento entre el grupo 

galoil en C4 y C6 de la molécula de glucosa) y en 2,3- (acoplamiento entre grupos 

galoil de C2 y C3 de la molécula de glucosa). Además, pueden acoplarse los grupos 

galoil en 1,6-, 1,3-, 3,6- y 2,4-. Estos diferentes pares de acoplamiento proveen de 

una complejidad estructural a los elagitaninos monoméricos; que es además 

complicada por las diferentes extensiones de galocilación, la estereoquímica de los 

grupos HHDP, la formación de glucósidos, así como por la estereoquímica 

anomérica de la molécula de glucosa (Haslam y Cai, 1994; Quideau y Feldman, 

1996; Lei, 2002). 
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Figura 3. Ruta biosintética de la formación de elagitaninos en hojas de roble (Quercus rubus L.). (a) 

Galoilación en C-1 de la glucosa; (b) cuatro pasos seguidos de galoilación; (c) Acoplamiento 

oxidativo entre C-4 y C6 de grupos galoilo para formar el grupo HHDP; (d) Acoplamiento oxidativo 

entre C-2 y C3 de grupos galoilo para formar un segundo grupo HHDP; (e) Escisión del grupo galoilo 

en C-1; (f) Abertura del anillo de glucopiranosa en C-1  seguida de una galoilación en C-5; (g) 

Acoplamiento oxidativo en los anillos bencénicos en C-4 y C-5; (h) galoilación en C-4/C-5 para 

formar el grupo Valoneilo; (i) Dimerización de puduncalagina y ácido castavalónico para formar 

cocciferina D2. 
Fuente: Salminem et al., 2004. 

Los elagitaninos más comunes en las plantas son 4,6-HHDP, 2,3-HHDP libre 

o acoplados. Los representantes típicos de elagitaninos monoméricos contienen el 

acoplamiento en los grupos 4,6-HHDP y son  tellimagradina II, strictina y 

tellimagradina I. Los elagitaninos con el acoplamiento en los grupos 2,3-HHDP se 
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ejemplifican por la pterocaryanina C, sanguina H5 y H4, otras subclases de 

elagitaninos monoméricos son los acoplamientos en los grupos 4,6- y 2,3 y se 

encuentran generalmente en maderas como casuarictina, potentillina y pedunculagina 

(Lei, 2002). 

Otro grupo significante de elagitaninos monoméricos formado por glicósidos 

acíclicos aromáticos está representado por vascalagina y castalagina, estos dos 

glucósidos aromáticos tiene acoplamientos 4,6-HHDP y un único grupo flovogaloil 

que está compuesto por tres grupos galoilos acoplados entre sí, por enlaces C-C. Este 

elagitanino acíclico y sus polímeros son los principales elagitaninos reportados en la 

literatura (Quinn y Singleton, 1985; Viriot et al., 1994).  

En la figura 4 se muestran algunas estructuras de elagitaninos monoméricos 

como punicalagina (1), vascalagina (2), largestanina (3), castanopsiniina (5) y 

elagitaninos complejos como la heterophyllina (4). 

 

Figura 4. Estructuras de elagitaninos. Punicalina (1), vascalagina (2), largestanina (3), heterophyllina 

A (4), castanopsinina A, (5) y ácido elágico (6). 

 

2.5.4 Elagitaninos oligoméricos y poliméricos 

Los elagitaninos monoméricos pueden ser oligómeros o polímeros de 

elagitaninos (Haslam y Cai, 1994). Éstos se encuentran en las plantas junto con sus 

monómeros. Los elagitaninos oligoméricos son dímeros o tetrámeros de elagitaninos. 

CH2O

O

O

O

O

O

C

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

C

OH

OH

OH

O

O

O

OH

OH

OH

(1

) 

O

C

CH2

H O

O H

H O

H

OH

OH

OH

OH

OH

OH

C

C
O

O

O
O

C

OH

OH

OH

OH

OH

OH
OH

C
C

OH

OH

H

H

O

O

(2

) 

O

COOH

CH2

H OH

OH H

H O

H

OH

OH

OH

OH

OH

OH

C

C
O

O

O
O

OH

OH

OH

C

(3

) 

OH

OH

OH

OH

OH

OH

C

C O

O

O

O

O

OGOH

GO

(4

) 

OH

OH

OH

OH

OH

OH

C

C

HH

CH3

H
H

C
O

OH
H

CH2 OH

CH2O

OH

O

O

O

(5

) 

O

O

O

O

OH

OH

OH

OH

(6

) 



Producción de ácido elágico: Estudios enzimáticos 

Aguilera-Carbó Antonio Francisco, 2009 

Planta Piloto 4, Biotecnología, CBS, UAM-I 

 

10 

La polimerización de elagitaninos monoméricos principalmente es llevada a cabo por 

el acoplamiento oxidativo C-O entre grupos galoil y entre grupos galoil y HHDP, 

precursores apropiados de elagitaninos monoméricos (Zhang et al., 2001; Haslam y 

Cai, 1994; Quideau y Feldman, 1996). La clave de los elagitaninos oligoméricos la 

representa el acoplamiento oxidativo C-O incluidos, tellimagradin I dímeros de 

coriariin (acoplamiento oxidativo C-O entre grupos galoil) y rugosina D 

(acoplamiento oxidativo entre grupos galoil y el grupo HHDP). 

En el caso de los elagitaninos oligoméricos con un acoplamiento oxidativo C-

C están representados por dímeros como vascalagina (2) y/o castalagina:roburin A y 

roburin D. Los elagitaninos monoméricos bajo el acoplamiento oxidativo C-C son 

típicamente glicósidos aromáticos acíclicos. Sin embargo, no es como prevalecen los 

acoplamientos C-O; los dímeros de éstos son derivados de glicósidos aromáticos 

acíclicos por en enlace C-C. (Quideau y Feldman, 1996; Quideau y Feldman, 1997; 

Lei, 2002; Zhang et al., 2001).  

2.5.5 Fuentes de elagitaninos 

 Existen más de 500 diferentes estructuras de elagitaninos reportadas 

(Feldman et al., 1999). Los elagitaninos son obtenidos principalmente de la corteza y 

troncos de árboles como de roble (Quersus ssp.) de diferentes variedades, tales como, 

alba Missouri, alba Virginia, garrayana, petrea, primus,  así como, de estas mismas 

pero de distintas regiones como Francia, Checoslovaquia y Norteamérica, (Lei et al., 

2001) como son: Quersus robur y pertea Liebl. (Doussot et al., 2000). Los 

elagitaninos vascalagina y valonia son frecuentemente reportados para estas 

variedades de árboles (Lei et al., 2001; Lei, 2002), la castalagina está presente en la 

castaña, Castanea dentata, (Lei et al., 2001; Huang et al., 2005). En la tabla 1 se 

presentan algunos de los elagitaninos reportados en la literatura. 

Los elagitaninos y el ácido elágico son consumidos por el hombre de manera 

común en frutas, semillas y en los alimentos o bebidas elaborados a partir de ellos, 

como jugos o zumos de frutas, mermeladas, etc. (Clifford y Scalbert, 2000).  
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Tabla 1. Elagitaninos y sus fuentes. 

Elagitaninos Fuente vegetal Referencia 

Vascalagina, castalgina, valonia, cocciferina D2 y ruburinas 

A-E.  

Quercus sp. Lei et al., 2001; 

Salminen et al., 2004; 

Huang et al., 2005. 

Nobotaninos A, B, F G, K, P, Q, R, S y T, brediatina B, -

glucogalina, pedunculagina; 4-6-(S)-HHDP-glucopiranosa, 

malabathrina D, pterocaryanina C, (1,4,6-O-trigaloil-2,3-O-

HHDP--D-glucosa), casuarictina, (1-O-galoil-2,3/4,6-O-

bisHHDP--D-glucosa). 

Monochaetum 

multiflorum 

Isaza et al., 2004. 

Nobotaninos O y P, stachyurina, casuarinina, madinillina B, 

nobotaninos A, B, D, F, G, J y M, pedunculagina, 

causarictina. 

Tibouchina multiflora Yoshida et al., 1999. 

Thonningianinos A y B. Thonningia sanguinea Ohtani et al., 2000. 

Ácido elágico -4-arabinosa, sanguiina H-6, sanguiina H-10, 

lambertianina C, ácido elágico-4-acetilxilosa, ácido elágico-

4-acetilarabinosa. 

Rubus spp. Mullen et al., 2003. 

Jolkinnina, geraniina, corilagina, carpinusina, putranjivaina, 

helioscopinina B,  helioscopinina A. 

Euphorbia jolkinii Lee et al., 2004. 

Cuphiinos D1 y D2, woodfordina C, miryccitrina, 

tellimagrandina II, oenotheina B. 

Cuphea hyssopifolia Chen et al., 1999 

Phyllanemblininos A, B y F, corilagina, 1-(),2,3,6-tetra-O-

galoilglucosa, chebulanina, ácido quebulágico, elaeo-

carpusina, punicafolina, tercataina, mallonina, putranjivaina 

A. 

Phyllanthus emblica Zhang et al., 2001 

Elanienina B y stenophillanina A Cowania mexicana Ito et al., 1999. 

Casuarictia, peduncalagina, tellimagrandina I, strictinina, 

casuarinina, stachyurina, praecoxin A, B, C, D, E, rugosin C 

y F, 2,3-O-[(S)-hexahidroxidifenoil]-D-glucosa. 

Strachyurus praecox 

Sieb. Et Zucc. 

Okuda et al., 1993. 

Ácido elágico 4-O--L-ramnopiranose 6-O-galoil-2,3-S-

haxahidroxifenoil-(/)-D-glucopiranosa, coralagina, 3,3´/-

di-O-metil ácido elágico, 3´/-O-metil-3,4-metilendioxi 

ácido elágico. punicacorteina D, punicalina, punicalagina, 

2-O-galoilpunicalina, ácido dielágico ramnosil (1-4) 

glucopiranosa y 5-galoilpunicacorteina D. 

Punica granatum El-Toumy et al., 2001; 

El-Toumy et al., 2002; 

Machado et al.,  2001; 

Seeram et al., 2003. 

Acalifidinas M1 M2 y D1,  Acalypha hispidia Amakuta et al., 1999. 

Largerstroemina, tlorina B y reginina A Largerstroemia 

speciosa 

Hayashi et al., 2002. 

 

Los frutos de bayas ampliamente reportados, son fresas, arándanos, 

frambuesas, zarzamora, mora (Constantin, 1997; Kähkönen et al,. 2001; Lei et al., 
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2001; Mullen, 2002; Wada y Ou, 2002; Vattem y Shetty, 2003; Määttä-Riihinen et 

al., 2004), también se encuentran en nueces, raíces y hojas de diferentes plantas. (ver 

Tabla 2). 

Tabla 2. Plantas ricas en elagitaninos de importancia económica usadas como alimentos. 

Familia Nombre científico Nombre común 

Anacardiaceae Anacardium occidentale Nuez de la india 

 Pistacio vera Pistache 

 Mangifera indica Mango 

Betulaceae Corylus avellana Avellana 

Ebenaceae Diospyros kaki Persimonio 

Fagaceae Castanea sativa Castaña 

Juglandaceae Juglans regia Nuez 

Myrtaceae Psidium guajava Guayaba 

 Eugenia caryophyllata Clavo 

 Pimenta officinalis Pimiento verde 

Punicaseae Punica granatum Granada 

Rosaceae Prunus domestica Ciruela 

 Prunus armeniaca Chabacano 

 Prunus persica Durazno 

 Prunus avium Cereza Silvestre  

 Fragaria spp Fresa 

 Rubus idaeus Frambuesa 

 Rubus fruticosus Zarzamora 

 Ribes nigrum Grosella negra 

 Ribes rubrum Grosella roja 

 Ribes grossularia Grosella silvestre 

Theaceae Camelia sinenis Té verde 

Vitaceae Vitis vinifera Uva 

 Vitis rotundifolia Vino de uva (moscatel) 

Fuente: Clifford y Scalbert (2000). 

 

2.5.6 Aplicaciones del ácido elágico y de los elagitaninos 

Debido a sus propiedades fisiológicas, el ácido elágico y los elagitaninos han 

sido reportados principalmente por su efecto positivo sobre la salud. En la tabla 3 se 

presenta la actividad biológica, algunos mecanismos de acción y la fuente de la cual 

han sido obtenidos estos compuestos.  

Otra aplicación de los elagitanino y del ácido elágico es su capacidad de 

formar quelatos con metales (Przewloka y Shearer, 2002). Aun más los elagitaninos 

y el ácido elágico en forma de elagatos o elagato respectivamente tienen gran 
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aplicación en la industria cosmética para la elaboración de cremas, agua de tocador, 

perfumes, maquillaje corrector y otros productos, los cuales tienen un efecto 

aclarador de la piel (Patente: CPE: 88109207.6). 

 

Tabla 3. Aplicaciones fisiológicas de los elagitaninos y del ácido elágico. 

Propiedad fisiológica Mecanismo de acción Fuente 

Anti-tumorales  Feldman et al., 1999; Ito et al., 

1999; Wang et al., 1999; 

Martens-Talcott et al., 2003 

Anti-viral  Uchiumi et al., 2003; Ruibal et 

al., 2003; Notka et al., 2004 

Anti-oxidante, anti-peroxidación Neutralizando especies reactivas de 

radicales libres. 

Tan et al., 1991; Okuda et al., 

1993 ; Da Porto et al., 2000; Gil 

et al., 2000; Amakura et al., 

2000; Anderson et al., 2001; 

Vatten y Shetty 2003; Olsson et 

al., 2004; Fukuda et al., 2003 

Anti-mutagénicos Se acomplejan con los compuestos 

causantes del estrés celular impidiendo 

la degeneración del ADN. 

Tatsuo et al., 1998 

Activador del transporte de 

glucosa 

 Hayashy et al., 2002 

Anticolesterol  Prevención de problemas cardíacos, 

inhibe la biosíntesis de colesterol. 

Abe et al., 2001 

Quimioprotector Reduce la incidencia de N-2-

fluorenilacetamida- inducida (tumor de 

hígado).  

N-nitrosometilbenzilamina (NMBA)-

inducida (tumor de esófago). 

Ahn et al., 1996| 

antibacteriales Contra Staphylococcus aureus. Akiyama et al., 2001 

 

De manera natural los elagitaninos y el ácido elágico reaccionan durante la 

elaboración de bebidas fermentadas precipitando proteínas, permitiendo la 

clarificación de los productos; también le dan un sabor característico a los vinos y 

destilados alcohólicos que son almacenados en barricas naturales de árboles 

maderables como el roble, impartiendo sabor y aroma característicos.  

2.5.7 Biodegradación de elagitaninos 

Existen varios reportes sobre la biodegradación de galotaninos. Está es 

llevada a cabo por la enzima tanasa, tanino acil hidrolasa (E.C. 3.1.1.20), 
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generalmente referida como tanasa,  la cual presenta actividad esterasa e hidroliza los 

enlaces éster de estos compuestos. Nuestro grupo ha reportado diversos estudios 

sobre la tanasa producida por Aspergillus niger Aa-20, la cual es una enzima 

inducible (Aguilar, 2001). Existe amplia información referente a esta tanasa, 

particularmente en estudios de producción, recuperación, purificación, 

caracterización y aplicación (Belmares et al., 2004; Aguilar et al., 2007) 

En el caso en particular de la biodegradación de elagitaninos, Scalbert (1991) 

y Vivas et al. (2004) mencionaron que no existían reportes sobre la biodegradación 

de elagitaninos hasta esa fecha. Además, Saavedra et al. (2005) mencionaron que la 

producción de ácido elágico no ha sido completamente explotada por su elevado 

costo de obtención. Por su compleja estructura, los elagitaninos, no son hidrolizados 

fácilmente por métodos tradicionales. La degradación microbiana de elagitaninos se 

dificulta debido a su estructura compleja; particularmente, en el acoplamiento C-C 

del grupo HHDP de los elagitaninos. Sin embargo, dichos compuestos pueden ser 

degradados por algunas bacterias y hongos.  

Una revisión de la literatura demuestra que las investigaciones recientes se 

han enfocado a la producción de ácido elágico, lo que refleja la existencia de enzimas 

capaces de degradar los elagitaninos (Apéndice A).  

En la literatura se citan tres tipos de enzimas involucradas en la degradación 

de elagitaninos. La primera es la β-glucosidasa reportada por Vatten y Shetty (2003) 

para la producción de ácido elágico a partir de pomaza de arándano en cultivo en 

medio sólido, la segunda es la valonea tanino hidrolasa reportada por Huang et al. 

(2005) empleando extractos de taninos de valonea en cultivo sumergido y más 

recientemente Mingshu et al. (2006) atribuyen a la enzima tanasa la degradación de 

elagitaninos. Estos autores indican erróneamente en su publicación que Osawa et al. 

(2000) y Vaquero et al. (2004) reportaron que la enzima tanasa producida por 

especies de Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococus o Pediococcus les confiere a 

dichos microorganismos la capacidad de degradar materiales ricos en galotaninos, 

elagitaninos y taninos condensados de uva muscadina. Sin embargo, dichos reportes 

se enfocan solamente a la producción de la enzima tanasa por bacterias lácticas sin 

asociar o relacionar dicha actividad enzimática con la producción de ácido elágico.  

Existen reportes de la aplicación de la enzima tanasa para la degaloilación 

selectiva de elagitaninos complejos para obtener otros elagitaninos. Entre estos 
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reportes se encuentra el publicado por Yoshida et al. (1999), quienes emplearon la 

enzima tanasa producida por A. niger  para la “síntesis” de un elagitanino; la reacción 

fue monitoreada por cromatografía de líquidos; a partir del compuesto nobotanino P, 

obtuvieron el nobotanino K y ácido gálico libre; solo se logró la degaloilación del 

compuesto de partida. 

Otra prueba de la hidrólisis selectiva del grupo galoilo de los elagitaninos con 

la enzima tanasa, se llevó a cabo en los elagitaninos phillanemblinina D-F, para 

obtener los elagitaninos Da-Fa más ácido gálico.  En todos los casos, la hidrólisis de 

los elagitaninos fue corroborada por medio de separaciones cromatográficas seguidas 

de análisis de espectrometría de masas (Zhang et al., 2001). Los estudios anteriores 

demostraron que la enzima no fue capaz de liberar el grupo hexahidroxidifenilo.  

Ramírez-Coronel et al. (2003) reportaron una enzima tanasa de A. niger AA 

20 con actividad β-glucosidasa. Esta enzima podría ser también responsable de la 

hidrólisis de elagitaninos. En un experimento singular Lee y Talcott (2004) 

extrajeron los elagitaninos de uva muscadina silvestre, los hicieron reaccionar con -

glucosidasa, mostrando mayor reactividad por los xilosidos del ácido elágico (3,14 a 

1,05 mgkg
-1

) que la observada con fracciones de ramnósidos. La incubación con 

tanasa no reveló ninguna actividad específica para los glucósidos de ácido elágico o 

para unidades de hexahidroxidifenoilo de elagitaninos. Sin embargo, el uso de tanasa 

provocó un incrementó significativo de la liberación de ácido gálico; lo cual indica la 

presencia de galoilos esterificados en la molécula de los elagitaninos. 

En 2007 se presentaron algunos reportes de Hung et al. (2007a y 2007b), en 

los que, al igual que en el presente trabajo, le dan seriedad al hecho de que la enzima 

responsable de la hidrólisis de los elagitaninos, la elagitanino acil hidrolasa es 

diferente a las reportadas anteriormente. Aguilera et al. (2008b) la reportan como la 

actividad hidrolizante de elagitaninos  (AHE) (Apéndice C). 

En la figura 5 se esquematiza la biodegradación de los elagitaninos. 

Dependiendo del grado de complejidad de los elagitaninos se pueden proponer 

diferentes rutas de degradación. A priori se proponen dos posibles rutas primarias, la 

primera en donde se tiene un elagitanino con grupos galoilos esterificados, 

generando galoilglicósidos, después se lleva a cabo la hidrólisis por la enzima tanasa 

(TAH) liberando ácido gálico y glucosa, que se metabolizan bajo rutas ya descritas, 

hasta la formación de coenzima A y piruvato respectivamente. En la segunda ruta, 
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los elagitaninos no complejos y libres de grupos galoilo, se hidrolizan a 

elagiloilglicósidos más una molécula de HHDP, el elagiloilglicósido se hidroliza 

nuevamente liberando una molécula de HHDP y una de glucosa. No se tiene 

evidencia de la enzima responsable de liberar el grupo HHDP de los elagitaninos por 

eso se indica con la simbología E?; posteriormente, el grupo HHDP se lactoniza 

espontáneamente, para estabilizar la molécula, formándose el ácido elágico, que 

puede seguir dos posibles rutas de degradación: la ruta del ácido gálico o  la 

degradación hasta urolitinas encontradas en investigaciones ex vivo como moléculas 

del la degradación de ácido elágico (Cerda et al., 2004). 

 

 

Figura 5. Esquema de la biodegradación de elagitaninos. E?, enzimas no conocidas; THA, tanino acil hidrolasa; 

PO, peroxidasa;  PFO, polifenoloxidasa; GAD, ácido gálico descarboxilasa; PGDOX, pirogaloildioxigenasa; OHT, 

hidroxiltransferasa; PGDOH, pirogaloldeshidrogenasa; PGH, floroglucinol hidrolasa; MOX, monooxigenasa; Q?, 

Lactonización espontánea o catalizada por una enzima.  

Hasta el momento, no ha sido publicado trabajo alguno, sobre la purificación 

de enzimas con la capacidad de hidrolizar elagitaninos, por lo que, es necesario 

elucidar de manera precisa los mecanismos de biodegradación de los elagitaninos; lo 

que permitirá diseñar, controlar y optimizar procesos de producción de ácido elágico 

y elagitaninos de bajo peso molecular. Co ello, será posible diseñar procesos de bio-

remediación para la degradación de material contaminante de suelos y efluentes de la 

industria de la curtiduría.  
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2.6 Fuentes potenciales de elagitaninos 

Las fuentes de elagitaninos son muy variadas, sin embargo, aun existen 

biotipos de la Republica Mexicana que no han sido explorados, por lo que a 

continuación se describen algunas fuentes potenciales de elagitaninos.   

2.6.1 Gobernadora (Larrea tridentata) 

Esta planta se distribuye abundantemente en el norte de México, de la península de 

Baja California, Chihuahua, Durango, Zacatecas, Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas 

e Hidalgo a una altitud de 400 a 2000 m. La gobernadora es un arbusto que se 

encuentra distribuido ampliamente en el desierto de Norteamérica (González, 1968; 

Benson y Darrow, 1981). Se estima que cubre alrededor de 50 millones de hectáreas. 

La gobernadora crece en los sitios más secos de México, en terrenos planos, 

laderas y en planicies aluviales. Se puede desarrollar en lugares con temperaturas de 

14
 
a 25

° 
C y presencia de 8 meses de sequía, en climas áridos y muy áridos. Los 

suelos en los que se desarrolla son de profundidad variable, de textura franco 

arenosa, estructura granular y aluvial con pH de 6.8 a 7.6 (Coville 1983). 

El tamaño de la gobernadora varía de 30 a 60 cm de altura con una cobertura 

mayor a la de su altura. Esta planta contiene aproximadamente 50 g de hojas y tallos 

que representan alrededor de 3/10 de su peso total (Botkin, 1949). 

El nombre científico de la gobernadora es Larrea tridentata, Cov, y pertenece 

a la familia de las Zigophtliaceae, arbusto xerófito de olor fuerte, con hoja 

persistente, compuestos de dos folículos oblongos unidos a la base, de unos 5 y 10 

mm, posee frutos de 5 carpelos densamente pilosos (De las Fuentes, 1970). A medida 

que avanza la edad, el tronco se engruesa y el número de ramas aumenta. En plantas 

adultas el tronco es de 15 a 20 cm. El follaje está en su mayor parte al final de las 

ramas y su color varía dependiendo de las condiciones climatológicas, cuando 

existen condiciones extremas de sequía pierde hasta un 80 % del área foliar (Sherve, 

1964). La fecundación se lleva a cabo por medio de insectos y sus frutos son 

arrastrados por el viento o por los animales (Wettstein, 1994). La gobernadora en 

América se le conoce con diversos nombres, tales como: arbusto de cerosota, guamis, 

falsa alcaparra y hediondilla (Standley, 1961). 

La tabla 4 presenta la composición de la gobernadora. 
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Tabla 4. Caracterización fisicoquímica de la gobernadora. 

Componente Belmares-Cerda (2004) 

% 

Mercado-Martínez 

(2006) 

 % 

Materia seca total 94.11 91.27 

Cenizas 8.02 8.50 

Proteína 4.29 6.34 

Fibra cruda 18.84 19.62 

Grasas 2.58 3.89 

Azúcares totales 9.26 13.50 

Azúcares reductores 9.12 0.82 

 

Botkin (1949) analizó la composición botánica de la gobernadora, 

expresándose en porcentaje del total para cada uno de los componentes en base seca 

como se muestra en la Tabla 5. 

Tabla 5. Composición botánica de la gobernadora en base seca. 

Parte de la planta Peso (g) Total (%) 

Troncos y ramas 180 54 

Raíces 75 23 

Hojas y ramas verdes 50 23 

Total 305 100 

Fuente: Botkin, 1949.  

 

A través del tiempo a la gobernadora se le han dado diferentes usos, como por 

ejemplo, para afecciones y padecimientos de los riñones y fiebre se toma una taza de 

té tres veces al día, para reumas se pone cataplasma en la parte adolorida, para la 

fiebre con frío, se hierve la rama de la gobernadora en un litro de agua y se toma tres 

veces al día; para la mujer que no puede tener hijos, se hierve la rama en un litro de 

agua y se toma un vaso diario. 

Es empleada para baños y fomentos contra reumas, moretones y llagas; 

también puede ser tomada como antiséptico contra perturbaciones gástricas, entre 

otros usos que se reportan. 

2.6.2 Hojasén (Fluorensia cernua D. C)  

El hojasén es una especie ampliamente distribuida, ocupando una extensa área en el 

Norte de América. Es frecuente encontrada en suelos con gran cantidad de carbonato 

de calcio y suelos arenosos (Blake, 1913; Buffington y Herbel, 1956). En México se 

encuentra en los estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango, San Luis Potosí, 

Zacatecas y México D. F. (Vines, 1960; Silva, 1980). En los Estados Unidos de 

Norteamérica se localiza en el Oeste de Texas y en el sur de Nuevo México y 
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Arizona (Vines, 1960). Se encuentra en altitudes que van de los 1000 a 2000 m (Gay 

et al., 1970). Estudios realizados en México demuestran que la altitud predominante 

para esta especie son los 1900 m y pendientes del 1 al 6 % (Arredondo, 1981; 

González, 1975; Silva, 1980; Siller, 1980); aunque también se le encuentra en 

altitudes de 300 a 400 m en el noreste de Coahuila (Belmares-Cerda, 2004). 

El hojasén es un arbusto ramificado de hasta dos metros de altura que exuda 

una sustancia resinosa con olor a alquitrán (Correl y Johnston, 1970). Sus ramas son 

delgadas, resinosas, de color café a gris, sus hojas son alternas, simples, elípticas a 

oblongas de 17.0 a 25.0 mm de largo y de 6.5 a 11.5 mm de ancho; las flores en 

corimbos o panículas, cabezuelas casi sésiles de 1 cm de diámetro de color amarillo 

(Vines, 1960). Su fruto es un aquenio de 6 mm de largo y 2 mm de ancho, 

lateralmente comprimido, ápice muy velloso y de 2 a 4 aristas desiguales y ciliadas 

de 2 a 3 mm de largo, casi obscurecidas por los pelos largos del aquenino (Benson y 

Darrow, 1981; Correl y Johnston, 1970, Vines, 1960). 

El nombre científico del hojasén es Fluorensia cernua D. C. y pertenece a la 

familia de las Asteraceae (Compositae), los nombres comunes que se le dan en 

Estados Unidos de Norteamérica son: Tarbush, hojase, american tarbush, black 

brush, barniz-brush y hojasén (Benson y Darrow, 1981; Correl y Johnston, 1970; 

Gay et al., 1970; Vines, 1960). En México se le conoce como hojasén, arbusto de 

alquitrán y escobilla negra (Arredondo, 1981). La literatura reporta la composición 

de distintos componentes del hojasén, los cuales se muestran en la tabla 6 (Martínez-

Hernández, 2003; Belmares-Cerda, 2004 y Mercado-Martínez, 2006). 

 

Tabla 6. Caracterización fisicoquímica de hojas de hojasén. 

Componente Martínez-Hernández 

(2003)  

% 

Belmares-Cerda  

(2004) 

% 

Mercado-Martínez 

(2006) 

% 

Materia seca total 96.91 96.24 97.46 

Cenizas 11.2 12.14 9.64 

Proteína 17.64 5.62 30.57 

Fibra cruda 8.44 10.04 10.54 

Grasas 8.29 8.55 7.31 

Azúcares totales 3.57 10.68 13.59 

Azúcares reductores 3.17 8.42 0.93 
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Estudios químicos realizados por Jones y Earle (1966) en semillas de hojasén, 

encontraron un 16.2 % de proteína, 6.6 % de aceite y un examen positivo de taninos; 

por otra parte, también se encontraron escasas cantidades de alcaloides en las partes 

aéreas de la planta (hojas, ramas y flores).  

Actualmente, los campesinos de México utilizan esta especie como cercas 

vivas y protección de cultivos, para techos y paredes de construcción rural y como 

remedio para problemas digestivos (Arredondo, 1981). Soluciones de hojas de 

hojasén en concentraciones de hasta 100 ppm han demostrado propiedades 

fungicidas controlando un 100 % de especies como Rhizoctonia solani, Pythium sp y 

Fusarium oxysporum, por lo que tiene potencial como fungicida agrícola (Hossein y 

Maldonado, 1982). 

2.6.3 Candelilla (Euphorbia antisyphilitica)  

El nombre común de la planta “candelilla” parece provenir de la forma particular de 

los tallos del arbusto, largos, rectos, erectos y recubiertos de cera los cuales presentan 

la apariencia de pequeñas velas (“candles” en el idioma Inglés). Algunas otras 

versiones indican que la hierba de candelilla se quemaba directamente para 

iluminación, haciendo las funciones propias de una vela. 

La planta de candelilla pertenece a la familia de las Euforbiáceas, nombre 

común de una extensa familia de plantas con flores de aspecto similar a los cactos de 

quiénes se diferencian claramente por el látex lechoso que contienen las 

Euforbiáceas. 

La planta crece normalmente en zonas de clima semidesértico, principalmente 

en laderas de suelo calcáreo, asociadas con formaciones de material rocoso. La raíz 

de la planta es relativamente pequeña, aunque una planta de tamaño moderado puede 

desarrollar más de 100 tallos de color verde grisáceo, con dimensiones típicas de 30-

60 cm de largo y de 0.1-1.0 cm de diámetro, dando lugar a la formación de arbustos 

de un tamaño aproximado de 90 cm de diámetro. 

La planta de candelilla se llena de pequeñas flores color de rosa en la 

temporada de lluvias. Las formaciones de candelilla son más abundantes en altitud de 

800 m y se asocian comúnmente con el crecimiento de plantas de lechuguilla, sotol, 

pasto chino, ocotillo y cactos diversos. La planta de candelilla es muy resistente al 

ataque de plagas y enfermedades y se consume de forma muy limitada por algunas 

especies de la fauna silvestre que existe en la región. 
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En 1829 el Botánico J.G. Zuccarini (Treviño-Cueto, 2006) describió por vez 

primera a la planta de candelilla con el nombre científico Euphorbia antisyphilitica, 

reconociendo las propiedades medicinales del jugo de la planta como un remedio 

utilizado por los indígenas para tratar la enfermedad venérea de la sífilis. En la 

actualidad, la candelilla se considera útil para el tratamiento de padecimientos 

diversos. La tabla 7 muestra la caracterización fisicoquímica de la planta. 

Una nueva clasificación de la candelilla fue presentada en 1909 por G. 

Alcocer, quién la nombró Euphorbia cerífera, destacando las propiedades de la 

planta para la generación de cera, la cual le sirve como elemento de protección y 

sello para la retención de humedad. 

Durante la época de lluvias, los tallos de la candelilla se llenan de una savia 

espesa, la cual en la época de secas recubre el tallo con cera para evitar la 

evaporación. Aún en épocas de sequía severa, el mecanismo protector de la 

Candelilla ha demostrado su efectividad. 

Hace casi un siglo, The Journal of the Royal Society of Arts declaró que “la 

planta silvestre conocida como “candelilla” contiene cera de excelente calidad y en 

suficiente cantidad, lo que le convierte en una especie “sumamente valiosa”. La 

explotación de la candelilla en estado silvestre para la producción de cera se 

convertiría, desde entonces, en una de las actividades económicas más importantes, 

en todas aquellas zonas rurales donde crece la planta.  

Tabla 7. Caracterización fisicoquímica de la candelilla. 

Componente % 

Materia seca total 99.60 

Cenizas 10.89 

Proteína 2.32 

Fibra cruda 9.05 

Extracto etéreo 15.92 

Azúcares totales 0.27 

Azúcares reductores 0.15 

Fuente: López-Guerra (2006)   

 

Se tiene conocimiento de que la candelilla ya era usada por las tribus 

indígenas apaches que habitaban la región norte de México y que la utilizaban en 

tratamientos medicinales para curtir pieles y tensar sus arcos para las batallas contra 

otras tribus. El principal producto que se obtiene de la candelilla es la cera, la cual 

tiene numerosos usos industriales. 
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México es el principal y casi único productor de cera de candelilla en el 

mundo y Coahuila es el estado líder, seguido por Zacatecas, Durango y Chihuahua. 

La venta de la cera tiene dos vías: las exportaciones que representan alrededor de 80 

% de la comercialización total y las ventas nacionales con 20 %. 

2.6.4 Sangre de drago (Jatropha dioica) 

El nombre botánico de esta planta es Jatropha dioica, conocida comúnmente 

como sangre de dragón o sangre de drago. Se encuentra agrupada dentro de las 

siguientes categorías taxonómicas, reino: vegetal, división: Embriophyta siphonoma, 

subdivisión: Angiospermae, clase: Dicotiledoneae, orden: Geraniales, familia: 

Euphorbiaceae, género: Jatropha, especie: jatropha dioica (Lawrence, 1951). 

Abarca aproximadamente 150 especies del género Jatropha (Hoffman-Lawrence, 

1951). Por sus características se considera como una planta micrófita, 

multidendricular, inerme (Rzedowski, 1978). El hábitat de esta planta es en climas 

secos, en suelos muy pedregosos de las sierras, aunque se logra desarrollar en las 

faldas de los cerros (Blanco et al., 1983). Es una especie capaz de crecer en zonas 

perturbadas en donde es muy difícil que crezcan otras especies. 

La Jatropha dioica es una planta semileñosa, herbácea, de 30 a 60 cm de 

altura, con tallos negro-rojizos y raíces tuberosas que cuentan con la característica de 

que al ser cortadas les brota un líquido semejante a la sangre; tal vez por esto la 

población del estado de Coahuila la conoce como “sangre de dragón” o “sangre de 

drago” y la ha utilizado desde hace mucho tiempo para fijar los dientes con 

movimiento y para curar la piorrea. La planta se encuentra en varios municipios de 

Estado de Coahuila, además en San Luis Potosí, Zacatecas, Hidalgo y Guanajuato. 

En la tabla 8 se muestra la caracterización fisicoquímica de la planta sangre de drago. 

Tabla 8. Caracterización fisicoquímica de sangre de drago. 

Componente % 

Materia seca total 100 

Cenizas 11.23 

Proteína 5.31 

Fibra cruda 25.74 

Extracto etéreo 2.5 

Azúcares totales 0.29 

Azúcares reductores 0.15 

Fuente: López-Guerra (2006)  

Desde que se inicia en el país el estudio de esta planta, se le ha detectado 

utilidad para endurecer las encías, afirmar los dientes actuando sobre los tejidos que 
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los sostienen y en el tratamiento de otras alteraciones bucales. En los últimos 

resultados se reporta que tiene actividad antimicrobiana (Escareño-Piña, 2003). Se 

usa principalmente en forma de infusiones con el extracto de la planta como 

medicamento para la vaginitis, uretritis, blenorragia, nefritis, gastroenteritis, 

estomatitis, conjuntivitis, congestión renal, amigdalitis y como antiséptico local 

(González 1979; Cantúa, 1987). 

2.6.5 Granada (Punica granatum) 

El granado es uno de los frutales más antiguos cultivados en la península 

ibérica. Su origen es centroasiático pero en muchas zonas ya se ha naturalizado. Es 

frecuente verlo representado en esculturas clásicas, en frescos medievales e incluso 

formando ornamentos en la arquitectura de catedrales y edificios antiguos. 

Su nombre científico es Punica granatum, y pertenece a la familia de las 

punicáceas. Este nombre le fue atribuido por los romanos, ya que este arbusto fue 

introducido en las zonas mediterráneas por los cartagineses durante las Guerras 

Púnicas.  

Pequeño árbol caducifolio, a veces con porte arbustivo, de 3-6 m de altura, 

con el tronco retorcido. Madera dura y corteza escamosa de color grisáceo. Algunas 

ramas a veces espinosas, ramillas angulosas, copa extendida y con mucho ramaje. 

Hojas simples, opuestas, generalmente fasciculadas, cortamente pecioladas, oblongas 

u oval-lanceoladas, de 3-8 cm de longitud, algo coriáceas y de color verde lustroso. 

Flores solitarias o reunidas en grupos de 2-5 al final de las ramas nuevas. Son 

grandes y de color rojo, lustrosas, acampanadas, subdentadas, con 5-8 pétalos y 

sépalos, persistiendo el cáliz en el fruto. En algunas variedades las flores son 

abigarradas e incluso matizadas en blanco. Florece en mayo-julio, aunque algunas 

variedades lo hacen más tarde. Su fruto en baya denominado "balausta" es globoso, 

de 10-15 cm de diámetro, con la piel correosa de amarillenta a rojiza y con 

numerosas semillas envueltas en una pulpa comestible rosada. 

Su cultivo en México está muy extendido sobre todo en la región de Hidalgo, 

Guanajuato, Sonora, Estado de México y Coahuila. España e Irán son los países 

donde más granados se cultivan.  

La granada posee un alto contenido en potasio, necesario para la regulación 

del sistema nervioso central. Esto, unido a su bajo contenido en sodio, hace de la 

granada una fruta recomendable para personas con hipertensión y afecciones 
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cardiacas, prolongando la juventud y previniendo las enfermedades de tipo 

degenerativo. Siempre se ha atribuido a la granada un cierto valor afrodisíaco. 

Estudios recientes han descubierto que este poder actúa más sobre las mujeres que 

sobre los hombres. En la tabla 9 se muestra la caracterización fisicoquímica de la 

granada (cáscara). 

En casi todo el país su principal aplicación es para problemas estomacales 

como diarrea y disentería, mediante el uso del fruto y la cáscara o las hojas, corteza, 

flores y brotes; el tratamiento más recomendado es ingerir el cocimiento de una o 

más partes de la planta, o bien, mezclar la cocción con guayaba, hierbabuena, lima, 

tamarindo y otras, para tomarse tres veces al día. 

Tabla 9. Caracterización fisicoquímica de la cáscara de granada. 

Componente Cantidad por 100 g de muestra. (g). 

Materia seca total 94.45 ± 1.25 

Cenizas 3.59 ± 0.08 

Grasa cruda 3.57 ± 0.38 

Proteína total 4.26 ± 0.17 

Fibra cruda 19.90 ± 1.61 

Azúcares totales 17.75 ± 0.61 

Azúcares reductores 4.34 ± 0.01 

Fenoles hidrolizables totales 6.11 ± 1.83 

Fuente: Robledo-Olivo (2007).   

 

Otros padecimientos tratados son los parásitos intestinales como lombrices y 

solitarias, para lo cual se toma la cocción concentrada a base de la corteza de la 

planta, raíz, hojas o la cáscara del fruto, mezclada con un poco de epazote, y el 

líquido obtenido se bebe en ayunas durante tres días. Se dice, además, que la granada 

mejora los malestares como  el empacho, vómito, bilis, infección intestinal y fuegos 

bucales, en estos casos se toma el cocimiento o se aplica localmente y también se 

hacen gárgaras para mitigar las afecciones bucales. (Seeram, et al., 2004; Machado et 

al., 2002 ; Akiyama et al., 2001 y Aviram et al., 2000). 
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3. Justificación 

En la actualidad,  una gran cantidad de biomoléculas se asocian con 

propiedades “especiales” para combatir ciertas enfermedades degenerativas. El ácido 

elágico y los elagitaninos han logrado gran relevancia debido a la reducción o 

prevención de enfermedades tales como el cáncer, enfermedades cardiacas, 

hipertensión, disminución del colesterol, inhibición de bacterias, parásitos y virus, 

como el VIH y Papiloma. 

La forma tradicional de obtención de acido elágico como se menciona en la 

introducción, es a través de procesos que involucran sustancias altamente 

contaminantes como ácidos y álcalis; además de un gasto elevado de energía 

calorífica, esto se debe principalmente a la falta de conocimiento sobre los procesos 

de degradación de los elagitaninos, que ha sido un factor limitante en el desarrollo de 

tecnologías biológicas que permitan obtener ácido elágico, por lo que es de gran 

importancia determinar el tipo de enzimas que se encuentran involucradas en dicho 

proceso.  

 Tomando en cuenta los avances logrados en el estudio de galotaninos y la 

producción fúngica de la tanasa y del ácido gálico, el presente proyecto plantea el 

estudio de la enzima involucrada en la biodegradación de elagitaninos. Este 

conocimiento proporcionará información valiosa para la generación de 

biotecnologías para la aplicación de las enzimas o los microorganismos involucrados 

en la degradación de elagitaninos y el desarrollo de procesos amigables con el medio 

ambiente. 

 En términos de aportaciones científicas, los resultados de la presente 

investigación resultan de gran relevancia por su originalidad, trascendencia y de 

potencial impacto para el sector biotecnológico de México. 

 Adicionalmente, el presente proyecto formó parte del proyecto ECOS-Nord 

MO2-AO2, relacionado con el estudio de las capacidades de degradación de taninos 

de la pulpa de café por hongos filamentosos provenientes de biotipos mexicanos. La 
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meta del proyecto consiste en descubrir el contenido de elagitaninos y su posible 

aprovechamiento como fuente de ácido elágico 
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4. Objetivos  

4.1. Objetivo general 

Producir, purificar y caracterizar la enzima fúngica responsable de la 

hidrólisis de los elagitaninos presentes en una fuente vegetal. 

4.2 Objetivos particulares  

1.- Seleccionar a partir de cinco especies vegetales el material con mayor contenido 

de elagitaninos, así como, establecer y aplicar una estrategia para la extracción de 

elagitaninos de la fuente seleccionada. 

2.- Seleccionar una o más cepas fúngicas con capacidad de degradación de 

elagitaninos. 

3.- Desarrollar la metodología para la evaluación de la actividad elagitanasa 

producida por el hongo seleccionado.  

4.- Producir por cultivo en soporte sólido la enzima responsable de la degradación de 

elagitaninos. 

5.- Purificar el extracto enzimático obtenido por cultivo en medio sólido.  

6.- Determinar el efecto de la temperatura y el pH sobre la activiadad elagitanasa. 
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5. Metodología Experimental 

 

La presente investigación se desarrolló en cinco etapas experimentales.  

I.- Colecta y obtención del material vegetal, preparación del material para análisis y 

cuantificación de elagitaninos. 

II.- Determinar la capacidad de las cepas fúngicas para emplear los elagitaninos 

como sustrato y  seleccionar la cepa a utilizar en el bioproceso de producción de 

ácido elágico. 

III.- Producción de ácido elágico y de la enzima degradadora de elagitaninos en 

cultivo en medio sólido. 

a) Usando el polvo de cáscara de granada como soporte y fuente de carbono 

y energía. 

b) Empleando espuma de poliurentano (PUF) como soporte y el extracto del 

polvo de cáscara de granada como fuente de carbono y energía. 

IV.- Purificación del extracto enzimático obtenido por CMS e identificación de la 

enzima responsable de la degradación de elagitaninos. 

V.- Caracterizar físico-químicamente de la enzima responsable de la degradación de 

elagitaninos. 

5.1 Colecta y obtención del material vegetal, preparación del 

material para análisis y cuantificación de elagitaninos. 

En está sección se hace una descripción de los materiales vegetales 

evaluados, la selección de estos se realizó de acuerdo a las propiedades “curativas” 

por las que son empleados de manera tradicional, así como, la evaluación físico-

química de las muestras y finalmente el análisis de elagitaninos. 

5.1.1 Material vegetal. 

Los materiales vegetales empleados en la presente investigación fueron 

plantas y frutos que se recolectaron en diferentes sitios del estado de Coahuila de 

Zaragoza. 
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5.1.1.1 Gobernadora (Larrea tridentata L.) 

La gobernadora se recolectó en Saltillo, Coahuila, al costado de la carretera 

libre Saltillo-México a la altura del kilómetro 36, la muestra se colectó en el mes de 

Julio. Se obtuvieron 18 kg de planta en total, se separaron los tallos de las hojas, las 

cuales fueron utilizadas en el experimento. 

5.1.1.2 Hojasén (Fluorencia cernua D.C.) 

La planta de hojasén se recolectó en el ejido La Angostura, municipio de 

Saltillo, Coahuila, al costado de la carretera libre a Saltillo-Zacatecas a la altura del 

Kilómetro 20, se obtuvieron 18 kg de planta en total, la muestra se colecto en el mes 

de julio.  

5.1.1.3 Candelilla (Euphorbia antishyphyllitica L.) 

Se colectó en el ejido el Forlón, municipio de Ramos Arizpe Coahuila, en el 

kilómetro 62 de la carretera a Saltillo-Monclova. Se obtuvieron 12 Kg de planta, la 

muestra fue colectada en el mes de agosto. Se extrajo la cera de candelilla, de 

acuerdo a la metodología proporcionada por los pobladores y referida por Saucedo-

Pompa (2007).  

5.1.1.4 Sangre de Drago (Jatropha dioica L.) 

La sangre de drago se colectó en la falda sur del cerro del pueblo en la ciudad 

de Saltillo Coahuila, se obtuvieron 7 Kg de planta, en los meses de agosto-

septiembre.  

5.1.1.5 Cáscara de granada (Punica granatum L.) 

Se recolectaron 50 Kg de frutos de granada en un huerto familiar en la Ciudad 

de Sabinas, Coahuila (frutos maduros) y 120 kg en los municipos de Parras de La 

Fuente, Artega y Saltillo, Coahuila (frutos de maduración intermedia). Las granadas 

fueron fraccionadas en arilos (comúnmente conocidaos como semillas) y cáscara. 

Las muestras se colectaron en los meses de agosto-octubre.  

5.1.1.6 Deshidratación de las muestras vegetales 

La gobernadora (L. tridentata) y el Hojasén (F. cernua) se cubrieron con 

mantas para evitar la exposición directa al sol y se deshidrataron a temperatura 

ambiente durante 5 d (verano). Una vez seco el material (10-12 % de humedad) se 

procedió a separar las ramas grandes de las hojas y ramas pequeñas, Las hojas se 

colocaron en una estufa (Koleff LK 26) a 60°C hasta 5 % de humedad en las 

muestras.  
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La candelilla (E. antishyphylitica), sangre de drago (J. dioica) y cáscara de 

granada (P. granatum) se deshidrataron directamente en estufa (Koleff KL 26) a 

temperatura de 60 °C, hasta 5 % de humedad en las muestras, tiempo estimado entre 

48-72 h. 

5.1.1.7 Molienda del material vegetal  

Las muestras secas se molieron en un homogenizador industrial de 5 L, 

Modelo LP12 Serie 600-182 marca JR Maquinaria para mercado S.A. de C.V., para 

obtener un polvo el cual posteriormente fue tamizado por malla No. 30 (600 m) 

para obtener un material homogéneo. 

5.1.2 Cuantificación de elagitaninos 

El polvo se sometió a hidrólisis de acuerdo a la técnica de Lei (2002), que 

consiste en colocar 300 mg de muestra y adicionar 4950 L de metanol y 50 L de 

HCl 6 M. Esta mezcla se calentó a 120 °C en autoclave en seco  por 2 h. 

Posteriormente, se filtró el contenido de los tubos (membranas de 0.45 m), el 

filtrado se centrifugó a 6000 rpm a temperatura ambiente. Se descartó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en metanol, se repitió la operación de 

centrifugación y re-suspensión y el último precipitado se consideró como ácido 

elágico; que fue determinado por espectrofotometría (Wilson y Hagerman, 1990) 

(ver 5.1.2.1) y por cromatografía de líquidos de alta resolución (ver 5.1.2.2). 

5.1.2.1 Determinación espectrofotométrica de ácido elágico. (Método de Wilson y 

Hagerman, 1990) 

Como estándar se empleo ácido elágico grado analítico (ICN biomedicals Inc. 

USA). Se colocaron 10 mg del reactivo analítico o de muestra vegetal en tubos 

Eppendorf de 2 mL. Se adicionó 1 mL de H2SO4 2N y se congeló a -20 °C. Una vez 

congelados los tubos se transfirieron a una estufa a 100 °C por 24 h para hidrolizar la 

muestra. Al finalizar el tiempo de hidrólisis se temperaron a 25 °C o a temperatura 

ambiente, se abrieron los tubos y su contenido se filtró (Whatman No. 41), 

inmediatamente después se adicionaron 9 mL de piridina sobre el papel filtro y se 

completó a 10 mL como volumen final de la muestra. En un tubo de ensayo limpio y 

seco se transfirió 1 mL de la muestra y se adicionaron 1.1 mL de piridina, 0.1 mL de 

HCl concentrado y se mezcló. La muestra se incubó por 5 min a 30 °C, después se 

agregó 0.1 mL de NaNO2 1 % (p/v) se agitó suavemente e inmediatamente se 

registró la lectura a 538 nm en un espectrofotómetro.  Las muestras se incubaron 
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nuevamente a 30 °C por un periodo de 36 min. Transcurrido este tiempo se registró 

nuevamente la lectura a 538 nm. 

La diferencia entre la absorbancia inicial y la absorbancia después de 36 min 

es proporcional a la concentración de ácido elágico en las muestras. 

El fundamento de la reacción se basa en la nitración de los hidroxilos del 

ácido elágico formando un cromóforo color naranja. 

La primera lectura es para eliminar el error de otras moléculas que pueden 

reaccionar con el nitrito de sodio, como el ácido gálico, el cual reacciona en pocos 

minutos.   

5.1.2.2 Determinación cromatográfica (HPLC) de ácido elágico 

 El análisis se realizó empleando un equipo Varian Pro Star 3300, aplicando 

una modificación al método de Amakura (2000), con un detector de fotodiodos (PDA 

Pro Star 300) a 254 nm, una columna Optisil ODS (5m; 250 x 4.6mm) a 25°C. Se 

empleó un régimen isocrático donde la fase móvil consistió en acetonitrilo (solvente 

A) y agua acidificada con H3PO4, a pH 2.5 (solvente B) en una relación 30:70, flujo 

de 0.7 mLmin
-1

, volumen de inyección 10 L. 

 Las muestras se diluyeron 1:1 en metanol y se filtraron por membranas de 

0.45 m 

5.1.3 Caracterización físico-química del material seleccionado 

La caracterización físico-química del material vegetal consistió en la 

determinación por triplicado de la materia seca total, humedad, ceniza, grasa cruda, 

proteína, fibra cruda y pH mediante los procedimientos descritos por la AOAC, 

1996. También se determinaron los azúcares totales y azúcares reductores (Dubois et 

al.,  1956; Miller et al.,  1989), ácido elágico (Wilson y Hagerman, 1990) y el 

contenido de fenoles hidrolizables totales (Makar et al., 1993). 

5.1.3.1 Determinación de materia seca total 

En la determinación de materia seca total, se pesó 1 g de muestra húmeda en 

un crisol de porcelana (el cual previamente se colocó en una estufa a una temperatura 

de 100°C hasta obtener un peso constante), posteriormente, se incubó de 80°C por 24 

h, se dejó enfriar en un desecador y se registró su peso (AOAC, 1996). 

La materia seca total obtenida fue calculada mediante la fórmula: 

% materia seca total = 100
sec




muestradegramos

solocrisolamuestraconcrisol
  (1) 
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5.1.3.2 Determinación de humedad 

La humedad se determinó a partir de los resultados obtenidos en el análisis de 

materia seca total. 

5.1.3.3 Determinación de cenizas 

En la determinación de cenizas se pesaron 2 g de muestra en un crisol de 

porcelana previamente sometido a peso constante, en una estufa a 100°C por 24 h. La 

muestra se carbonizó a flama de mechero en una campana y posteriormente se 

introdujo en una mufla (Barnstead/Thermolyne 47900) a una temperatura de 500°C 

por 5 h (AOAC, 1996). El porcentaje de cenizas en la muestra se calculó mediante la 

expresión: 

% cenizas = 100


muestradegramos

solocrisolcenizaconcrisol
   (2) 

5.1.3.4 Determinación de extracto etéreo (lípidos) 

 Para la determinación del contenido de grasa se pesaron 5 g de muestra 

colocados en un dedal de celulosa e introducido a un sifón y unidos a un matraz bola 

fondo plano (previamente sometido a peso constante y adicionado con 200 mL de 

éter etílico). Enseguida se insertó la parte superior del sifón a un refrigerante y la 

muestra se reflujo por 6 h a una temperatura de 80°C. Después de este tiempo, se 

evaporó el éter etílico contenido en el matraz, enseguida se introdujo en una estufa a 

temperatura de 60°C por 48 h, se enfrió en un desecador y se registró el peso 

(AOAC, 1996). El por ciento de grasa obtenido fue calculado mediante la expresión: 

% grasa = 100


muestradegramos

solomatrazpesograsaconmatrazpeso
  (3) 

5.1.3.5 Determinación de proteína cruda 

La determinación de proteína se realizó por el método Kjeldhal en el cual se 

colocó 1 g de muestra seca en un matraz Kjeldhal, 6 perlas de vidrio, 3 g de 

catalizador selenio y 30 mL de ácido sulfúrico concentrado. Estos reactivos fueron 

adicionados en otro matraz excepto la muestra de granada como control. Los 

matraces se colocaron en el digestor Kjeldhal a una temperatura de 100°C hasta 

obtener una mezcla color café traslúcido y un color cristalino en el matraz sin 

muestra (incoloro). Una vez frías las mezclas, se adicionaron 300 mL de agua 

destilada, 110 mL de hidróxido de sodio y 5 granallas de zinc. Posteriormente, se 
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obtuvieron 200 mL de destilado de cada muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 

mL de capacidad y se titularon con ácido sulfúrico 0.099 Normal (N). 

El nitrógeno obtenido se calculó mediante la fórmula (4): 

% nitrógeno = 

100
)()( 4242 



muestradegramos

blancoNblancogastadosmLSOHNgastadosSOHmL
 

Finalmente, el por ciento de proteína cruda se calculó multiplicando el 

porcentaje de nitrógeno por el factor 6.25 indicado por la AOAC (1996). 

5.1.3.6 Determinación de fibra cruda 

El análisis de fibra cruda consistió en 2 fases: en la primera fase, se colocaron 

2 g de muestra desgrasada en un vaso de Berzelius y 100 mL de ácido sulfúrico 

0.255 N. Se sometió a ebullición por 30 min y después se lavó con 100 mL de agua 

destilada caliente. En la segunda fase, se midieron 100 mL de NaOH 0.313 N y se 

colocaron en el mismo vaso, enseguida, se calentó a ebullición por 30 min y se lavó 

con 100 mL de agua destilada caliente. La fibra obtenida se colocó en un crisol de 

porcelana y se introdujo en una estufa a una temperatura de 105°C por 24 h. Después 

de este tiempo de registró el peso del crisol y finalmente la muestra se calcinó a 

500°C por 5 h en una mufla marca Termolyne 200 (AOAC, 1996). El por ciento de 

fibra se calculó mediante la fórmula: 

% fibra = 100
sec




muestradegramos

cenizasconcrisolpesoamuestracrisolpeso
 (5) 

5.1.3.7 Determinación del pH 

 Se llevó a cabo en un medidor de pH (Corning, modelo H20). El equipo se 

calibró con soluciones amortiguadoras de 2, 4 y 7. Se introdujo el electrodo en las 

soluciones de las muestras, después de cada medición el electrodo de enjuagó con 

abundante agua destilada. 

5.1.3.8 Determinación de azúcares totales y reductores 

Los azúcares totales y reductores se evaluaron por los métodos de reportado 

por Dubois (1956) con fenol-sulfúrico y por el método de Miller, (1989) con DNS 

respectivamente, en el extracto filtrado en papel Whatman No. 41, de una solución 

de la muestra en agua destilada, se leyó a 480 nm para azúcares totales y 540 nm 

para azúcares reductores. Se preparó una curva patrón de sacarosa para azúcares 

totales y una curva patrón de dextrosa para azúcares reductores. 
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5.1.3.9 Determinación de fenoles hidrolizables totales (FHT) 

Para el análisis de fenoles hidrolizables totales se siguió la metodología reportada por 

Makkar et al. en 1993. Se colocaron 800 µL de la muestra en tubo de ensayo (16 x 

150), al mismo tubo se le adicionaron 800 µL del reactivo comercial Folin Ciocalteu, 

se agitó y se dejó reposar por 5 min, después se adicionaron 800 µL de carbonato de 

sodio 0.01M, se agitó y se dejó reposar por 5 min. Posteriormente, se añadieron 4 mL 

de agua destilada. Se registró la lectura obtenida en un espectrofotómetro a 725 nm. 

La curva de calibración se hizo con ácido gálico. 

5.1.3.10 Determinación de pectina 

Se pesaron 10 g de la muestra en polvo y se colocaron en un vaso de 

precipitados de 500 mL. Se agregaron 100 mL de agua destilada caliente y se 

sometió a ebullición por dos minutos; transcurrido el tiempo se desechó el agua, en la 

cual se disolvieron las sales, se repitió el lavado. Después del tercer lavado se 

adicionaron 100 mL de agua destilada caliente y se adicionó, gota a gota, HCl 6N 

hasta que se alcanzó un pH 2; se registró el volumen final. El vaso de precipitados se 

tapó con un reloj de vidrio y se colocó a ebullición por 15 min, El líquido evaporado 

se repuso con agua destilada caliente al nivel inicial y se hirvió por tres minutos más. 

Se filtró en papel Whatman No, 41, se recogió el filtrado en un vaso de precipitados 

de 250 mL y se lavó el residuo con 200 mL de con agua acidulada a pH 2, esto se 

repitió 5 veces. Se redujo el volumen al 50 % por evaporación y después se agregó 

una cantidad de etanol al 70 % cuyo volumen fue 1.5 veces del volumen filtrado y 

reducido, se agitó con una varilla de vidrio para precipitar la pectina. Previamente se 

taró un papel filtro en un vidrio de reloj, el papel filtro se transfirió a un embudo de 

porcelana y se filtró la pectina a vació, se lavó con 2 porciones de 5mL de etanol-

amoniacal para neutralizar el ácido que quedó en la pectina. El filtro se  trasladó 

nuevamente al vidrio de reloj y se secó en la estufa a 60 ºC por 24 h. Transcurrido 

ese tiempo se colocó en un desecador hasta tomar temperatura ambiente y se pesó en 

una balanza analítica. 

% pectina = 

100
,sec,,




muestradegramos

relojvidriofiltropapeldelwamuestrarelojvidriofiltropapelw
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5.2 Selección de cepas 

A continuación se describe la metodología empleada para la selección del 

microorganismo con la capacidad de crecer en medio de cultivo adicionado con 

elagitaninos de cáscara de granda y otros sustratos empleados como controles, en la 

etapa preliminar se presenta un ensayo en microcosmos y en la siguiente el 

crecimiento sobre placa. 

5.2.1 Microorganismos 

 Se emplearon las cepas de Aspergillus niger GH1 y PSH de la colección de 

Departamento de Investigación en Alimentos (DIA) de la Facultad de Ciencias 

Químicas de la Universidad Autónoma de Coahuila. Estas cepas fueron aisladas y 

caracterizadas por Cruz-Hernández et al. (2005) y se caracterizan por crecer en altas 

concentraciones de taninos. 

5.2.2 Propagación de los microorganismos 

Los hongos utilizados en este trabajo se propagaron en medio Pontecorvo 

recomendado por la American Type Culture Collection (por sus siglas en inglés 

ATCC) para Aspergillus niger (Tabla 10), con 20 gL
-1

 de agar agar, se ajustó el pH a 

6.2 con NaOH 2 M o HCl 2 M. Se usaron matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 

mL de medio de cultivo, se inoculó con 200 L de solución de esporas, se incubó a 

30 
o
C por 7 d.  

5.2.3 Determinación preliminar de crecimiento en microcosmos 

Se emplearon botellas serológicas de 10 mL con 2 mL de medio de cultivo 

Pontecorvo como en 5.2.2 (tabla 10). Las cepas se inocularon por picadura al 

centro de la botella. Los cultivos se incubaron a 30 °C en una cámara con 

humedad relativa de 70 %. Las fuentes de carbono empleadas fueron: glucosa 

(G), elagitaninos de Larrea tridentata (LT) elagitaninos de cáscara de granada 

Púnica granatum (PG), ácido tánico (AT), ácido elágico comercial (AE), a 

concentración de 10 gL
-1

, y dos controles: i), medio de cultivo Pontecorvo sin 

fuente de carbono y sin extracto de levadura (PC/sL) y ii) medio Pontecorvo 

con extracto de levadura (PC/L). 

 5.2.4 Evaluación de la velocidad de crecimiento de las cepas 

Se emplearon placas de Petri desechables de 9 cm de diámetro con 20 mL de 

medio de cultivo. Se inoculó por picadura al centro de la placa. Después de 120 h de 
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incubación a 30 ºC se midió el crecimiento radial en cuatro puntos cardinales de las 

cajas de Petri cada 24 h. La velocidad de crecimiento radial (v) se estimó como la 

pendiente de la función del radio de la colonia en función del tiempo y se expresó en 

mmh
-1

. 

 

Tabla 10. Composición de los medios Pontecorvo para Aspergillus (ATCC). 

ATCC medio 687 
ATCC medio 950 con 0.05 % extracto de 

levadura 

 

 

NaNO3 ............................................ 

KH2PO4 .......................................... 

KCl.................................................. 

MgSO4  7H2O ................................ 

ZnSO4 ............................................. 

FeCl3 ............................................... 

Glucosa............................................ 

Metales traza (ver abajo)................. 

Biotin*............................................. 

Agua destilada................................. 

Autoclave a 121 ºC por 15 minutos. 

Ajuste pH a 6.2 con KOH. 

Metales traza: 

Na2B4O7  10H2O ............................ 

MnCl2  4H2O ................................. 

Na2MoO4  2H2O............................. 

CuSO4  5H2O ................................. 

Água destilada................................. 

 

 

6.0 g 

1.52 g 

0.52 g 

0.52 g 

0.001 g 

0.85 mg 

30.0 g 

1.0 ml 

40.0 mcg 

1.0 L 

 

 

 

100.0 mg 

50.0 mg 

50.0 mg 

250.0 mg 

1.0 L 

0.05 % extracto de levadura 

ATCC Medio 687: 

NaNO3 ............................................... 

KH2PO4 ............................................. 

KCl..................................................... 

MgSO4  7H2O ................................... 

ZnSO4 ................................................ 

FeCl3 .................................................. 

Glucosa .............................................. 

Metales traza (ver a bajo)................... 

Biotin*................................................ 

Agua destilada.................................... 

Autoclave a 121 ºC por 15 minutos. 

Ajuste pH a 6.2 con KOH. 

Metales traza: 

Na2B4O7  10H2O .............................. 

MnCl2  4H2O .................................... 

Na2MoO4  2H2O................................ 

CuSO4  5H2O ................................... 

Agua destilada................................... 

 

 

6.0 g 

1.52 g 

0.52 g 

0.52 g 

0.001 g 

0.85 mg 

30.0 g 

1.0 ml 

40.0 mcg 

1.0 L 

 

 

 

100.0 mg 

50.0 mg 

50.0 mg 

250.0 mg 

1.0 L 

 

 

5.3 Producción de ácido elágico por Aspergillus niger GH1 en cultivo 

en medio sólido 

En esta sección se presenta la metodología referente a la producción de ácido 

elágico en cultivo en medio sólido (CMS), utilizando la cáscara de granada en polvo 

como soporte y sustrato, se describen las técnicas empleadas para la evaluación y 

cuantificación de las variables del experimento. También se presenta la producción 

de ácido elágico utilizando extracto de cáscara de granada como fuente de carbono y 

energía y espuma de poliuretano como soporte del CMS.  
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5.3.1 Uso de polvo de cáscara de granada como soporte y fuente de nutrientes 

El experimento se llevó a cabo en cajas de Petri desechables de 9 cm de 

diámetro con 3 g de polvo de cáscara de granada. Se adicionaron 7 mL de medio 

Czapek Dox mínimo (NaNO3 7.65, KH2PO4 3.04, MgSO4 1.52 y KCl 1.52 gL
-1

),  

para tener una humedad aproximada del 70 % y pH inicial de 5. Se inocularon con 

2x10
7
 esporas por gramo de soporte. Las condiciones del cultivo fueron: temperatura 

de 30 ºC, un periodo de cultivo de 6 d, con tiempos de muestreo cada 24 h. 

Las variables de respuesta evaluadas fueron pH, (método potenciométrico), 

azúcares totales (Dubois et al., 1956), fenoles totales  (Makkar et al., 1993), ácido 

elágico (HPLC), humedad (gravimetría), Aw, (equipo aquaLab), biomasa 

(gravimetría), actividad tanasa (Sharma et al., 2000) y actividad elagitanasa 

(propuesta en este experimento).  

Para el experimento se prepararon 6 cajas de Petri por cada tiempo de 

muestreo. Las cajas se distribuyeron de la siguiente manera: 

3 cajas para extracto acuoso (pH, azúcares totales, actividades enzimáticas y ácido 

elágico). 

3 para determinación de humedad  y  biomasa. 

5.3.1.1 Tratamiento de las muestras. 

Cada muestra fue sometida a un pre-tratamiento en una campana en 

condiciones de asepsia. El medio de cultivo sólido con los diferentes tiempos de 

incubación  se colocó en un vaso de precipitados 500 mL, se añadieron 20 mL de 

agua y se homogenizó por un minuto con una mezcladora de inmersión (Immersion 

blender, modelo IB901 MX, marca RIVAL). El material homogenizado se transfirió 

a tubos cónicos de 50 mL y se sometieron a vibración sónica por 30 min (Ultrasonic 

cleaner BRANSONIC, modelo 2510R-MTH). De los extractos acuosos se 

recuperaron alícuotas de 1.5 mL para la determinación de ácido elágico. Los tubos se 

centrifugaron a 2500 rpm (Centrífuga Hermle 2231MKll, Labnet, Nacional Labnet 

Company), se decantaron y el sobrenadante se filtró por papel Whatman 41, después 

por papel filtro de fibra de vidrio. Esta metodología fue desarrollada durante este 

trabajo experimental. 

5.3.1.2 Recuperación de ácido elágico 

Las alícuotas obtenidas después de la vibración sónica (1.5 mL) se 

centrifugaron a 6000 rpm (Centrífuga modelo 5415 D, marca Eppendorf, Brinkmann, 
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Instruments Inc.) por 30 min, el sobrenadante se descartó, El precipitado se 

resuspendió en etanol grado HPLC (1.5 mL) y se sometió a vibración sónica por 30 

min. Las muestras se filtraron  por membranas de 0.45 m y se analizaron en el 

equipo de HPLC (Metodología desarrollada en el laboratorio del Departamento de 

Investigación en Alimentos de la Universidad Autónoma de Coahuila).  

5.3.1.3 Determinación de actividad de agua (Aw) 

Se realizó en equipo Aqualab series 3, marca Decagon Devices, Inc. Se colocaron 

0.5g del material fermentado en la cuba de muestreo y se introdujo dentro de la 

cámara del equipo, se cerró la cámara y se inicio el ciclo. Se registró la actividad de 

agua de la muestra. 

5.3.1.4 Determinación del pH 

Ver sección 5.1.3.7 

5.3.1.5 Cuantificación de ácido elágico por cromatografía de líquidos  

El ácido elágico se cuantificó en un equipo cromatográfico de HPLC (Varian 

Pro Star 3300, Palo Alto, CA, USA) usando un detector de arreglo de fotodiodos 

(PDA Pro Star 330) a 254 nm. La separación se llevó a cabo con una columna 

Prodigy ODS (5 μm; 250×4.6 mm, Phenomenex) a temperatura de 30 °C, usando un 

gradiente. Las fases móviles consistieron en acetonitrilo (solvente A) y ácido acético 

al 0.3 % (v/v) (solvente B), 7–20 % A (0–7 min), 20–30 % A (7–12 min), 30 % A 

(12–18 min), 30–60 % A (18–20 min), 60–100 % A (20–23 min), 100 % A (23–30 

min), 7 % A (30–31 min), y 7 min de equilibrio para estabilizar la columna, un flujo 

de 0.7mLmin
-1

 con un volumen de inyección de 10 μl. 

5.3.1.6 Parámetros cinéticos asociados al crecimiento microbiano 

La tasa específica de crecimiento 



, fue evaluada mediante la ecuación 

logística de Velhurst-Pearl (Gatto et al., 1998; Viniegra-González et al., 2003).  

X
X

X

dt

dX
M 










max

1  (1) 

donde X es la biomasa (g por L, por cm
2
 ó por kg), M es la velocidad máxima de 

crecimiento específico (h
-1

) y Xmax es el valor de equilibrio para X donde dX/dt = 0, 

para X>0. La solución de la ecuación anterior es la siguiente: 
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tMe
X

XX

X
X










 




0

0max

max

1
 (2) 

donde X0 es la condición inicial para X. La ecuación 6 sirve para ajustar los datos 

experimentales de la ecuación 11, minimizando la suma de errores al cuadrado como 

función de los parámetros X0, Xmax y M.  

La productividad (P) fue estimada dividiendo la concentración final de ácido 

elágico entre el tiempo de cultivo y expresada como mgAE/gS
-1

día
-1

.  

Se calculó el rendimiento de biomasa (YX/S) que es la cantidad de biomasa 

producida por gramo de sustrato utilizado, así como también el rendimiento de 

producto/biomasa (YP/X) que es la cantidad de metabolito que se forma por cada 

gramo de biomasa que se produce. El cálculo se determinó en las fórmulas 3 y 4: 

21

12
/

SS

XX
Y SX




  (3)  y  

21

12

XX

PP
Y XP




  (4) 

respectivamente. Donde: 

X1 = Concentración inicial de biomasa, X2 = Concentración de biomasa en el 

tiempo en el que se obtiene la mayor concentración de producto, S1 = Concentración 

inicial de sustrato, S2 = Concentración de sustrato en el tiempo en el que se obtiene la 

mayor concentración de producto,  P1 = Concentración inicial de producto y P2 = 

Concentración máxima de producto. 

Con estos parámetros, se calculó la tasa específica de consumo de sustrato 

(qs): 



qS  YX /S  (5) 

Así como la tasa específica de formación de producto (qp): 

SPP Yq /  (6) 

El consumo de sustrato fue modelado empleando una expresión de dos 

términos propuesta por Pirt [Viniegra-González et al., 2003; Pirt. 1975]: 

mX
dt

dX

Ydt

dS

SX


/

1
 (7) 

donde S es la concentración de sustrato (g por L, por cm
2
 ó por kg), YX/S el 

rendimiento de biomasa y m el coeficiente de mantenimiento (gSgX
-1

h
-1

). La 

solución de la ecuación 8 puede ser obtenida en función de X de la siguiente manera: 
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donde S0 es la condición inicial para el nivel de substrato S. La ecuación 8 nos ayuda 

a probar la importancia del coeficiente de mantenimiento m, debido a que una grafica 

de S(t) vs. X(t) generaría una línea recta con una pendiente de 1/YX/S, siempre y 

cuando m sea insignificante.  

La cinética de formación de producto fue modelada empleando la ecuación de 

Luedeking y Piret (Viniegra-González et al., 2003; Luedeking et al., 1959) que se 

muestra a continuación: 

kX
dt

dX
Y

dt

dP
XP  /  (9) 

donde P es la concentración de producto, YP/X el rendimiento de producto en 

términos de biomasa (unidades de producto por unidades de biomasa) y k el 

coeficiente secundario de formación o destrucción de producto. La ecuación 9 es 

similar a la ecuación 10, pero en ésta, el coeficiente k puede ser negativo, cero o 

positivo, debido a que la formación o destrucción no está necesariamente relacionada 

al crecimiento. La solución de la ecuación 9 en función de la biomasa es: 



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XX

XXkX
XXYPtP
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0
0/0 ln)()(


 (10) 

5.3.2 Uso de extracto de cáscara de granada como fuente de carbono y energía y 

espuma de poliuretano como soporte sólido 

 La cáscara de granada es una buena fuente de elagitaninos, sin embargo, para 

obtener extracto enzimático sin tantas impurezas, empleando el extracto de cáscara 

de granada y como soporte del cultivo espuma de poliuretano, para este experimento 

se utilizó la metodología que se describe a continuación.  

5.3.2.1 Obtención del extracto de cáscara de granada 

Se preparó una suspensión de cáscara de granada en polvo y agua en una 

relación 1: 5 m/v (1400 g de cáscara con 7000 mL de agua). Se agitó por 5 h, una vez 

que transcurrió el tiempo el extracto se filtró a través de tela muselina, 

posteriormente, por fibra de vidrio del No. 4 Whatman y por papel filtro No. 40 

Whatman, el extracto se mantuvo en refrigeración hasta antes de su empleo. 
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5.3.2.2 Cultivo en medio sólido con espuma de poliuretano  

El experimento se llevó a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL a los 

cuales se les colocaron 3 g de PUF, previamente lavada en agua destilada caliente 

dos veces y enjuagada en agua fría dos veces, secada en estufa a 40°C por el tiempo 

necesario (2-4 d),  y se le adicionaron 7 mL de extracto de cáscara de granada 

conteniendo las sales del medio Czapek dox mínimo (ver 5.3.1) para tener la 

humedad al 70 %, se inocularon 2x10
7
 esporas por gramo de PUF, las condiciones 

del cultivo fueron, temperatura de 30 ºC, un periodo de cultivo de 72 h, con tiempos 

de muestreo cada 12 h. 

A cada tiempo de cultivo se tomaron los matraces y se les adicionó 20 mL de 

solución amortiguadora de citratos (50 mM, pH 5), el material se colocó en una 

jeringa de 50 mL, la cual contenía un filtro Whatman 41 en su base, se sometió a 

presión y se obtuvo el extracto crudo, el cual, se dividió en dos fracciones de 10 mL. 

La primera fracción se empleó para determinar las siguientes variables de respuesta, 

azúcares totales (ver 5.1.3.8), fenoles totales  (ver 5.1.3.9), ácido elágico por HPLC 

(ver 5.1.2.2) y la actividad elagitanasa. (ver 5.3.4). La segunda fracción se colocó en 

frascos de boca ancha, la tapa fue horadada y se le colocó una membrana de celulosa 

de 12000 Da (Sigma, dialysis tubing D-9277)  y se sometió a diálisis usando solución 

amortiguadora de citratos 50 mM pH 5, manteniéndose en refrigeración (4-8 °C) 

cambiando el líquido cada 8 h hasta obtener un extracto transparente. Finalmente, se 

filtró por membrana de 0.45 m.  

5.3.3 Determinación de proteínas 

La determinación de proteínas se llevó a cabo mediante la técnica reportada 

por  Bradford (1976), para la cual se empleó albúmina sérica bovina (100 ppm 

solución madre) y el reactivo de Bradford. Para la determinación se colocó 1.0 mL 

de muestra (dilución 1:10) con 1.0 mL del reactivo de Bradford, los tubos se agitaron 

y se dejaron reposar por cinco minutos, transcurrido el tiempo de reacción se registró 

la Absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. 

5.3.4 Evaluación preliminar de la actividad elagitanasa 

Para determinar la actividad elagitanasa se probaron diferentes metodologías 

reportadas en la literatura para enzimas degradadoras de taninos, como la técnica de 

Sharma et al. (2002) y la técnica de Beverini y Metche (1990). 



Producción de ácido elágico: Estudios enzimáticos 

Aguilera-Carbó Antonio Francisco, 2009 

Planta Piloto 4, Biotecnología, CBS, UAM-I 

 

42 

5.3.4.1 Obtención del sustrato para evaluar la actividad enzimática 

Para esta determinación es necesario tener un sustrato para la actividad 

enzimática, por lo cual se preparó una suspensión de cáscara de granada como se 

mencionó en la sección 5.3.2.1, posteriormente se hicieron pasar fracciones de 20 

mL a través de una columna empacada con amberlita XAD- 16, usada para la 

concentración de polifenoles (Seeram et al., 2005). 

Se realizaron lavados de la columna con agua para la eliminación de 

compuestos hidrosolubles, posteriormente se llevó a cabo la elusión de los 

polifenoles con etanol de alta pureza. Se eliminó el solvente en un rotavapor, 

elagitaninos totales de púnica (ETP); la cual fue pulverizada con un mortero y usada 

como sustrato para la determinación de la actividad enzimática. 

5.3.4.2 Técnica para la determinación de la actividad elagitanasa 

La técnica consistió en una modificación a la propuesta por Beverini y 

Metche (1990) para otra enzima degradadora de taninos y se realizó como sigue:  

Se preparó una solución de elagitaninos totales de cáscara de granada (1 

mgmL
-1

) en solución amortiguadora de citratos (0.05 M, pH 5), como sustrato para 

determinar la actividad degradadora de elagitaninos. 

Se pre-incubaron todos los reactivos a 30 ºC por 5 min. Se colocó 1 mL de la 

solución de sustrato en un tubo de prueba y otro control. Se añadieron 50 L de la 

solución de enzima en el tubo prueba y se incubaron a 30ºC por 120 min, 

inmediatamente después se añadieron 200 L de HCl (2 M). Se recuperó el ácido 

elágico (ver 4.3.1.2), se filtró por membranas de 0.45 , se recolectó en viales de 2 

mL y se determinó el ácido elágico por HPLC (ver 4.3.1.5). En la tabla 11, se resume 

lo anterior. 

Tabla 11. Condiciones preliminares de la actividad elagitanasa. 

Muestra  Control 

Sustrato ETP 1 mL (1 mgmL
-1

).  Sustrato ETP 1 mL (1mg/mL). 

Extracto enzimático 50 L.  Incubación a 30 °C por 120 min. 

Incubación a 30 °C por 120 min  HCl 2 M, 200 L. 

HCl 2 M 200 L.  Extracto enzimático 50 L. 

  

La definición de la actividad enzimática es la cantidad de enzima necesaria 

para liberar un micromol de ácido elágico por minuto.  
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5.3.5 Purificación de la elagitanasa 

  Se empleó un sistema de purificación de proteínas denominado cromatografía 

líquida rápida de proteínas (Fast protein liquid cromatography por sus siglas en 

ingles (FPLC)) (Akta prime, modelo 1330). 

5.3.5.1 Cromatografía de permeación en gel 

 Se empleó una columna Sephadex™ G-25 (GE, modelo Hitrap™ desalting), 

de 5 mL de capacidad, bajo las condiciones que se dan en la tabla 12. 

Tabla 12. Condiciones de operación para la columna G-25. 

Condición Unidad 

Presión 1 Mpa 

Flujo 1 mLmin
-1

 

Volumen de equilibrio 10 mL 

Volumen de elución 15 mL 

Volumen de muestra 1.4 mL 

Volumen de fracción 2. mL 

Se obtuvieron 8 tubos con fracciones de 2 mL cada uno. En cada tubo se analizó la 

actividad enzimática elagitanasa y el ácido elágico. 

5.3.5.2 Cromatografía de intercambio iónico 

 Para la cromatografía de intercambio iónico se usó una columna empacada de 

Sepharosa (GE, modelo Hitrap™ QXL) de 1 mL de capacidad, bajo las condiciones 

de la tabla 13. Se colectaron 40 fracciones y se les analizó el contenido de ácido 

elágico y actividad elagitanasa. 

Tabla 13. Condiciones de operación para la columna QXL. 

Condición Unidad 

Presión 1 Mpa 

Flujo 1 mLmin
-1

 

Volumen de equilibrio 15 mL 

Volumen de elución 40 mL 

Volumen de muestra 2.0 mL 

Volumen de fracción 1.0 mL 

Primero y segundo lavado 10 mL 
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5.3.5.3 Cromatografía de separación de la actividad elagitanasa en geles de 

poliacrilamida 

 Las fracciones con actividad elagitanasa se separaron en geles de 

poliacrilamida para la evaluación de la pureza de proteína de interés, bajo la 

siguiente composición. 

Tabla 14. Composición del gel de poliacrilamida de concentración 4x. 

Componente Cantidad 

Buffer de concentración 4 X  1.25 mL 

Agua 3.0 mL 

Acrilamida  0.75 mL 

10 % APS* 100 µL 

TEMED** 10 µL 

* Persulfato de amonio,  

**N,N,N,N tetrametiletilendiamina. 

Tabla 15. Composición del gel de poliacrilamida de resolución 4x. 

Componente Cantidad 

Buffer de resolución 4 X  2.5 mL 

Agua  3.5 mL 

Acrilamida  4 mL 

10 % APS* 150 µL 

TEMED** 5 µL 

* Persulfato de amonio,  

**N,N,N,N tetrametiletilendiamina. 

5.3.5.3.1 Preparación de las muestras para cargar en  geles de poliacrilamida 

Se preparó una solución con buffer de muestra (Tris-HCl (0.5 M) 0.3 mL (1.5 M); 

glicerol 0.4 mL; SDS al 10 %; 0.8 mL; -mercaptoetanol 0.2 mL; agua desionizada 

2.1 mL) 

 Se tomaron 185 µL de buffer de muestra y 100 µL de azul de bromofenol, se 

tomaron 20 µL de esta solución y se mezclaron con 20 µL de extracto enzimático, se 

colocaron en un baño a ebullición por 5 minutos. Se colocaron las muestras en los 

carriles del gel de poliacrilamida y éste se colocó en la cámara de electroforesis, se 

llenó con el buffer de corrida y se sometió a una corriente eléctrica de 60 V. 

5.3.5.3.2 Tinción con plata (Switzer, 1979) 

Los geles se lavaron con agua desionizada y se colocaron en recipientes individuales, 

donde se adicionaron las soluciones de la tabla 16. Después de teñir los geles se 

colocaron en papel celofán y se tomaron fotografías. 
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Tabla 16. Tinción plata (Switzer, 1979). 

Solución Componentes Tiempo 

I Metanol (25 mL), ácido acético (6 mL), 

formaldehído (50 µL) y aforar a 100 mL con 

agua. 

Lavar por 2 horas en agitación constante. 

II Etanol  Lavar 3 veces por 20 min cada vez. 

III Tiosulfato de sodio 0.5 g en 150 mL de agua. Lavar los geles 3 veces con agua 

desionizada cada 20 seg. 

IV AgNO3 (0.2 g), formaldehído (150 µL) y 100 

mL de agua desionizada 

15 min y después lavar con agua 

desionizada por 20 seg. 

V NaCO3 (6 g), formaldehído (200 µL) y 100 mL 

de agua desionizada.  

Dejar la reacción hasta que aparezcan 

bandas 

VI Metanol (50 ml), ácido acético (6 ml), 

formaldehído (100 µL) y 38 mL de agua 

desionizada 

Detener la reacción  

 

5.4 Producción a mayor escala de la enzima elagitanasa por cultivo 

en medio sólido y su purificación 

En esta etapa se condujo el experimento con mayor volumen de muestra para 

obtener un  volumen mayor de extracto enzimático, empleando las condiciones 

previamente obtenidas. 

5.4.1 Condiciones de cultivo 

La fermentación se llevó a cabo en un reactor de charola (plástico) de 29.0 x 

24.5 x 5.5 cm) donde se mezclaron el extracto de cáscara de granada (3.040 mL) con 

las sales del medio Czapek (ver 5.3.1), ajustando las cantidades de acuerdo al 

volumen de extracto y espuma de poliuretano en polvo (130 g), se inoculó con 

Aspergillus niger GH-1 a un nivel de 2 x 10
7
 esporas por gramo de poliuretano. Se 

mezclaron los componentes para obtener una distribución homogénea y se llevó a 

incubar a 30°C  por 44 h. 

5.4.2 Obtención del extracto enzimático 

Una vez que transcurrió el tiempo de cultivo al material fermentado se le 

adicionó buffer de citratos 50 mM pH 5 (867 mL) y se prensó manualmente para la 

obtención del extracto de fermentación, después se filtró por tela muselina de poro 

cerrado para la eliminación de partículas sólidas de mayor tamaño, posteriormente se 

filtro a través de papel filtro Whatman 41. 
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Durante las etapas de la purificación se determinó la concentración de 

proteínas (ver 5.3.3), la actividad enzimática elagitanasa (ver 5.3.4.) y se realizaron 

geles de poliacrilamida (ver 5.3.5.3) para evidenciar el grado de purificación.   

5.4.3 Purificación del extracto enzimático 

 El extracto obtenido del cultivo a mayor escala se sometió a las siguientes 

etapas de purificación: 

5.4.3.1 Diálisis del extracto enzimático 

El extracto enzimático se dividió en fracciones de 500 mL y cada una se 

colocó en una membrana de celulosa de 12000 Da y se puso a dializar en buffer de 

citratos 50 mM pH 5 manteniéndose en refrigeración. El búfer se cambió cada 12 h 

durante 3 d hasta que el extracto enzimático tuviera una apariencia transparente, 

después de esto el extracto se filtró por membrana de 0.45 m. 

5.4.3.2 Ultrafiltración del extracto enzimático 

El extracto enzimático se filtro a través de un equipo de ultrafiltración 

(Marca, Watson Marlon y un modulo Quix Stand Benchtop system) usando una 

columna (Amersham Biosciences de 140 cm
2
, NMWC a 60 rpm) de 30 kDa, se 

ultrafiltraron 1000 mL de extracto enzimático colectándose el material permeado y el 

concentrado. 

5.5 Caracterización físico-química de la enzima elagitanasa 

 En primera instancia se optimizó el método para la cuantificación de enzima 

elagitanasa y posteriormente se evaluó el efecto del pH y la temperatura sobre la 

actividad elagitanasa. 

5.5.1 Pruebas sobre la actividad enzimática bajo diferentes condiciones de 

reacción 

Se realizaron cuatro experimentos para determinar las mejores condiciones de ensayo 

de la actividad enzimática. 

5.5.1.1 Evaluación de la concentración de ácido clorhídrico sobre los ETP  

Para la evaluación de la influencia de la concentración de HCl sobre la 

desnaturalización  del sustrato  se realizó el ensayo de actividad elagitanasa sin usar 

el extracto enzimático, utilizando diferentes concentraciones de ácido (0.5, 1.0 1.5 y 

2.0 M),  
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5.5.1.2 Efecto de la concentración de sustrato en la determinación de la actividad 

enzimática  

Se determinaron las curvas de velocidad de reacción en función de la 

concentración de sustrato (de 0 a 5 mgmL
-1

 de elagitaninos totales de cáscara de 

granada) y del tiempo (hasta 120 min). 

5.5.1.3 Efecto del pH sobre la determinación de la actividad enzimática 

Después de obtener el tiempo de reacción en el que se realiza la hidrólisis a 

velocidad constante, se evaluó el efecto del pH (de 3 a 7) sobre la actividad 

enzimática. 

5.5.1.4 Efecto de la temperatura sobre la determinación de la actividad enzimática 

Una vez evaluado el pH se procedió a evaluar el efecto de la temperatura (de 

20 a 60 ºC) sobre la actividad elagitanasa. 
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6. Resultados y Discusión 

 

Los resultados obtenidos durante este proyecto se presentan de acuerdo a las 

etapas experimentales presentadas en la sección de metodología experimental. 

a) Resultados de la obtención del material vegetal, preparación de la muestra para 

análisis y cuantificación de elagitaninos. 

b) Capacidad de las cepas fúngicas de emplear los elagitaninos como sustrato y  

seleccionar la cepa a utilizar. 

c) Producción de ácido elágico y de la enzima elagitanasa.  

d) Desarrollo de la metodología para la evaluación de la actividad elagitanasa.  

e) Purificación del extracto enzimático obtenido por CMS e identificación la enzima 

responsable de la degradación de elagitaninos, y  

f) Caracterización físico-química de la enzima responsable de la degradación de 

elagitaninos. 

6.1 Cuantificación de elagitaninos, obtención del material vegetal y 

reducción del tamaño de partícula 

En esta sección se presentan los resultados obtenidos de la cuantificación de 

elagitaninos como equivalentes de ácido elágico en las cinco especies de plantas 

estudiados, así como, el rendimiento del lote de frutos de granada, hasta obtener la 

cáscara de granada en polvo, así como la caracterizacín físico-química de la cáscara.  

6.1.1 Cuantificación de ácido elágico de los materiales vegetales 

La tabla 17 presenta los resultados de la cuantificación de elagitaninos en 

tallos de Jatropha dioica (Sangre de Drago), tallos de Euphorbia antisyphyllitica 

(Candelilla), Hojas de Flourensia cernua Cov. (Hojasén) y cáscara de granada 

(Punica granatum L.), en estado intermedio de maduración y cáscara de frutos 

maduros. En todas las muestras se encontró la presencia de elagitaninos. La cáscara 

de granada mostró una mayor concentración de elagitaninos como equivalentes de 

ácido elágico (33.7mgg
-1

 de cáscara en polvo) con respecto a las demás fuentes 

(Tabla 17). Al respecto, existen reportes sobre la presencia de elagitaninos en 

diferentes especies de Euphorbiaceae, de las cuales Euphorbia acaulis posee un 
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derivado de ácido elágico, sustituido en tres de sus hidroxilos por grupos metilo 

(Birda et al., 1998); también el elagitanino jolkinina fue encontrado en Euphorbia 

Jokinii (Lee et al., 2004). El presente estudio es el primer reporte de cuantificación 

de ácido elágico en Euphorbia antisiphilitica (2.18 mg de ácido elágico por gramo de 

ramas de tallos libres de cera en polvo). Para el resto de los materiales evaluados 

(Jatropha dioica, Flourensia cernua Cov. y Larrea tridentata) éste es el primer 

reporte sobre la presencia de elagitaninos (apéndice B).  

Los resultados encontrados para cáscara de granada concuerdan con los 

reportados por diferentes autores (Seeram et al., 2004; Machado et al., 2002 y 

Akiyama et al., 2001). Estos resultados se discuten más adelante ya que, por contener 

una cantidad considerable de elagitaninos, la cáscara de granada fue seleccionada 

como material vegetal para continuar con el proyecto, sin dejar de lado otras fuentes 

potenciales (Apéndice B). 

 

Tabla 17. Contenido de ácido elágico en diferentes fuentes vegetales. 

Fuente vegetal  Ácido elágico 

(mg g
-1

)
a,b

 Nombre común Nombre científico 

Cáscara de granada Punica grantum estado intermedio 33.79 ± 7.43 

Cáscara de granada Punica granatum madura 12.80 ± 5.83 

Candelilla Euphorbia antisyphyllitica 2.18 ± 0.39 

Gobernadora Larrea tridentata 2.5±0.72 

Hojasén Flourensia cernua 1.59 ± 0.96 

Sangre de Drago Jatropha dioica 0.81 ± 0.43 

a el valor de la media de n número de repeticiones.(n=3) 
 b base seca 

6.1.2 Procesamiento del  materiales vegetal seleccionado 

 Debido a que la cáscara de granada fue el material vegetal con mayor 

contenido de elagitaninos se procedió a evaluar su rendimiento en frutos de granada 

y su caracterización físico-química. 

6.1.2.1 Procesamiento de cáscara de granada (Punica granatum L.) 

El procesamiento de los frutos de granada generó 13 % de cáscara como 

subproducto (Tabla 18). El principal aprovechamiento de este fruto es para la 

producción del jugo concentrado y producto en fresco. La producción mundial de 

granada es de 957,142.86 ton anuales (Iran-daily, 2004). Más del 60 % se 
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industrializa, generando 574,285.7 ton de residuos al año. En México se producen 

3,726.57 ton al año (SIACON, 2006), las cuales generan alrededor de 500.0 ton de 

residuos por año. La cáscara de granada como residuo representa una fuente 

potencial de compuestos bioactivos, en particular de elagitaninos que no son 

aprovechados.  

 

Tabla 18. Rendimiento del procesamiento de frutos de granada. 

Componentes (gKg
-1

) Rendimiento % 

Cáscara 130.7±0.97 13.07 

Semilla 124.2±4.41 12.42 

Humedad  682.1±3.33 68.21 

 

6.1.2.2 Caracterización físico química de la cáscara de granada 

  La caracterización físico-química del polvo de cáscara de granada (análisis 

bromatológico) muestra que es un residuo con buenas características para ser 

utilizado como soporte y sustrato en CMS. En cuanto al contenido de azúcares 

solubles representan el 20 %,  otra fuente de carbono la representan los aceites con 

3.5 % (Tabla 19). Es evidente la baja concentración de nitrógeno, sin embargo, éste 

puede ser adicionado al medio de cultivo para obtener buenos rendimientos de 

biomasa.  No existen reportes en la literatura sobre la caracterización de cáscara de 

granada, por tal motivo no tenemos punto de comparación. 

Robledo-Olivo (2007) llevó a cabo un estudio sobre la capacidad del polvo de 

cáscara de granada para ser empleado como soporte en medio sólido, encontrando 

que tiene un índice de absorción de agua (IAA) de 4.8g por gramo de polvo de 

cáscara de granada, aproximadamente cinco veces su peso original, lo cual permite 

manipular el contenido de agua durante el cultivo en medio sólido.  

Tabla 19. Caracterización físico-química de cáscara de granada. 

Componente Cáscara  (g) 

Humedad 5.5 ± 1.25 

Materia seca 94.45 ± 1.25 
  

Ceniza 3.59 ± 0.08 

Extracto etéreo 3.57 ± 0.38 

Proteína  1.26 ± 0.17 

Fibra cruda 17.75 ± 1.61 

Pectina 10.12±1.83 

Azúcares solubles 20.42 ± 0.62 

Polifenoles totales 9.3 ± .001 

Otros* 28.0±0.5 
* vitaminas, minerales, pigmentos, gomas, mucílago, 

protopectinas, etc. 
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6.1.2.3 Perfil de polifenoles en la cáscara de granada 

Los resultados del perfil de polifenoles se calcularon para un kilogramo de 

material vegetal en polvo (Tabla 20). A partir del 9.3 % de polifenoles totales se 

obtiene el 5.9 % de taninos hidrolizables, de los cuales el 5.3 % son elagitaninos.  

Los resultados son mayores con respecto a lo reportado para polifenoles 

totales de cáscara de granada madura por Robledo-Olivo (2007), quien reportó 6.1 % 

de polifenoles totales. Hyder et al. (2005) reportan 4.6 % para hojas de planta de 

gobernadora en base seca, sin embargo, mencionan que la concentración de 

polifenoles y otros componentes disminuye o se incrementa de acuerdo a las 

condiciones climáticas, estaciones, tipo de suelo, altura sobre el nivel del mar e 

inclusive la invasión de plagas entre otros factores. 

Los resultados del contenido de elagitaninos arrojaron un valor de 53 g por 

Kg de cáscara de granada en polvo, lo que concuerda con lo reportado por Seeram et 

al. (2005) en donde obtienen de 50–52 g de elagitaninos por Kg de cáscara de 

granada. Lo mismo ocurre al comparar con lo reportado para granada en diferentes 

estadios de maduración de (Punica granatum). Ascacio (2007) reporta valores de  

61.1, 83.2, 85.8 gKg
-1

 para granada no madura (verde), estado intermedio (moteada) 

y madura (roja) respectivamente. Los resultados obtenidos en este trabajo son 

superiores a los reportados para elagitaninos de bayas como frambuesas (Rubus 

idaeus) de 0.708 gKg
-1

 (Hakkinen et al., 2000), 0.244 gKg
-1

 (De Ancos et al., 2000), 

3.3 gKg
-1

 (Kaponen et al., 2007). 

Tabla 20. Composición de polifenoles en la cáscara de granada 

Cáscara de granada en polvo 

Componente g % 

Polifenoles totales 93.0±0.11  9.3 
   

Desglose de polifenoles totales 

Taninos condensados
+
 34.0±0.0 3.4 

Taninos hidrolizables 59.0±4.0 5.9 
   

Desglose de taninos hidrolizables 

Galotaninos
+
 6.0±0.0 0.6 

Elagitaninos 53.0±2.1 5.3 
*humedad, azúcares, celulosa, lignina, minerales, proteínas etc. 

+valores calculados. 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten establecer que el polvo 

de cáscara de granada es una excelente fuente de elagitaninos y tiene las 

características para ser empleado como soporte y fuente de sustrato para los estudios 
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de produccion de elagitanasas. Para ello, se procedió a los estudios de selección del 

microorganismo  capaz de producir las enzimas degradadoras de elagitaninos.  

 

6.2 Evaluación de cáscara de granada como sustrato para el 

crecimiento de hongos en CMS 

 La cáscara de granada en polvo y los polifenoles totales de gobernadora 

(Larrea tridentata) fueron evaluados como sustrato para el crecimiento de las cepas 

de Asperguillus niger GH1 y PSH. En esta sección se presentan los resultados de la 

sección preliminar de crecimiento en microcosmos y en placa.  

6.2.1 Estudios de crecimiento en microcosmos 

Los resultados obtenidos en las pruebas preliminares demostraron que las dos 

cepas de A. niger (GH1 y PSH) fueron capaces de crecer en el medio Pontecorvo 

empleando glucosa, ácido tánico y polvo de elagitaninos de cáscara de granada (PG) 

(Figura 6), lo que demuestra que ambas cepas tienen la capacidad de emplear los 

elagitaninos de cáscara de granada como fuente de carbono. En el caso del ácido 

elágico (AE), se observó un bajo crecimiento de ambas cepas con respecto a los 

demás sustratos (Figura 6). Este resultado no era esperado, aunque se ha reportado la 

inhibición de bacterias por el AE (Akiyama et al., 2001; Machado et al., 2002). Por 

el carácter cualitativo de los resultados obtenidos, se decidió evaluar el crecimiento 

de ambas cepas en placa, evaluando el creceimiento a partir de ácido elágico como 

única funete de carbono.    
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Figura 6. Imágenes del crecimiento en microcosmos de las cepas de A. niger GHI (izquierda) y PSH 

(derecha), sobre diferentes fuentes, 1) Sin fuente de carbono (PC/L), 2) glucosa (G), 3) Ácido elágico 

(AE), 4) Ácido tánico (AT) y 5) Elagitaninos de cáscara de granada de PG. 

 

6.2.2 Estudios de crecimiento en placa 

De los diferentes sustratos evaluados por su contenido de elagitaninos para 

determinar el crecimiento de las cepas de Aspergillus níger (PSH y GH1) se obtuvo 

que las dos cepas fueron capaces de crecer en los medios conteniendo ácido tánico, 

polifenoles totales de Larrea (FTL) y elagitaninos de cáscara de granada (Pg), de 

forma similar al control con glucosa, sin embargo, los resultados de crecimiento en 

ácido elágico fue 7 veces menor para GH1 y 11 veces menor para PSH (Figuras 7 y 

8). 

Los resultados concuerdan con los obtenidos previamente por Belmares-

Cerda (2004), quien utilizó L. tridentata para producir la enzima tanasa empleando 

las cepas Aspergillus niger (PSH y GH1) en CMS. Otras cepas como Aspergillus 

niger Aa-20 crecen empleando galotaninos como fuente de carbono en sistemas de 

cultivo sumergido y sólido (Aguilar et al., 2001b).  

 Sin embargo, ninguna de las cepas fue capaz de usar eficientemente el ácido 

elágico como sustrato bajo las condiciones de ensayo, lo anterior pude deberse a las 

1. Control  

2. Glucosa  

3. AE 

4.Ácido tánico  

5. Pg  
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propiedades químicas del ácido elágico por su baja solubilidad en soluciones acuosas 

(Bala et al., 2005); lo que no permite su dispersión homogénea en el medio y sí, un 

precipitado en el fondo de la caja de Petri, por lo que el sustrato no está disponible 

para los microorganismos.  

 

 

 

 

Figura 7. Crecimiento de A. niger PSH en 

diferentes fuentes de carbono.  (◊) Glucosa, (□) 

Ác. elágico, (∆) Ac. tánico, (*) FTL, (○) Pg.  

 Figura 8. Crecimiento de A. niger GH1 en 

diferentes fuentes de carbono.  (◊) Glucosa, (□) 

Ác. elágico, (∆) Ac. tánico, (*) FTL, (○) Pg. 

 

6.2.2.1 Velocidad de crecimiento de las cepas GH1 y PSH sobre diferentes 

sustratos 

 La velocidad de crecimiento de las dos cepas en presencia de glucosa como 

fuente de carbono fue similar (0.593±0.0160 mmh
-1

 PSH y 0.564±0.0100 mmh
-1 

GH1). La velocidad de crecimiento en el medio con ácido tánico fue 0.487±0.0139 

mmh
-1

 (PSH) y 0.435±0.0424 mmh
-1

 (GH1). Para el caso de los elagitaninos se 

obtuvieron para LT 0.385±0.0349 mmh
-1

 (PSH) y 0.574±0.0160 mmh
-1

 (GH1) y para 

PG 0.551±0.1122 mmh
-1

 (PSH) y 0.634±0.0424 mmh
-1

 (GH1). (Tabla 21). Los 

resultados concuerdan con los reportados por Robledo-Olivo (2007), quien empleó 

ambas cepas y observó que crecieron de manera favorable en la cáscara de granada, 

presentando una máxima velocidad de crecimiento de 0.40 mmh
-1

 (GH1) y de 0.41 

mmh
-1

 (PSH). 
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Tabla 21. Velocidades de crecimiento de A. niger GH1 y PSH. 

 

Sustrato 

Aspergillus niger 

Velocidad de crecimiento (mmh
-1

) 

GH1 PSH  

PC/sL* 0.055±0.0138 0.059±0.0008 

PC/L** 0.319±0.0138 0.347±0.0138 

Glucosa 0.593±0.0160 0.564±0.0100 

Ácido tánico 0.487±0.0139 0.435±0.0424 

LT 0.385±0.0349 0.574±0.0160 

PG 0.551±0.1122 0.634±0.0424 

AE 0.087±0.1603 0.050±0.0080 
* PC/sL: Medio Pontecorvo sin extracto de levadura y sin fuente de carbono. 
* *PC/L: Medio Pontecorvo con extracto de levadura y sin fuente de carbono. 

Lt: Polifenoles de gobernadora (Larrea tridentata) 

PG: Elagitaninos de cáscara de granada (Punica granatum) 
AE: Ácido elágico. 

 

 

Con los resultados obtenidos y considerando que no hubo diferencias al 

comparar la capacidad de ambas cepas de crecer sobre elagitaninos, se decidió 

utilizar solo una cepa, se eligió a la cepa GH1.  

 

6.3 Producción de ácido elágico y enzima elagitanasa por cultivo en 

medio sólido 

En esta sección se presentan los resultados de la producción de ácido elágico 

en CMS, utilizando la cáscara de granada como soporte y fuente de sustrato, además, 

se presentan los resultados de producción de la enzima elagitanasa usando el extracto 

de cáscara de granada como sustrato en CMS y espuma de poliuretano como soporte. 

6.3.1 Producción de ácido elágico por cultivo en medio sólido 

Las imágenes de crecimiento durante el cultivo de la cepa de A. niger GH1 a 

partir de  polvo de cáscara de gobernadora se muestra en la figura 9. Se observa que 

a las 48h de cultivo hay presencia considerable de micelio sin esporular. La 

esporulación inicia a las 72 h, probablemente debido a la deficiencia de nitrógeno en 

el medio de cultivo. En la figura 10 se observa que la máxima concentración de 

biomasa se alcanza entre las 96 h y las 120 h; sin mostrar una diferencia estadística 

significativa con el valor obtenido a las 144 h. 
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0 h 24 h 48 h 72 h 

   

 

96 h 120 h 144 h  
Figura 9.  Fotografías de crecimiento de Aspergillus niger GH1 sobre cáscara de 

granada en polvo. 
 

El rápido incremento de micelio en las primeras 24 y 48 h de cultivo, se debe 

al consumo de las fuentes de carbono de fácil asimilación y disposición dentro de la 

matriz vegetal, las cuales en su mayoría son azúcares como glucosa y fructosa 

(Favadi et al., 2005). 
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Figura 10. Curva de crecimiento de Aspergillus niger GH1 sobre cáscara de granada en 

polvo.  

Dentro de las variables medidas durante el cultivo, se encuentran el pH y la 

actividad de agua (Figura 11). La modificación al valor de pH no presentó una 
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variación significativa dentro del tiempo de cultivo, manteniéndose entre 4 y 5 de 

pH. Para la producción de ácido elágico a partir de roble reportan los mismos valores 

que los obtenidos (Huang et al., 2005).  

La actividad de agua presentó una disminución en función del tiempo, 

iniciando con un valor 0.98 el cual, disminuyó hasta un nivel de 0.95 a las 144 h de 

cultivo. Los valores se encuentran dentro del rango de aw (0.95 a 0.99) adecuado para 

el crecimiento de Aspergillus niger (Parra et al., 2004). La actividad de agua es un 

factor limitante para el crecimiento de A. niger en valores menores a 0.92 (Ni y 

Streett, 2005). 
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Figura 11. Curva cinética de pH (□) y actividad de agua (◊) en CMS sobre cáscara de 

granada en polvo por A. niger GH1. 

 

El hongo fue capaz de consumir los azúcares presentes en la matriz compleja 

de la cáscara de granada (Figura 12). El mayor consumo se observó a las 72 h del 

cultivo, a una velocidad de 46.86 mg de azúcares/g de soporte por día, lo que se ve 

reflejado en el crecimiento micelial (Figuras 9 y 10). 
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Figura 12. Cinética de consumo de azúcares totales en CMS por Aspergillus niger 

GH1 sobre cáscara de granada en polvo. 

 

A las 72 h se consume cerca del 85 % del sustrato disponible y se mantiene 

sin cambios significativos hasta el final del CMS. Sin embargo, se observa un ligero 

incremento en la concentración del sustrato, después de las 120 h. Esto puede ser 

atribuido a la degradación de diferentes azúcares poliméricos presentes tales como, la 

pectina, lignina y los azúcares asociados a estos, (ramnosa, arabinosa, ácido 

galacturónico y otros), generando azúcares libres que posteriormente serán con 

consumidos.  

Además, la hidrólisis de los elagitaninos produce la liberación del azúcar de 

la molécula, en el caso de la cáscara de granada punicalagina, sus isómeros y 

derivados como la molécula de [2,3-hexahidroxidifenil-4,6-galagilglucosa], también, 

punicalina [4,6-galagilglucosa], ácido gálagico y glicósidos de ácido elágico 

(hexosidos y pentosidos) (Seeram et al., 2005; Gil et al., 2003; Okuda et al., 1995). 

 

Los elagitaninos de la cáscara de granda en polvo, fueron el sustrato para la 

producción de ácido elágico, el consumo de estos se muestra en la figura 13. 
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Figura 13. Cinética de consumo de elagitaninos en CMS por Aspergillus niger GH1 sobre 

cáscara de granada en polvo. 

 

El contenido de elagitaninos presenta un incremento a las 24 h  de cultivo del 

20 %, y posteriormente decrece considerablemente, para mantenerse dentro de los 80 

y 60 mgg
-1

 de soporte. Este comportamiento posiblemente se deba a la solubilización 

de los compuestos expuestos al medio líquido durante el periodo de incubación, lo 

que no ocurrió con el tiempo cero (control), el cual fue inmediatamente tratado al 

adicionar el medio y no permitió la solubilización adecuada de los elagitaninos. A las 

48 h se consume el 40 % de los polifenoles totales y a las 72 h de cultivo se aprecia 

un ligero incremento manteniendo un comportamiento senoidal hasta las 144 h. Este 

comportamiento se puede deber a la degradación y consumo de polifenoles totales 

(Figura 13). 

 

Durante el experimento se determinó la actividad enzimática tanasa por el 

método de Sharma et al. (2000). El valor máximo de la actividad tanasa fue de 550 

U/L y se obtuvo a las 96 h del cultivo (Figura 14).  Es muy importante mencionar 

que la producción de la enzima tanasa aun no está bien relacionada con la hidrólisis 

de elagitaninos. 
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Figura 14. Curva cinética de producción de tanasa en CMS por Aspergillus niger 

GH1 sobre cáscara de granada en polvo.  

 

 

El cultivo en medio sólido sobre cáscara de granada en polvo utilizando 

Aspergillus niger GH1, generó 10.83 mg de AE/g de soporte, partiendo de los 1.56 

mg de AE libre/g de soporte, para acumular un total de 12.39±4.0 mg de AE/g de 

soporte (Figura 15). En la figura 16 se presenta el cromatograma de la acumulación 

de ácido elágico durante la cinética en CMS. 

La acumulación de ácido elágico supera notablemente los valores reportados 

en la literatura para pomaza de arándano, donde obtienen una acumulación de 0.116 

mgg
-1

 en extractos acuosos adicionando 0.5 g de NH4NO3 y 0.350 mgg
-1

 en extractos 

etanólicos adicionando hidrolizado de proteína de pescado, ambos a los 5 d de 

fermentación con Rhizopus oligosporm (Vattem y Shetty, 2003). Sin embargo, los 

resultados obtenidos están por debajo de los reportados por Huang et al. (2006) 

usando Aspergillus niger SHL 6 y taninos de valonea en medio líquido (160.0 mgg
-

1
). 

La disminución de la concentración del ácido elágico después de las 120 h de 

cultivo, posiblemente se deba a que el ácido elágico forme complejos con otros 

compuestos del soporte e inclusive con las enzimas presentes en el cultivo o bien la 

degradación del ácido elágico en ácido gálico vía enzimática, por las enzimas 

polifenol oxidasa y peroxidasa (Mingshu et al., 2007; Aguilera-Carbo, et al., 2008) 

(Apéndice A). 
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Figura 15. Cinética de acumulación de ácido elágico en CMS por Aspergillus niger GH1 

sobre cáscara de granada en polvo. 

 

 

 

 

 
Figura 16. Cromatograma de la acumulación de ácido elágico en CMS. Línea verde (tiempo 

0), línea roja (24 h), línea café (48 h), línea violeta (72 h), línea negra (96 h), línea amarilla 

(120 h), línea azul (144 h). 
 

 

 

Minutos 
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Los parámetros cinéticos evaluados bajo las condiciones del ensayo, se 

muestran en la tabla 22. Es importante señalar que el rendimiento es de 0.0487 

mgAE por gramo de biomasa. Sin embargo, este valor es bajo con respecto a los 

reportes de la producción AE con otras fuentes como el roble (Huang et al., 2007 y 

2008). Estos valores demuestran que es necesario optimizar el CMS para mejorar la 

producción de AE utilizando la cáscara de granada. 

Tabla 22. Parámetros cinéticos máximos alcanzados en el CMS.  

YX/S 
(mgX/gS) 

qS 
(mgX/gS.h) 

qP 
(mgAE/gX.h) 

P 
(mgAE/gS.día) 

m 
(gS/gXh) 

357.247 298.358 0.487 0.085 0.0341 

 

6.3.2 Cinética de producción del extracto enzimático con actividad elagitanasa y 

de ácido elágico por Aspergillus niger GH1 usando espuma de poliuretano como 

soporte inerte 

A continuación se presentan los resultados de la cinética conducida para obtener 

el extracto enzimático con actividad elagitanasa.  

Durante el cultivo se monitoreó el consumo de azucares totales (Figura 17). 

El sustrato se redujo hasta en un 60 % durante las primeras 36 h y se mantuvo con un 

comportamiento similar al obtenido para la cinética con extracto de polvo de cáscara 

de granada como fuente de carbono. Esto se ve reflejado en la producción de 

biomasa en el cultivo (Figura 18). 
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Figura 17. Consumo de azúcares del extracto de cáscara de granada en CMS. 
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Figura 18. Cinética de producción de biomasa en CMS por Aspergillus niger GH1 empleando 

extracto de cáscara de granada en polvo.  
 

Los resultados del consumo de polifenoles totales de cáscara de granada, 

mustran que éstos disminuyeron hasta un 80 % durante las primeras 24 h del cultivo. 

Sin embargo, es importante notar que el contenido se incrementa nuevamente como 

resultado de la degradación de los taninos presentes, alcanzado una acumulación del 

50 % a las 36 h del cultivo y finalmente disminuye gradualmente hasta alcanzar un 

consumo de 75 % del contenido inicial a las 72 h de cultivo, es decir se consumen 

aproximadamente 14.25 gL
-1

 (Figura 19). El incremento de polifenoles totales se 

puede explicar por la liberación de monofenoles a partir de elagitaninos que 

“incrementan” la concentración reactiva en función de su liberación y acumulación 

en el medio de cultivo; en este tiempo la velocidad de hidrólisis de los polifenoles es 

mayor que la velocidad de consumo de los mismos por el microorganismo. 
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Figura 19. Consumo de polifenoles totales del extracto de cáscara de granada en CMS. 

 
La producción máxima de ácido elágico se obtuvo a las 48 h de cultivo con 

una concentración de 371.97 ± 18.0 mgL
-1

 (Figura 21) a partir del extracto de cáscara 

de granada (Figura 20).  

La mayor concentración de actividad enzimática se obtuvo a las 48 h de 

cultivo con 44.5 ± 1.5 U/L de elagitanasa (Figura 21), el extracto enzimático 

obtenido a este tiempo se empleó para concentrar la proteína y determinar las 

mejores condiciones del ensayo enzimático para  la actividad elagitanasa. 
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Figura 20. Producción de ácido elágico por gramo de cáscara de granada.  



Producción de ácido elágico: Estudios enzimáticos 

Aguilera-Carbó Antonio Francisco, 2009 

Planta Piloto 4, Biotecnología, CBS, UAM-I 

 

65 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (h)

A
c
ti

v
it

d
a
d

 e
la

g
it

a
n

a
s
a
 (

U
/L

)

 

Figura 21. Actividad enzimática elagitanasa en CMS. 

La acumulación de ácido elágico fue 50 %  (5.4 mg/g de cáscara de granada 

en polvo) menor a la obtenida en cultivo en medio sólido empleando el polvo de 

cáscara de granada (ver 6.3.1). Es decir que el empleo del extracto de cáscara de 

granada como fuente de elagitaninos absorbidos en la matriz de poliuretano, no 

favorece la recuperación del ácido elágico, muy probablemente tiene que ver con la 

solubilidad de la molécula y no se descarta la posible formación de complejos entre 

las moleculas de ácido elágico y las moléculas del poliuretano. Asimismo, la 

acumulación de ácido elágico alcanzada en este estudio fue menor a la reportada por 

Huang et al. (2004) quienes emplearon taninos de valonea en un cultivo sumergido y 

quienes al momento son los que han reportado el mayor valor de acumulación del 

ácido por cultivos microbianos. 

A pesar de lo anterior, el extracto obtenido es más fácil de manejar para llevar  

a cabo la purificación de la enzima elagitanasa; por lo que se usó este sistema de 

cultivo para los estudios de obtención de elagitanasa. 

6.3.3 Obtención de la fracción con actividad enzimática elagitanasa 

El extracto enzimático obtenido a las 48 h del cultivo en CMS, se sometió a 

diálisis por 48 h en solución amortiguadora de acetatos pH 5 [25 M]  para eliminar 

moléculas de bajo peso molecular. Después del dializado, se tomaron alícuotas que 

se separaron en una columna G-25 de acuerdo al peso molecular, se obtuvieron 8 
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fracciones. La fracción 2 presentó la mayor actividad elagitanasa; en la figura 22 se 

observa en el eje de las abscisas (x) el número de fracciones obtenidas, en el eje de 

las ordenadas (y) representa el registro de los cambios en el detector a una longitud 

de onda de 280 nm representada en miliunidades de área (mAu) y en el eje primo de 

las ordenadas (y´) representan la actividad enzimática elagitanasa. Si bien las 

unidades de actividad son bajas, se logró concentrar a las enzimas en un fracción de 

tal manera que se obtuvieron 8.0 mL de la fracción, para ser usados en el 

establecimiento de las condiciones de operación del ensayo de evaluación de la 

actividad elagitanasa. 

 

Figura 22. Actividad enzimática elagitanasa de las fracciones obtenidas en la columna G-25 de 

exclusión molecular. 

 

La fracción 2 obtenida con la columna G-25 se sometió a fraccionamiento en 

una columna de intercambio aniónico QXL, en la que se obtuvieron 45 fracciones, 

los resultados obtenidos revelaron que las fracciones 34 y 39 tuvieron actividad 

elagitansa (figura 23), si bien, los resultados aun son bajos, nos permitió la 

purificación de la enzima, lo cual se observa en la figura 24 A y B, donde en el carril 
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F-34 QXL solo se obtuvo una banda de un peso molecular aproximado de 200 kDa, 

también se aprecia en el carril F-2 G-25, 3 tres bandas, una de 200 kDa que coincide 

con la de la fracción 34 de QXL, otra de 80 kDa, que de acuerdo a la literatura 

coincide con una subunidad de la enzima tanasa (Bhardwaj et al., 2003), la cual no se 

aprecia en el carril de la fracción 34 de QXL y una más de 30 kDa, de la cual, no se 

tiene referencia sobre enzimas de bajo peso molecular con actividad degradadora de 

taninos, o bien puede ser un fragmento de las antes mencionadas. 
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Figura 23. Actividad enzimática de las fracciones obtenidas en la columna QXL. (---); (barras en 

gris) la actividad enzimática de las fracciones. 
 

A B 

  

Figura 24. Geles de poliacrilamida SDS de las fracciones de obtenidas en FPLC. A) Representación de las 

bandas obtenidas, B) Fotografía del gel. 

MM. Marcador molecular 

F-2 G25. Fracción No. 2, obtenida con una columna de exclusión molecular. 

F-34 QXL. Fracción No. 34, obtenida con una columna de intercambio aniónico. 
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6.4 Desarrollo de la metodología para la evaluación de la actividad elagitanasa 

Inicialmente se modificó el método para determinación de la actividad tanasa 

propuesto por Beverini y Metche en 1990 y reportado por Aguilar y colaboradores 

(2001a). Para evaluar la actividad enzimática elagitanasa se cambió el sustrato y el 

tiempo de reacción.  En la primera modificación del método se emplearon las 

siguientes condiciones: temperatura 30°C, pH 5.0 y tiempo de reacción de 120 min, 

bajo estas condiciones y usando el equipo de HPLC para monitorear el producto de 

la reacción, de esta manera se evaluó la actividad enzimática en las figuras, 21, 22 y 

23. 

Sin embargo, fue necesario establecer las mejores condiciones para la 

evaluación de la actividad enzimática elagitanasa,  en primer término se evaluó el 

efecto de la concentración molar de ácido clorhídrico para detener la reacción y aun 

más importante, que la solución empleada no degrade al sustrato. Los resultados se 

observan el la figura 25, se aprecia que no existe diferencia significativa entre el 

control y las concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 M, sin embargo, la concentración 2.0 M 

exhibe un ligero incremento no es significativo comparado con el control. Debido  a 

los resultados obtenidos de decidió emplear la concentración de 1.5 M, ya que no 

muestra un efecto hidrolítico sobre el sustrato. 
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Figura 25. Efecto de la concentración de ácido clorhídrico sobre el sustrato empleado para 

determinar la actividad elagitanasa.  
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En cuanto al efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad 

enzimática (Figura 26), se aprecia que utilizando una concentración de 1 mgmL
-1

 se 

obtiene una actividad mayor que con las demás concentraciones evaluadas, esto 

puede deberse a una inhibición por sustrato o por producto. Otro aspecto importante 

es la capacidad de acomplejamiento del producto con las proteínas en sitios 

diferentes al catalítico modificando la conformación de la misma, el acidó elágico se 

caracteriza por reaccionar con los grupos prolina de las proteínas (Edelmann, et al., 

2002). 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

0 1.8 3.6 5.4 7.2

Tiempo (min)

A
c

id
o

 e
lá

g
ic

o
 (


g
/L

)

 

Figura 26. Efecto de la concentración inicial de elagitaninos sobre la actividad elagitanasa. 1 (o), 2 

(◊), 3 (∆), 4 (x) y 5 (*) mgmL
-1

. 

 

La máxima actividad enzimática con respecto a la concentración de sustrato se 

muestra en la figura 27, al igual que en la figura 26, se observa que la concentración 

de 2.0 mgmL
-1

, no sigue un patrón similar a los sustratos de mayor concentración, sin 

embargo, la tendencia es a la disminución de la actividad enzimática. 
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Figura 27. Actividad enzimática de punto máximo evaluado a diferentes concentraciones de sustrato.  

 

 El comportamiento observado en el estudio cinético reveló que la  

concentración de 1.0 mgmL
-1

 de sustrato a un tiempo de 7 min, se obtuvo la mayor 

expresión de la enzima, el patrón de incremento de la actividad en función del 

tiempo, permitieron realizar un ensayo singular para evidenciar la tendencia de 

actividad a mayor tiempo de reacción y obtener el mejor tiempo para evaluar la 

actividad elagitanasa, estos resultados se muestran en la figura 28, se observa un 

incremento gradual en función del tiempo durante los primeros minutos, 

obteniéndose la máxima actividad a los 7.5 minutos de reacción y disminuyendo al 

50 % en el siguiente tiempo evaluado. La figura 28 concuerda con los valores bajos 

obtenidos en la primera modificación para el tiempo de 120 min. 
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Figura 28. Evaluación de la actividad elagitanasa en función del tiempo.  

 

En la tabla 24 se muestran las modificaciones de la metodología de Beverini y 

Metche (1990), la primera modificación y las mejores condiciones obtenidas en este 

ensayo. 

 

6.5 Caracterización físico-química de la enzima elagitanasa 

En la figura 29 se presenta la gráfica correspondiente a la actividad 

enzimática determinada a diferentes valores de pH, como se puede apreciar, a 

medida que se incrementa el pH de la solución de reacción, se experimenta un 

incremento en la actividad elagitanasa, con un máximo a pH de 5.0, a pH´s mayores 

la actividad disminuye. Existen reportes donde se hace referencia a algunas enzimas 

producidas por este microorganismo como la tanasa, donde los valores de pH donde 

se presenta la máxima actividad son en un rango de 5.0 a 6.0 (Albertse, 2002). Huang 

et al. (2005) reporta que la máxima producción de ácido elágico empleando 

Aspergillus niger se obtiene a pH entre 4 y 5. 

La disminución en la actividad a medida que se incrementa el pH está 

relacionada con la conformación de la enzima y la modificación de enlaces, y por 

ende de los sitios catalíticos. Además debido a la naturaleza protéica, el pH de la 
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solución tiene efecto sobre la solubilidad de la enzima, sin embargo, cuando se llega 

a su punto isoeléctrico provoca la precipitación de la misma.  
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Figura 29. Actividad enzimática bajo diferentes valores de pH  

 

 

En cuanto al efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática 

elagitanasa, mostró tener un efecto significativo, los resultados revelan que a mayor 

temperatura se incrementa la actividad enzimática. A de 60 °C se observó la máxima 

actividad, obteniéndose hasta casi 10 veces más actividad elagitanasa con respecto a 

la temperatura de 20 °C. 

La forma en que la temperatura influye sobre la actividad enzimática es 

promoviendo una mayor número de colisiones entre la enzima y el sustrato, al igual 

que el pH, cuando se llega a cierta temperatura se presenta la inhibición de la enzima. 
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Figura 30. Actividad enzimática evaluada a diferentes temperaturas 

 

 Una vez que se obtuvo el extracto enzimático por prensado del material 

fermentado y como solución extractora amortiguadora de citratos 50mM pH 5.0, se 

recolectaron 1950 mL de extracto enzimático crudo, después de ser sometido a 

diálisis en membrana de celulosa, se tomó una fracción de 1000 mL y se concentró 

por UF, a partir de este paso se obtuvieron 43.5 mL de extracto. Posteriormente se 

realizó una cromatografía de filtración en gel colectándose 8 ml y finalmente una 

cromatografía de intercambio iónico usando una columna QXL con un 

intercambiador cagado positivamente y se obtuvieron 6.0 mL por fracción colectada. 

 

Tabla 23. Comparativo de las condiciones del ensayo enzimático original, las modificaciones realizadas 

y las mejores condiciones encontradas. 

Condiciones Aguilar, C., (2001a) Modificación 1 Mejores condiciones 

pH 5.5 5.0 5.0 

Temperatura (°C) 30 30 60 

Sustrato Ácido tánico Elagitaninos Elagitaninos 

Tiempo de reacción 

(minutos) 

30 120 10 

Solución para detener la 

reacción 

HCl 2 M HCl 2M HCl 1.5 M 

Solución amortiguadora Acetatos (50 mM) Citratos (50 mM) Citratos (50 mM) 
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En cuanto a los parámetros de purificación se observó una actividad 

específica elagitanasa del extracto enzimático crudo de 65.03 U/mg, con el paso de 

concentración por ultrafiltración se incrementó la actividad hasta 104.62 U/mg, en 

ciertas ocasiones la etapa de ultrafiltración además de servir como paso de 

concentración de la proteína de interés, sirve como paso de purificación, debido a la 

remoción de compuestos contaminantes. En este caso el factor de purificación se 

incrementó a 1.60, esto debido a que la membrana que se utilizó en el aparato de UF 

fue de 30 kDa favoreciendo con ello la eliminación de proteínas de bajos pesos 

moleculares y péptidos. 

En la siguiente etapa utilizando la columna de filtración en gel G 25, la 

actividad específica y el factor de purificación disminuyen teniendo valores de 

4.77U/mg y 0.0734 respectivamente. 

Esta disminución está relacionada con la concentración de proteína que debe 

de contener el extracto para hacerlo pasar a través de esta columna, ya que se 

recomienda que el extracto tenga una concentración máxima de 70 mgmL
-1

, para 

evitar los problemas relacionados con la viscosidad de la solución y con ello tener 

una separación eficiente. 

 

Finalmente con la columna de intercambio iónico QXL se logró tener una 

actividad específica de 457.56 U/mg y un factor de purificación de 7.03, 

desafortunadamente no existen reportes de literatura con los cuales hacer una 

comparación con los resultados obtenidos en el presente trabajo, lo cual es por 

principio interesante como aportación al conocimiento científico. El resto de los 

parámetros de purificación se presentan en la tabla 24. 

Tabla 24. Purificación de la elagitanasa 

Fracción Volumen 

(mL) 

Proteína 

(mg/mL) 

Proteína 

total 

(mg) 

Actividad 

(U/mL) 

Recuperación 

(%) 

Actividad 

específica 

(U/mg) 

Factor de 

purificación 

Actividad 

total 

(U) 

EE 

Crudo 

1000 0.26 260 16.91 100 65.03 1 16910 

UF 43.5 1.00 43.67 105.04 27.020 104.629 1.608 4569.248 

G 25 8 0.190 1.523 0.91 0.143 4.779 0.073 7.28 

QXL 6 0.0133 0.080 6.117 0.217 457.566 7.035 36.702 
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Finalmente, se muestra el gel de poliacrilamida con las bandas de la fracción 

2 de la columna G25 y la banda de la fracción 39 de la columna QXL, (Figura 31), 

en donde se evidencia la purificación de la enzima, en la fracción 2 de G-25 se 

aprecian 2 bandas  una de 120 kDa  y otra de 200 kDa y finalmente en la fracción 39 

de QXL con una sola banda correspondiente a la enzima elagitanasa. 

 

 

Figura 31. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de las fracciones obtenidas en las etapas de 

purificación. 
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7. Conclusiones 

 

7.1 Conclusión general 
 

Se caracterizó la enzima elagitanasa, la cual, tiene un peso molecular de 200 

kDa, mayor actividad a pH 5.0 y 60°C, empleando una concentración de sustrato de 

1.0 mgmL
-1

. La enzima se produjo por Aspergillus niger GH1 en cultivo en medio 

sólido empleando como sustrato extracto de cáscara de granada y espuma de 

poliuretano como soporte sólido. 

 

7.2 Conclusiones particulares 

 La cáscara de granada fue el material vegetal con mayor concentración de 

elagitaninos (5.3 %) de un total de cinco especies evaluadas. 

 Se evidenció que especies vegetales del Desierto Chihuahuense contienen 

elagitaninos y son fuentes potenciales de estos fítoquímicos. 

 Las cepas de Aspergillus niger GH1 y PSH crecieron en un medio rico en 

elagitaninos. 

 Se determinó la actividad elagitanasa modificando el método reportado por 

Beverini y Metche (1990), empleando cromatografía líquida.  

 Se produjo y caracterizó parcialmente la enzima elagitanasa. 

 Se desarrolló un protocolo de purificación de la enzima elagitanasa logrando 

obtener un  factor de purificación de 7.0. 
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8. Contribuciones científicas 

 

8.1 Participación en congresos nacionales e internacionales 

“XI Congreso Nacional de Biotecnología y Bioingeniería” y “VII Congreso Latinoamericano de 

Biotecnología y Bioingeniería”. Capacidad de crecimiento de Aspergillus niger GH1 y PSH en 

diferentes sustratos ricos en elagitaninos y ácido elágico. Mérida, Yucatán, México. 18-23 de 

septiembre del 2005. 

 

“5
th

 International Congress on Food Technology”. Ellagic acid production by solid state culture 

using a Punica granatum husk aqueous extract as culture broth.  

Aguilera-Carbo AF, Hernández-Rivera JS, Prado-Barragán LA, Augur C, Favela-Torres E and 

Aguilar CN. March 9-11, Thessaloniki, Greece, 2007. 

 

“5
th

 International Congress on Food Technology”. Method for ellagic acid quantification in novel 

sources of this natural antioxidant. 

Aguilera-Carbo AF, Robledo-Olivo A, Augur C, Prado-Barragán LA, Favela-Torres E and Aguilar 

CN. March 9-11, Thessaloniki, Greece, 2007.  

  

“Power of Microbes in Industry and Environment”. Ellagic acid Production by Aspergillus niger 

GH1 in solid state culture.  
Aguilera-Carbó A., Hernández-Rivera J.S., Augur C.,Prado-Barragán A., Aguilar C.N., and Favela-

Torres E. September 19-22, Zadar, Croatia, 2007. 

 

8.2 Artículos en revistas internacionales 

Aguilera-Carbo AF, Augur C, Prado-Barragan LA, Favela-Torres E and Aguilar CN (2008). 

Microbial production of ellagic acid and biodegradation of ellagitannins. Applied Microbiology and 

Biotechnology.  78(2): 189-199. DOI: 10.1007/s00253-007-1276-2. 

 

Antonio F. Aguilera-Carbo, Christopher Augur, Lilia A. Prado-Barragan,  Cristóbal N. Aguilar, 

Ernesto Favela-Torres. (2008). Extraction and analysis of ellagic acid from novel complex sources. 

Chemical papers. 62(4) 440-444. 

 

Antonio Aguilera-Carbo, Juan S. Hernández, Christopher Augur, Lilia A. Prado-Barragan, Ernesto 

Favela-Torres, Cristóbal N. Aguilar (2008). Ellagic Acid Production from Biodegradation of Creosote 

Bush Ellagitannins by Aspergillus niger in Solid State Culture. Food Bioprocess Technol. DOI 

10.1007/s11947-008-0063-0. 
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9. Perspectivas 

 

 

La presente investigación establece un precedente en el área de investigación 

de elagitaninos, esto nos permite revelar una serie de perspectivas en el tema, las 

cuales se enumeran a continuación: 

1. Caracterización completa de la enzima elagitanasa, que incluya, especificidad por 

diferentes sustratos, efecto de cofactores, ausencia de oxígeno y otros. 

2. Caracterización aminoacídica de la enzima elagitanasa, conocer su conformación y 

evidenciar los sitios catalíticos. 

3. Determinar las mejores condiciones de producción de la enzima elagitanasa 

empleando el sistema de cultivo en medio sólido. 

4. En cuanto al ácido elágico se pueden dirigir diferentes líneas de investigación: a) 

Escalar la producción de ácido elágico, b) Hacer más eficiente la recuperación del 

ácido elágico, c) diversificar y evidenciar las aplicaciones del ácido elágico, al área 

farmacéutica, cosmética, alimentos y agronómica. 

5. Promover la investigación en el área agrícola para mejorar e incrementar la 

producción de granada en México. 

6. Desarrollar tecnología para el cultivo de plantas del semidesierto para obtener 

compuestos bioactivos, recordemos que se debe hacer el empleo racional y 

sustentable de los recursos naturales, esta premisa debe estar en primer plano para 

aprovechar de manera integral dichas especies.  
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Abstract In the last years, tannin biodegradation has been
the subject of a lot of studies due to its commercial
importance and scientific relevance. Tannins are molecules
of low biodegradation and represent the main chemical
group of natural anti-microbials occurring in the plants.
Among the different kinds of tannins, ellagitannins repre-
sent the group less studied manly due to their diversity and
chemical complexity. The general outline of this work
includes information on tannins, their classification and
properties, biodegradation, ellagic acid production, and
potential applications. In addition, it describes molecular,
catalytic, and functional information. Special attention has
been focused on the biodegradation of ellagitannins
describing the possible role of microbial enzymes in the
production of ellagic acid.

Keywords Ellagitannins . Ellagic acid . Biodegradation

Introduction

Tannins are natural compounds widely distributed in the
plant kingdom. These compounds are present in roots,
leaves, fruits and seeds. The function of tannins is the
defense system of plants against microbial and animal
attacks due to their astringent capacity and the ability to
form complexes with proteins and polysaccharides (Swain
and Bate-Smith 1962). Tannins are a complex family of
polyphenolic compounds, water-soluble, with molecular
weights between 500 and 3,000 Da (Lekha and Lonsane
1997). However, these molecular weight values change
when they are polymerized to form condensed or hydro-
lysable tannins reaching values close to 40,000 Da (Spencer
et al. 1988; Khanbabaee and van Ree 2001). Tannins are
secondary metabolites of plants (Bhat et al. 1998). It is
generally accepted that considering their sugar content,
polymerization and esterification degrees they are divided
in three groups: condensed tannins, hydrolysable tannins
and complex tannins. However, recently a further break-
down into four groups was proposed: condensed tann-
ins, complex tannins, gallotannins, and ellagitannins
(Khanbabaee and van Ree 2001).

Condensed tannins are polymers of flavan-3 ol or flavan-
3,4-diol that do not contain sugar residues (Lekha and
Lonsane 1997). They are known as polymeric proanthocia-
nidins and leucoanthocyanidins based on flavan units,
mainly catechin or epicatechin. A typical condensed tannin
can be represented by the dimmer of proanthocyanidins
linked to flavan units. To date, condensed tannins of high
molecular weight have not been recovered and purified.
Oligomers and polymers of low molecular weight have
however been characterized. Their carbon–carbon linkages
are not susceptible to formation of news linkages after their
hydrolysis (Garro et al. 1997).
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Complex tannins are those compounds resulting from
the linking of catechins or epicatechins with gallic or
ellagic acids due to reactions catalyzed by light, heat, and
oxygen. A typical mixed tannin is catechin gallate,
containing hydrolysable and condensed moieties.

Gallotannins are hydrolysable tannins formed from
galloyl units linked to a glucosidic core (Khanbabaee and
van Ree 2001). Gallotannins are polyphenols susceptible to
hydrolysis by enzymes (tannase activity), acids or alkalis
(Huang et al. 2005). A typical gallotannin is tannic acid,
molecule formed by a central glucose moiety and five
(pantagalloyl glucose) to nine (nanogalloyl glucose) galloyl
residues (Belmares-Cerda et al. 2004). It is important to
note that to be considered as hydrolysable, a tannin
molecule must have at least three galloyl radicals esterified
with a polyol (Sánchez-Alvarado 2001).

Ellagitannins contain a group hexahydroxydyphenic
acid (HHDP), which after hydrolysis is dehydrated
followed by spontaneous lactonization forming ellagic
acid (Fig. 1). Monophenols derived from tannins are an
important group of molecules with interesting biological
activities, among which are gallic, ellagic, quinic, caffeic,
and ferulic acids.

Physiological properties of tannins

Tannins are located in vacuoles of intact plant cells, and are
released upon attack by diverse microorganisms, including
viruses, bacteria, and fungi, thereby avoiding potential
infection of plant tissues (Field and Lettinga 1992a; Silva
et al. 1997). In addition, the astringent properties of tannins

stop the infestation of insects (Goldstein and Swain 1965).
In addition, tannins offer protection against ruminants due
to the formation of complexes between plant tannins and
animal proteins such as hydroxyproline-rich proteins.
Formation of such complexes results in a bitter and
disagreeable sensation which deters potential predators
(Edelmann and Lendi 2002). Molecules present in the
plants that are susceptible to microbial degradation, such as
proteins and polysaccharides, have evolved to become
highly resistant to such degradation when linked to tannins
(Betnoit et al. 1968; Aguilar and Gutierrez-Sanchez 2001).

Tannins act as growth inhibitors towards many micro-
organisms including bacteria, yeasts, and fungi. They are
therefore recalcitrant to enzyme degradation by most
microorganisms (Field and Lettinga 1992b; Silva et al.
1997). Condensed tannins are more resistant to microbial
attack than hydrolysable tannins and are more toxic for
foodborne pathogens (Aguilera-Carbo et al. 2005). Scalbert
(1991) reported that tannins retard the decomposition of
solid organic material through inhibition of degrading
enzymes of attacking microorganisms. When tannins are
complexed with microbial proteins or polysaccharides, the
interactions formed are often irreversible, and this charac-
teristic confers bactericide and bacteriostatic properties.
However, some microorganisms tolerate the presence of
tannins and/or use these compounds as carbon source
(Knudson 1913; Deschamps et al. 1983; Field and Lettinga
1992b; Cruz-Hernández et al. 2005, 2006). That ability is
generated by the production of a tannin-degrading enzyme
or tannase, produced mainly by microorganisms of the
genus Aspergillus and Penicillium (Belmares-Cerda et al.
2004; Aguilar et al. 2007a, b).
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Ellagitannins biosynthesis

The compound widely accepted as the major precursor of
ellagitannins in plants is 1,2,3,4,6,-penta-O-galloyl-b-D-
glucose (PPG), (Niemetz et al. 2001). The metabolic
pathway for production of these compounds has been
elucidated. The oxidation of PGG is carried out enzymat-
ically by a polyphenoloxydase (laccase) catalyzing the
formation of hexahydroxydiphenic acid (HHDP) in situ
(Niemetz and Gross 2003, 2005).

Enzyme studies have shown that the biosynthesis of
1,2,3,4,6-pentagalloyl-β-d-glucose, the common and
immediate precursor of the two sub-classes of hydro-
lyzable tannins (gallotannins and ellagitannins), involves
a series of highly position-specific galloyltransferase
reactions which depend on β-glucogallin (1-O-galloyl-
β-d-glucose) as principal acyl donor. This mechanism
applies also to the subsequent addition of galloyl groups
to pentagalloylglucose, yielding complex gallotannins
characterized by meta-digalloyl residues (Hoffmann and
Gross 1990).

Studies with cell-free extracts from sumac (Rhus
typhina) leaves revealed the existence of several isoen-
zymes that catalyzed the in vitro acylation of pentagalloyl-
glucose. Among these, three galloyltransferases (A, B, and
C) were isolated and separated according to their different
molecular weights. Galloyltransferase C has been purified
to apparent homogeneity and consisted of four identical
subunits converting pentagalloylglucose to the gallotannins
and ellagitannins (Niemetz and Gross 2003). Galloyltrans-
ferases A and B were found to preferentially form
polygalloylglucoses. It is thus evident that galloyltrans-
ferases A and B promote substitution at positions 2 and 4 of
the pentagalloylglucose core, while transferase C is specific
for the acylation of position 3.

Ellagitannins and ellagic acid

Ellagitannins and ellagic acid have been studied mainly for
their positive effect on human health and for their
physiological properties such as anti-tumoural (Feldman
et al. 1999; Ito et al. 1999; Wang et al. 1999; Talcott et al.
2003), anti-peroxidating (Okuda et al. 1993), anti-viral
(Uchiumi et al. 2003; Ruibal et al. 2003; Notka et al. 2004),
anti-oxidant (Tan et al. 1991; Da Porto et al. 2000; Gil et al.
2000; Anderson et al. 2001; Vattem and Shetty 2003;
Fukuda et al. 2003; Olsson et al. 2004), anti-foodborn
pathogens (Aguilera-Carbo et al. 2005), and the anti-
mutagenic (Tatsuo et al. 1999) activities. Furthermore,
ellagitannins are considered as activators of glucose
transport (Hayashi et al. 2002), and chelating agents of
metals. Industrially, ellagitannins and ellagic acid are used

in creams, eau de toilette and other cosmetic products
which have a clearing effect of the skin (Patent CPE:
88109207.6). However, in the food industry these com-
pounds have not been approached.

Ellagitannins can be classified according to the number
of HHDP groups present in the molecule (Quideau and
Feldman 1996) as well as the different monomeric
structures that then make up the oligomers and polymers
(Fig. 2).

Ellagic acid is a dilactone of the hexahydroxyde-
phenic acid with a molecular weight of 338.2 g/mol. It
is highly thermostable due to the four rings of the
molecule (Fig. 1), which represent lipophilic dominance,
and the four phenolic groups and the two lactones rep-
resenting the hydrophilic zone (Bala et al. 2006). These
properties of ellagic acid result in high water insolubility.
However, it is soluble in acidified methanol (Lei 2002),
ethanol (Shi et al. 2005), and dimethyl sulfoxide (Bala
et al. 2006).

Monomeric ellagitannins are comprised of a sole
HHDP group linked to a glucosidic core. Carbon–carbon
oxidative linkage between galloyl groups generates
HHDP transforming PGG into a monomeric ellagitannin
(Haslam and Cai 1994). Generally, the linked carbons in
the galloyl groups are in positions C2–C3, and C4–C6 of
the glucose molecule. Furthemore, the linked carbons can
correspond to carbons presents in galloyl radicals located
in C1–C6, C3–C6 and C2–C4 of the glucose core. These
different bonding capacities confer structural complexity
to monomeric ellagitannins. In addition, complexity
reaches higher levels of galloylation and stereochemistry
of the HHDP groups (Haslam and Cai 1994; Quideau and
Feldman 1997; Lei 2002). Notable ellagitannins present in
plants are 4,6-HHDP and 2,3-HHDP. Typical 4,6-HHDP
monomeric ellagitannins are the tellimagradin II, Strictin,
and Tellimagradin I (Fig. 2); typical 2,3-HHDP mono-
meric ellagitannins are the pterocaryanin C, sanguine H5
and H4, Mixtures of 4,6-HHDP and 2,3-HHDP ellagitan-
nins are casuarictin, potentillin, and pedunculagin (Lei
2002). Other significant groups of monomeric ellagitan-
nins are formed by acyclic aromatic glucosides repre-
sented by vascalagin and castalagin, which are
characterized by the presence of a flavogalloyl group with
three linked galloyl groups (Quinn and Singleton 1985;
Virot et al. 1994).

Monomeric ellagitannins can polymerized to form
oligomeric and polymeric ellagitannins. Polymerization is
the result of the oxidative linkage C–O between galloyl
groups and HHDP with galloyl groups (Quideau and
Feldman 1996; Zhang et al. 2001). Typical oligomeric
ellagitannins are vascalagin and/or castalagin: roburin A
and Roburin D (Quideau and Feldman 1996, 1997; Zhang
et al. 2001; Lei 2002).
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Sources of ellagitannins

There are more than 500 different reported structures of
ellagitannins (Feldman et al. 1999). Table 1 presents some
typical ellagitannins and their natural sources. Shrubby
trees are excellent sources of ellagitannins. El-Toumy et al.
(2001) have reported several ellagitannins obtained and
characterized from Punica granatum among which are:
ellagic acid-4-o-α-L-rhamnopyranose, 6-o-galloyl-(α/β)-D-
glucopyranose, 6-o-galloyl-2,3-S-hexahydroxyphenoyl-(α/
β)-D-glucopyranose, coralagin, 3,3′/-di-o-methyl ellagic
acid, 3′/-o-methyl-3,4-methylendioxy ellagic acid. El-
Toumy and Rauwald (2002) reported the punicacortein D,
punicalin, punicalagin, 2-O-galloylpunicalin and two new
ellagitannins, diellagic acid rhamnosyl (1–4) glucopyranose
and 5-galloylpunicacortein D.

Ellagitannins and ellagic acid are consumed constantly
in fruit, seeds, and in the foods or beverages based on fruit

juices and jams, etc. (Clifford and Scalbert 2000). High
contents of ellagitannins and ellagic acid have been
reported in strawberry, cranberry, blueberry, and blackberry
(Constantin 1997; Kähkönen et al. 2001; Lei et al. 2001;
Mullen et al. 2002; Wada and Ou 2002; Vattem and Shetty
2003; Määttä-Riihinen et al. 2004; Kaponen et al. 2007). In
addition, their presence has been reported in pecans, nuts,
some roots, and pomegranates (Table 2).

Extraction, characterization, and quantification

It is important to apply the best techniques for extraction of
ellagitannins and ellagic acid. The key step of the extraction
process is the selection of the solvents and their mixtures.
Better results have been found using methanol/water or
acetone/water. Lei (2002) reported a comparison of those
mixtures and concluded that the mixture of acetone/water in
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a 7:3 ratio was the best condition where the highest yields
were reached. It is important to use a temperature of 60°C
and avoid light during the extraction process with constant
agitation. The amount of dried sample recommended is a
gram per 10 ml of solvent.

After 12 or 24 h of extraction, samples should be filtered
to remove contaminants such as fibers, pigments, and other
compounds. S and then solvent is then removed by
evaporation. The obtained aqueous extract is frozen and
lyophilized to produce the dry sample, which is considered
as total polyphenols. From this sample fractionation of
different tannins is carried out depending on the techniques
and equipment available. For this reason, it is important to
review the methods to quantify ellagitannins.

First methodologies used for ellagitannin quantification
were based on the capacity of tannins to form complexes
with proteins; however, these methods are very unspecific.
Spectrophotometric assays were developed generally using
as the key reactants potassium iodate, pyridine, sodium
nitrate, and methanolysis (Wilson and Hagerman 1990; Lei
et al. 2001; Hartzfel et al. 2002).

Chromatographic methods used to quantify ellagitan-
nins and ellagic acid include high performance liquid
chromatography (HPLC) thin layer chromatography
(TLC) and electrophoresis chromatography (EC). The
last one shows low reproducibility. However, it is easy to

Table 1 Sources of main ellagitannins

Ellagitannins Fuente vegetal References

Vascalagin, castalgin and valonea Quercus sp. Lei et al. 2001,
Huang et al. 2005

Nobotanins G, K, P,Q, R,S and T; brediatin B, nobotanin A, B, F, β-glucogallin,
pedunculagin,, 4-6-(S)-HHDP-glucopyranose, malabathrin D, pterocaryanin C, (1,4,6-
O-trigaloyl-2,3-O-HHDP-β-D-glucose), Casuarictin (1-O-galloyl-2,3/4,6-O-bisHHDP-
β-D-glucose)

Monochaetum multiflorum Isaza et al. 2004

Nobotanins O and P, Stachyurin, Casuarinin, Madinillin B, Nobotanins A, B, D, F, G, J
and M, Pedunculagin, Causarictin

Tibouchina multiflora Yoshida et al. 1999

Thonningianins A and B Thonningia sanguinea Ohtani et al. 2000,
Mullen et al. 2003

Ellagic acid -4-arabinose, Sanguiin H-6, Sanguiin H-10, Lambertianin C, ellagic acid-4-
acethylxylosa, ellagic acid-4-acethylarabinose

Rubus sp.

Jolkinnin, Geraniin, Corilagin, Carpinusin, Putranjivain, Helioscopinin B,
Helioscopinin A

Euphorbia jolkinii Lee et al. 2004, Chen
et al. 1999,

Cuphiins D1 and D2, Woodfordin C, Miryccitrin, Tellimagrandin II, Oenothein B Cuphea hyssopifolia Zhang et al. 2001
Phyllanemblinins A, B and F, Corilagin, 1-(β),2,3,6-tetra-O-galloylglucose, Chebulanin,
chebulagic acid, Elaeo-carpusin, punicafolin, tercatain, mallonin, Putranjivain A

Phyllanthus emblica

Ellagic acid 4-O-α-l-rhamnopyranose, 6-O-galoil-(α/β)-d-glucopyranose, 6-O-galoyl-
2,3-S-haxahydroxyphenoyl-(α/β)-d-glucopyranose, coralagin, 3,3′/-di-O-methyl
ellagic acid, 3′/-O-methyl-3,4-methylendioxy ellagic acid. punicacortein D, punicalin,
punicalagin, 2-O-galloylpunicalin, diellagic acid rhamnosyl (1–4) glucopyranose y 5-
galloylpunicacortein D

Punica granatum El-Toumy et al. 2001,
El-Toumy and
Rauwald 2002,
Machado et al.
2001, Seeram et al.
2005

The key biosynthesis way is the 1,2,3,4,6,-penta-O-galloyl-β-D-glucose formation.

Table 2 Ellagitannins-rich plants of economical importance used as
foods

Family Latín name Common name

Anacardiaceae Anacardium occidentale Cashew
Pistacio vera Pistachio nut
Mangifera indica Mango

Betulaceae Corylus avellana Hazelnut
Ebenaceae Diospyros kaki Persimmon
Fagaceae Castanea sativa Chestnut
Juglandaceae Juglans regia Nut
Myrtaceae Psidium guajava Guava tree

Eugenia caryophyllata Clove
Pimenta officinalis Green pepper

Punicaseae Punica granatum Pomegranate
Rosaceae Prunus domestica Plum

Prunus armeniaca apricot
Prunus persica Peach
Prunus avium Wild cherry
Fragaria spp Strawberry
Rubus idaeus Raspberry
Rubus fruticosus Blacberry bush
Ribes nigrum Blackcurrant
Ribes rubrum Redcurrant
Ribes grossularia Wild currant

Theaceae Camelia sinenis Te
Vitaceae Vitis vinifera Grape

Vitis rotundifolia wine grape (moscatel)

Source: Clifford and Scalbert (2000)
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carry out and enables purification of ellagitannins
(Ferreres et al. 1994; Andrade et al. 1997). In the case
of TLC, it has not been considered a quantification tech-
niques. Nevertheless, the presence or absence of some par-
ticular compounds can be carried out (Lei 2002; Machado
et al. 2002).

HPLC is the most adequate (but most expensive) tool for
separation and quantification of ellagitannins. Several
methodologies have been reported (Okuda et al. 1986;
Scalbert et al. 1990; Bianco et al. 1998; Häkkinen et al.
1998; Doussot et al. 2000; Lei et al. 2001; Lee and Talcott
2002). Exact and meticulous HPLC analysis has a critical
point and several advantages. It is important to consider the
kind or sample, its nature and solubility. Most techniques
have focused on the run conditions on HPLC with
deficiencies in the extraction conditions and on sample
pre-treatment.

The best way to define the qualitative composition of
ellagitannins is using mass spectrophotometry (MSn;
Mullen et al. 2003; Määttä et al. 2003) and nuclear
magnetic resonance (NMR; Lee and Talcott 2005), tools
which have given most of the detailed insight on ellagi-
tannins reported until today.

Biodegradation of ellagitannins and ellagic acid
production

Nowadays, numerous studies have been carried out on
gallotannin biodegradation and have gained great success
in further utilization (Bhat et al. 1998). Some of the
industrial applications of these findings are in the produc-
tion of tannase, the biotransformation of tannic acid to
gallic acid or pyrogallol, and detannification of food and

fodder. Although ellagitannins have the typical C–C bound,
which is more difficult to degrade than gallotannins,
concerted efforts are still in progress to improve ellagitan-
nin degradation and utilization (Li et al. 2006). In recent
years, more attention is mainly focused on intestinal
microflora biodegradation of tannins especially ellagitan-
nins that can contribute to the definition of their bio-
availability for both human beings and ruminants (Goel
et al. 2005). Furthermore, there have been endeavors to
utilize the tannin-degrading activity of different fungi for
ellagitannin-rich biomass, which will facilitate application
of tannin-degrading enzymes in strategies for improving
industrial and livestock production. Table 3 presents a list
of microorganisms and ellagitannin-rich materials used to
produce ellagic acid.

Due to the complicated structures of complex tannins
and condensed tannins, their biodegradation is much more
difficult with little work carried out (Bhat et al. 1998).
Therefore, major emphasis on the mechanisms of gallotan-
nin and ellagitannin biodegradation is needed for an overall
understanding of the biodegradation of complex tannins
and condensed tannins. Biodegradation of tannins is in an
incipient stage and further studies have to be carried out to
exploit the potential of various tannins for largescale
applications in food, fodder, medicine, and tannery effluent
treatment (Li et al. 2006).

Several studies have reported the biodegradation of
tannins (gallotannins) to produce the antioxidant gallic acid
(Aguilar et al. 2007a, b). This bioprocess includes the use
of microbial cultures to induce the biosynthesis of the
tannin acyl hydrolase (EC 3.1.1.20) generally referred to as
tannase, an esterase which hydrolyses ester bonds present
in tannins (Aguilar and Gutierrez-Sanchez 2001). However,
in the particular case of ellagitannins, the information is

Table 3 Microorganisms and ellagitannins-rich materials used for ellagic acid production

Microorganism Culture system Sources of Ellagitannins References

Lentinus edodes SSF Cranberry pomace Zheng and Shetty 2000, Vattem
and Shetty 2003

Rhizopus oligosporus SSF Cranberry pomace Vattem and Shetty 2002
Aspergillus niger/Candida
utilis

Co-culture/SmF Fruit shell of Quercus aegilops (valonea) Shi et al. 2005

Aspergillus SHL 6 SmF Fruit shell of Quercus aegilops (valonea) Huang et al. 2005
Aspergillus niger GH1 SSF Pomegranate husk Robledo-Olivo et al. 2006, Aguilera-

Carbo et al. 2007
Aspergillus oryzae SmF Acorn fringe Huang et al. 2007a
Aspergillus oryzae/Trichoderma
reesei

SmF Acorn cups Huang et al. 2007b, c

Aspergillus niger PSH SSF Leaves of creosote bush (Larrea tridentata) and
tar bush (Fluorencia cernua)

Ventura et al. 2007

Aspergillus niger GH1 SSF Leaves of creosote bush (Larrea tridentata) Aguilar et al. 2007a
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scarce and confusing (Scalbert et al. 1990; Vivas et al.
2004), mainly due to their chemical complexity and
diversity of kinds of ellagitannins.

Saavedra et al. (2005) reported that the production of
ellagic acid has not been explored due to its high production
cost and the great amount of by-products generated as a
result of ellagitannin biodegradation, which results in serious
problems related to recovery and purification of ellagic acid.

Until now, the study of ellagitannin degradation using
biological methods (enzymatic or microbial) is emerging as
a promising and fascinating topic (Huang et al. 2005,
2007a, b, c, d; Robledo-Olivo et al. 2006; Aguilera-Carbo
et al. 2007). Published works on this topic have focused on
ellagic acid production mention of the enzymes involved.
However, it is known that the selective hydrolysis of
galloyl groups of the ellagitannin phylianmblinin is
catalyzed by tannase (Zhang et al. 2001). Yoshida et al.
(1999) reported the production of nobotannin K from
complex ellagitannins through catalysis of tannase; how-
ever, the biochemical mechanism was not clearly explained.

Figure 3 shows a summarized ellagitannin biodegrada-
tion pathway which highlights the lack of information
regarding the first enzymes involved in the primary stages
of hydrolysis of ellagitannins and also about the conditions
of lactonization of ellagic acid. Until today, both points
have not been clearly described. The rest of the biodegra-
dation pathway has been well studied and described (Bhat
et al. 1998; Li et al. 2006).

Vattem and Shetty (2002, 2003) reported on ellagic acid
production from cranberry pomace fermented by a solid
state culture using Lentinus edodes, attributing the catalysis
to the enzyme β-glucosidase, Huang et al. (2005) presented
valonea tannin hydrolase as responsible for the biodegra-
dation of valonea tannins. Nevertheless, this enzyme is
itself a tannin acyl hydrolase.

Li et al. (2006) erroneously reported in their review that
Vaquero et al. (2004) published that the tannin acyl hydro-
lase produced by species of Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus, and Pediococcus hydrolysed gallotannins,
ellagitannins, and condensed tannins present in muscadine

Ellagitannins

Ellagiloyl glucoseGalloyl glucose HHDP

Ellagic acid

Gallic acidGlucose

Pyrogallol Gallic acid

HHDP ++

+ HHDP Glucose+

E?E?

E?TAH

Q?

PO / PFOGAD

Resorcinol
PGDOH

MOX
5-oxo-6-methylhexanoic acid

Acetyl CoA
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Phloroglucinol
3-hydroxy-5-oxohexanoic acid

Acetate + Butyrate

MOX
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2-hydroxymuconic acid

OHT
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Pyruvate
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Fig. 3 Scheme of biodegradation of ellagitannins. E?, unknown
enzymes; TAH, tannin acyl hydrolase; PO, peroxidase; PFO,
polyphenoloxidase; GAD, gallic acid descarboxylase; PGDOX, pyro-

galloldioxigenase; OHT, hydroxyltransferase; PGDOH, pyrogallolde-
shydroxylase, PGH, phloroglucinol hydrolase, MOX, monoxygenase,
Q?, the lactonization is spontaneous or enzymatically calatyzed
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grapes. Actually, Vaquero et al. (2004) only considered
tannase production by lactobacilli without evaluation of
ellagic acid released from ellagitannins.

With regards to the chemical nature of ellagitannins,
glucosidase activity reported by Vattem and Shetty (2003)
and Ramirez-Coronel et al. (2003) could be associated with
ellagitannin biodegradation. To corroborate such a state-
ment, Lee and Talcott (2005), incubated ellagitannins from
muscadine grape seeds with commercial tannase and α-
glucosidase. They found no activity with tannase, while
α-glucosidase showed high reactivity to ellagitannins.
However, these reports are not enough to know in a precise
manner the biodegradation of ellagitannins.

Aguilera-Carbo et al. (2007) reported on the ellagic acid
production by fungal solid state culture using polyurethane
foam (PUF) as support and an aqueous extract obtained
from pomegranate husk (Punica granatum) as carbon and
energy source. In that study Aspergillus niger GH1 was
able to consume ellagitannins during the first 36 h of
culture with a maximum ellagic acid concentration reached
at 48 h. This study demonstrated the feasibility of ellagic
acid production through biotechnology. The authors attri-
buted ellagitannin biodegradation to a new tannase, which
is probably different from tannin acyl hydrolase. This hyp-
othesis was recently supported by Huang et al. (2007a, d)
in their study of individual and interactive effects of
physicochemical parameters in ellagitannin acyl hydrolase
activity and ellagic acid production by Aspergillus oryzae
using ellagitannins from acorn fringe of oak as substrate
and during the evaluation of effect of ellagitannin acyl
hydrolase, xylanase, and cellulase on ellagic acid accumu-
lation from cup extract of valonea acorns.

The most attractive results in microbial ellagic acid
production have been reported by the group of Huang in
China using a co-culture of Aspergillus oryzae and
Trichoderma reesei employing as source of ellagic acid
acorn cups extract containing up to 62% ellagitannins
(Huang et al. 2007b, d).

In relation to the use of enzymatic treatments to produce
ellagic acid, Huang et al. (2007c) reported that it is possible
to reach better results with the use of combinations of
ellagitannin acyl hydrolase, β-glucosidase and polyphenol
oxidase or ellagitannin acyl hydrolase, cellulase, and
xylanase from acorn fringe.

All reported works have focused on the evaluation of
ellagic acid released considering aspects of process opera-
tion, recovery and optimization. However, physiological,
biochemical, calatyltic, and molecular aspects have not
been considered seriously. In addition, a study to confirm
the difference between tannin acyl hydrolase and ellagitan-
nin acyl hydrolase is still necessary to demonstrate the
catalytic differences of both enzymes and to understand the
biodegradation processes of gallotannins and ellagitannins.

To say that ellagitannins and ellagic acid are compounds
of importance is an understatement in light of their many
implications in the pharmaceutical, cosmetic, environmen-
tal, food, nutraceutical, and beverage industries. However,
it is necessary to develop new processes and to study new
sources for their production. Moreover, it is necessary to
identify and characterize key enzymes involved in the
hydrolysis HHDP group of ellagitannins.
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Abstract The ability of Aspergillus niger GH1 in convert-
ing creosote bush ellagitannins into ellagic acid (EA) was
evaluated in solid state culture. Creosote bush leaves were
used to extract the ellagitannins fraction, which was im-
pregnated in polyurethane foam used as support of solid
state culture. Ellagitannins content, EA accumulation, and
the related enzymatic activities were evaluated. A. niger GH1
was able to completely degrade creosote bush ellagitannins
with an EA yield of 23.1% at 36 h of culture. The ability to
degrade creosote bush ellagitannins exhibited by A. niger
GH1 was clearly associated to an ellagitannin-hydrolysing
enzyme with a maximum activity of 43 U/l, while that ability
was not associated to tannase activity that was detected in the
culture extract. This study demonstrated the great ability of
A. niger GH1 to hydrolyze ellagitannins and the potential of
solid state culture to produce the antioxidant EA by
degradation of creosote bush ellagitannins.

Keywords Aspergillus niger GH1 . Solid state culture .

Creosote bush ellagitannins degradation . Ellagic acid

Introduction

Ellagic acid (EA) is a phenolic compound naturally
occurring in several plants, such as oak tree, eucalyptus,
pomegranate, strawberry, raspberry, blueberry, blackberry,
cranberry, gooseberry, grape, pecan, walnut, valonea, and
creosote bush (Seeram et al. 2004; Koponen et al. 2007). In
recent years, EA has been reported as a potent antioxidant,
anticarcinogenic, antiviral, antimutagenic, and antiparasitic
molecule and have shown attractive alternatives of appli-
cations (Martens-Talcott et al. 2003; Ruibal et al. 2003;
Vattem and Shetty 2003; Fukuda et al. 2003; Olsson et al.
2004; Okuda 2005; Huetz et al. 2005; Divipriya et al.
2007).

EA is usually present in plant sources as ellagitannins,
which consist of glucose esterified with hexahydroxydiphenic
acid, gallic acid, and their derivatives (Fig. 1). To obtain EA
from plants, some studies on hydrolyzing ellagitannins with
acid or base have been reported (Daniel et al. 1991; Shi et al.
2005). Due to variation in plant sources, the differences of
ellagitannins structure, and the difficulty of purification,
these chemical methods often lead to low yields of EA and
considerable impurities.

In this study, the biodegradation of creosote bush ellagi-
tannins was studied. Creosote bush ellagitannins contain a
large proportion of hexahydroxidiphenoyl groups, having
the potential to yield a high amount of EA. However, about
the enzyme(s) involved in the process of ellagitannins bio-
degradation, the information is scarce and confuse. Shi et al.
(2005) hypothesized the role of typical tannase (tannin acyl
hydrolase, TAH) and polyphenol oxidase in this biochemical
event. Some reports of tannin biodegradation have been
published (Bath et al. 1998; Aguilar et al. 2007), and the role
of a nontypical tannase (ellagitannase) has been seriously
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considered and partially demonstrated in the studies carried
out by Huang et al. (2007a, b, c, d).

In this study, the ability of A. niger GH1 to convert
creosote bush ellagitannins into EA was evaluated. The
degradation of ellagitannins and the related enzymes
produced in solid state culture (SSC) were estimated and
associated with EA accumulation.

Materials and Methods

In this study, the creosote bush ellagitannins biodegradation
was evaluated in SSC. For that culture, total creosote bush
polyphenols (TCbP) were used as sole carbon source and
inducer of related enzymes involved in biodegradation of
ellagitannins.

Microorganism and Plant Material

A. niger strain GH1 (culture collection of the DIA-UADEC,
Saltillo, Coahuila, Mexico) was used in this study because
of its potential to degrade polyphenols. Fungal strain was
previously isolated, identified, and characterized (Cruz-
Hernández et al. 2005).

Creosote bush shrubs were collected from the desert
region of Coahuila State in North Mexico and transported
to the Microbiology Laboratory of the Food Research
Department, where the material was cleaned, dried at 60 °C
during 48 h, pulverized in a homogenizer LP12 series 600
(Maquinaria®, Monterrey, Nuevo León, Mexico), and
stored at room temperature in black bags.

Polyphenols Extraction and Ellagitannins Fractionation

Creosote bush powder was refluxed with acetone at 70% in
the ratio of 1:4 (w/v) by 12 h at 60 °C. Then, it was filtered
through Whatman no. 41 filter. Solvent was eliminated in a
rotovapor system (model RE 540, Yamato Scientific
America, Inc., Santa Clara, CA, USA.). The aqueous
extract was lyophilized in a vacuum system (Labconco,
FreeZone Dry system, Kansas City, MO, USA) until
obtaining a green powder considered as TCbP. Based on
the ellagitannins fractionation protocol reported by Seeram
et al. (2005), it was possible by it to obtain the substrate
used in the enzymatic assay for ellagitannin-hydrolysing
activity. Briefly, the extraction of ellagitannins consisted in
a depigmentation of TCbP using hexane, sugars content
was removed with ethanol, and finally, a column packed
with amberlite lipophilic resin preequilibrated with water
and methanol and eluted with increasing amounts of
methanol was used to obtain the ellagitannins. Content of
ellagitannins was quantified by the method reported by
Ascacio et al. (2007), employing the high-performance

liquid chromatography (HPLC) method and using as
standard punicalagin extracted from pomegranate peels
supplied by the Bioprocess Laboratory of the Food
Research Department (School of Chemistry, Universidad
Autónoma de Coahuila).

Culture Medium

The culture medium used for EA production was previously
reported by Robledo et al. (2008), and it contained (g/l)
NaNO3 (6.0), KH2PO4 (1.520), KCl (0.52), MgSO4*7H2O
(0.52), ZnSO4 (0.0010), FeCl3, (0.00085), 0.05% of yeast
extract, and 1.0 ml trace metals solution. Trace metal
solution was composed of (mg/l) Na2B4O7·10H2O (100.0),
MnCl2·4H2O (50.0), Na2MoO4·2H2O (50.0), and
CuSO4·5H2O (250.0). The pH of the medium was adjusted
to 5.0, and then, the medium was autoclaved (1.1 kg/cm3;
121 °C) for 15 min. When the medium temperature was
35 °C, TCbP were added at a final concentration of 12 g/l.
The pH was 5.5. The medium was filtered–sterilized through
nylon membranes of 25-mm diameter and 0.45-μm pore
size.

Solid State Culture

The EA production was evaluated in SSC employing
polyurethane foam (PUF; 3 g) as support into 250 ml
reactors. Support was impregnated with the culture medium
at an initial moisture content of 70%. Inoculum was
previously added to the culture medium at a level of 2×
107 spores per gram of support. Wet PUF was carefully
homogenized, incubated at 30 °C, and monitored during
96 h. All samples were analyzed in triplicates.

Crude Extract Recovery

A total of 20 ml of citrate buffer (pH 5.0, 25 mM) was
added to each reactor, homogenized during 1 min and
separated by filtration using Whatman no. 40 filter; later,
the filtered extract was refiltered by 0.45-μm nylon
membranes, and the new extract was used to analyze the
ellagitannins and glycosides consumption, EA accumula-
tion, TAH, and ellagitannin-hydrolyzing activity (EHA).

Analytical Determinations

Glycosides consumption was carried out by phenol-sulfuric
method (Dubois et al. 1956). The TCbP concentration was
determinated by the modified Folin–Ciocalteu method
(Makkar et al. 1993). Ellagitannins content was quantified
by the HPLC method reported by Ascacio et al. (2007). For
EA recovering and quantification, the method employed
was as follows: An aliquot of extract was added into 1.5-ml
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conic tubes and centrifuged at 6,000 rpm (3,600 g) during
20 min. The supernatant was decanted, and the precipitate
was resuspended in ethanol. The sample was mixed into a
sonic bath for 20 min. The sample with suspended material
was filtered through 0.45-μm nylon membrane and injected
into HPLC. The EA recovered was quantified by HPLC
(Varian Pro Star, Palo Alto, CA, USA) using a photodiode
array detector (PDA Pro Star 330) at 254 nm. Separation was
carried out with a Prodigy ODS column (5 μm; 250×4.6 mm,
Phenomenex) and temperature of 30 °C. A gradient profile of
mobile phase, consisting of acetonitrile (solvent A) and 0.3%
acetic acid in water (v/v; solvent B), 7–20% A (0–7 min), 20–
30% A (7–12 min), 30% A (12–18 min), 30–60% A (18–
20 min), 60–100% A (20–23 min), 100% A (23–30 min),
7% A (30–31 min), and 7 min for baseline stabilization was
applied at a flow rate of 0.7 ml/min. The sample injection
was of 10 μl. TAH activity was assayed using the HPLC
method reported by Aguilar et al. (1999). A TAH unit was
defined as the amount of enzyme required to release one
micromole of gallic acid under assay conditions. EHA was
assayed using the HPLC method reported by Aguilera-Carbo
et al. (2007a). An EHA unit was defined as the amount of
enzyme required to release one micromole of EA under
assay conditions.

Results and Discussion

Figure 2 shows the glycosides consumption by Aspergillus
niger GH1. The depletion of total glycosides was fast
during the first 24 h of culture, and it permitted a rapid
mycelial invasion on trabecules of PUF. Phenolics content
was also reduced during the first 24 h of culture as result of
consumption of free monomers present in the TCbP
fraction (Robledo et al. 2008), and then, an increment of
these compounds was detected as a result of enzymatic
hydrolysis of TCbP (Fig. 2).

Ellagitannins content remained unchanged during the
first 24 h of culture because the fungus grew by consuming
glycosides and free phenolics. However, after this period,
glycosides were completely consumed by the fungus during
the next 48 h of culture (Fig. 2).

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Time (h)

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 [

m
g

/g
 T

C
b

P
] 

(∆
)

0

20

40

60

80

100

120

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 [

m
g

/g
 T

C
b

P
] 

( 
) 

(◊
)
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Maximum concentration of EA released was reached at
36 h of culture with a yield of 23.1% of the total content of
ellagitannins (Fig. 3). However, the EA was decreased,
possibly because EA represents one of the substrates
generated by the action of ellagitannin-hydrolyzing
enzymes produced in SSC (Aguilera-Carbo et al. 2008).
For this reason, it is very important to stop the fermentation
at this time. Pattern of EA released was clearly associated to
evaluated EHA, which was detected at its maximum level
at the same time (36 min) and decreased afterward (Fig. 4).

Typical tannase activity was not associated to EA
released because it was detected after 48 h of culture,
maybe as the result of the presence of galloyl residues that
are inducers of this enzyme (Aguilar et al. 2007).

The obtained results suggest that creosote bush ellagi-
tannins are hydrolyzed by the ellagitanins-hydrolyzing en-
zymes, which has not been previously reported. In addition,
these results demonstrated that typical tannase activity is
not sufficient to hydrolyze ellagitannins as suggested by
Shi et al. (2005) during their study of EA accumulation by
the submerged co-culture of A. niger and Candida utilis.
However, the EA yields obtained in both studies were very
similar, 21% (Shi et al. 2005) and 23% (in our present
study).

Important advances in EA production from ellagitannins
have been reported in submerged co-cultures by Huang
et al. (2007a, b, c). Recently, high EA yields (24%) were
obtained after optimization of the co-culture of A. oryzae
with Trichoderma reesei using acorn cups extract contain-
ing up to 62% ellagitannins as substrate (Huang et al.
2007c). However, in SSC, the information is limited to
those studies reported by Vattem and Shetty (2002, 2003),
using cranberry pomace as support and source of ellagitan-
nins with very low EAyields. Huang et al. (2007c) suggested,
for the first time, the presence of ellagitannin acyl hydrolase
as the enzyme responsible of the EA accumulation, which
indicates that a new tannase is involved in the biodegradation
ellagitannins. Also, they reported that such enzyme had an
synergistic activity with other enzymes as xylanase and
cellulase to enhance the EA accumulation. However, further
studies are needed to define the catalytic role and properties
of this new EHA or ellagitannin acyl hydrolase detected.

It is known that tannins have a range of effects on
various organisms, from toxic effects on animals to growth
inhibition of microorganisms. Some microbes are, however,
resistant to tannins, and have developed various mecha-
nisms and pathways for tannin degradation in their natural
habitats. Tannases generally act on gallotannins. However,
in the particular case of ellagitannins, the information is
scarce and confuse (Vivas et al. 2004), mainly due to their
chemical complexity and diversity. Saavedra et al. (2005)
reported that the production of EA has not been explored
due to its high production cost and the great amount of

subproducts generated as result of ellagitannin biodegrada-
tion. This results in serious problems regarding the recovery
and purification of EA. To date, there is no published data
on ellagitannin degradation using biological methods
(microbial or enzymatic). However, it is known that the
selective hydrolysis of galloyl groups of the ellagitannin
phyllianmblinin is catalyzed by tannase (Zhang et al. 2001).
Vattem and Shetty (2002, 2003) reported on EA production
from cranberry pomace fermented by a SSC using Lentinus
edodes, attributing the catalysis to the enzyme β-glucosidase.
Huang et al. (2005) described a new valonea tannin hy-
drolase as responsible for the biodegradation of valonea
tannins. This enzyme is itself a TAH.

Recently, we have described relevant information about
the advances and perspectives on microbial tannases
(Aguilar et al. 2007), and also, we reported a review
describing the advances on the microbial production of EA
and the biodegradation of ellagitannins (Aguilera-Carbo
et al. 2008).

Conclusions

The present research indicated that the SSC of A. niger
GH1 using creosote bush ellagitannins impregnated in PUF
could remarkably enhance EA accumulation, which was
clearly associated to EHA. The EA yield of 23%, obtained
under non-optimal conditions, suggests a new scheme for
EA production from creosote bush, a yet poorly explored
forest material.

Acknowledgment Financial support of this research was from the
National Council of Science and Technology of Mexico with grant no.
SEP-CONACYT-J-51360. Authors A. Aguilera-Carbo and J. S.
Hernández-Rivera are graduate students supported by CONACYT,
Mexico.

References

Aguilar, C. N., Augur, C., Viniegra-González, G., & Favela, E.
(1999). A comparison of methods to determine tannin acyl
hydrolase activity. Brazilian Archives in Biology and Technology,
42, 355–361.

Aguilar, C. N., Rodríguez, R., Gutierrez-Sanchez, G., Augur, C.,
Favela-Torres, E., Prado Barragán, L. A., et al. (2007). Microbial
tannases: Advances and perpectives. Applied Microbiology and
Biotechnology, 76(1), 47–59.

Aguilera-Carbo, A. F., Augur, C., Prado-Barragan, L. A., Favela-
Torres, E., & Aguilar, C. N. (2008). Microbial production of ellagic
acid and biodegradation of ellagitannins. Applied Microbiology and
Biotechnology (in press). DOI 10.1007/s00253-007-1276-2.

Aguilera-Carbo, A. F., Robledo-Olivo, A., Augur, C., Prado-Barragán,
L. A., Favela-Torres, E., & Aguilar, C. N. (2007). Method for
ellagic acid quantification in novel sources of this natural
antioxidant. Proceedings of the 5th International Congress on
Food Technology, Thessaloniki, Greece.

Food Bioprocess Technol

http://dx.doi.org/10.1007/s00253-007-1276-2


Ascacio, J., Prieto-Nieto, A., Hernández-Rivera, J. S., Aguilera-Carbo, A.,
& Aguilar, C. N. (2007). Determination of ellagitannins in native
plants of Mexican semiarid zone, relationship between two
analytical methods. Proceedings of the Third Mexican Congress
on Biopolymers: Advances and perspectives (p. 25).

Bath, T. K., Singh, B., & Sharma, O. P. (1998). Microbial degradation
of tannins—A current perspective. Biodegradation, 9, 345–357.

Cerdá, B., Cerón, J. J., Tomás-Barberán, F. A., & Espín, J. C. (2003).
Repeated oral administration of doses of the pomegranate
ellagitannins punicalagin to rats for 37 days is not toxic. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 51, 3493–3501.

Cruz-Hernández, M., Contreras-Esquivel, J. C., Lara, F., Rodríguez,
R., & Aguilar, C. N. (2005). Isolatation and evaluation of tannin-
degrading fungal starins from the Mexican desert. Zeitschrift für
Naturforschung, 60, 844–848.

Daniel, M. E., Ratnayake, S., Kinstle, T., & Stoner, G. D. (1991). The
effects of pH and intestinal contents on the liberation of ellagic
acid from purified and crude ellagitannins. Journal of Natural
Products, 54, 946–952.

Divipriya, N., Srinivasan, M., Sudheer, A. R., & Menon, V. P. (2007).
Effect of ellagic acid, a natural polyphenol, on alcohol-induced
prooxidant imbalance: A drug dose dependent study. Singapore
Medical Journal, 48(4), 311–318.

Dubois, M., Guiles, K. A., Hamiton, J. K., Rebers, P. A., & Smith, F.
(1956). Colorimetric method for determination of sugar and
related substances. Analytical Chemistry, 21, 145–149.

Fukuda, T., Ito, H., & Yoshida, T. (2003). Antioxidative polyphenols
from walnuts (Junglans regia L.). Phytochemistry, 63, 795–
801.

Huang, W., Ni, J., & Borthwick, A. G. L. (2005). Biosynthesis of
valonia tannin hydrolase and hydrolysis of valonia tannin to
ellagic acid by A.niger SHL 6. Process Biochemistry, 40, 1245–
1249.

Huang, W., Niu, H., Gong, G., Lu, Y., Li, Z., & Li, H. (2007a).
Individual and combined effects on physicochemical parameters
on ellagitannin acyl hydrolase and ellagic acid production
from ellagitannin by Aspergillus oryzae. Bioprocess Biosystems
Engineering, 30, 281–288.

Huang, W., Niu, H., Li, Z., He, Y., Gong, W., & Gong, G. (2007c).
Optimization of ellagic acid production from ellagitannins by co-
culture and correlations between its yield and activities of
relevant enzymes. Bioresource Technology, 99, 769–775.

Huang, W., Niu, H., Li, Z. m., Lin, W., Gong, G., & Wang, W.
(2007b). Effect of ellagitannin acyl hydrolase, xylanase and
cellulase on ellagic acid production from cups extract of Valona
acorns. Process Biochemistry, 42, 1291–1295.

Huang, W., Niu, H., Li, Z., & Wang, W. (2007d). Ellagic acid from
acorn fringe by enzymatic hydrolysis and combined effects of
operational variable and enzymes on yield of the production.
Bioresource Technology, 99, 1518–1525.

Huetz, P., Mavaddat, N., & Mavri, J. (2005). Reaction between ellagic
acid and ultimate carcinogen. Journal of Chemical Information
and Modeling, 45, 1564–1570.

Koponen, J. M., Happonen, A. M., Mattila, P. H., & Törrönen, A. R.
(2007). Contents of anthocyanins and ellagitannins in selected
foods consumed in Finland. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 55, 1612–1619.

Makkar, H. P. S., Blümmel, M., Borowy, N. K., & Becker, K.
(1993). Gravimetric determination of tannins and their correla-
tions with chemical and protein precipitation methods. Journal of
Science and Food Agriculture, 61, 161–165.

Martens-Talcott, S. U., Talcott, S. T., & Percival, S. S. (2003). Low
concentrations of quercitin and ellagic acid synergistically
influence proliferation, cytotoxicity and apoptosis in MOLT-4
human leukemia cells1–3. Journal of Nutrition, 133, 2669–2674.

Okuda, T. (2005). Systematics and Health effects of chemically
distinct tannins in medicinal plants. Phytochemistry, 66, 2012–
2031.

Olsson, M. E., Ekvall, J., Gustavsson, T.-E., Nilsson, J., Pillai, D.,
Sjöholm, I., et al. (2004). Antioxidants, low molecular weight
carbohydrates, and total antioxidant capacity in strawberries
(Fragaria x annanassa): Effects of cultivar, ripening, and storage.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52, 2490–2498.

Robledo, A., Aguilera-Carbo, A., Rodríguez, R., Martinez, J. L.,
Garza, Y., & Aguilar, C. N. (2008). Ellagic acid production by
Aspergillus niger in solid state fermentation of pomegranate
residues. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology
(in press). DOI 10.1007/s10295-008-0309-x.

Ruibal, B. I. J., Dubed, E. M., Martínez, L. F., Noa, R. E., Vargas, G.
L. M., & Santana, R. J. L. (2003). Inhibición de la replicación del
virus de inmunodeficiencia humana por extractos de Pinus
caribaea Morelet. Revista Cubana de Farmacia, 37(2), 1–8.

Saavedra, P. G. A., Couri, S., Ferreira, L. S. G., & de Brito, E. S.
(2005). Tanase: Conceitos, produçao e aplicaçao. B. CEPPA.
Curitiba, 23, 435–462.

Seeram, N. P., Lee, R., Hardy, M., & Herber, D. (2005). Rapid large
scale purification of ellagitannins from pomegranate husk, a by-
product of the commercial juice industry. Separation and
Purification Technology, 41, 49–55.

Seeram, N. P., Lee, R., & Herber, D. (2004). Bioavailability of ellagic
acid in human plasma after consumption of ellagitannins from
pomegranate (Punica granatum L.) juice. Clinical Chimica Acta,
348, 63–68.

Shi, B., He, Q., Yao, K., Huang, W., & Li, Q. (2005). Production of
ellagic acid from degradation of valonea tannins by Aspergillus
niger and Candida utilis. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology, 80, 1154–1159.

Vattem, D. A., & Shetty, K. (2002). Solid-state production of phenolic
antioxidants from cranberry pomace by Rhizophus oliogosporus.
Food Biotechnology, 16(3), 189–210.

Vattem, D. A., & Shetty, K. (2003). Ellagic acid production and
phenolic antioxidant activity in cranberry pomace (Vaccinium
macrocarpon) mediated by Lentinus edodes using a solid-state
system. Process Biochemistry, 39, 367–379.

Vivas, N., Laguerre, M., Pianet de Boissel, I., Vivas de Gaulejac, N.,
& Nonier, M. F. (2004). Conformational interpretation of
vascalagin and castalagin physicochemical properties. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 52, 2073–2078.

Wang, C. C., Chen, L. G., & Yang, L. L. (1999). Antitumor actitvity
of four macrocyclic ellagitannins from Cuphea Hyssopifolia.
Cancer Letters, 140, 195–200.

Zhang, Y. J., Abe, T., Tanaka, T., Yang, C. R., & Kouna, I. (2001).
Phyllanemblinins A-F, nre ellagitannins from Phyllanthus emplica.
Journal of Natural Products, 64, 1527–1532.

Food Bioprocess Technol

http://dx.doi.org/10.1007/s10295-008-0309-x


Producción de ácido elágico: Estudios enzimáticos  

Aguilera-Carbó Antonio Francisco, 2009 
 

 

Planta Piloto 4, Biotecnología, CBS, UAM-I 

 

108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Apéndice C 

 

 

 



Chemical Papers 62 (4) 440–444 (2008)
DOI: 10.2478/s11696-008-0042-y

ORIGINAL PAPER

Extraction and analysis of ellagic acid from novel complex sources

aAntonio F. Aguilera-Carbo, bChristopher Augur, aLilia A. Prado-Barragan,
cCristóbal N. Aguilar*, aErnesto Favela-Torres

aDepartment of Biotechnology, Universidad Autónoma Metropolitana, Iztapalapa, 09340, DF, México

bIRD-Unité Biotrans, IMEP Case 441, Faculté des Sciences de Saint Jérôme, Université Paul Cézanne,

Av. Escadrille Normandie-Niemen, 13397 Marseille cedex 20, France

cFood Research Department, School of Chemistry, Universidad Autónoma de Coahuila, 25280 Saltillo, Coahuila, México

Received 6 November 2007; Revised 4 February 2008; Accepted 5 February 2008

Ellagic acid (EA) was quantified by reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-
HPLC) coupled with photodiode array detection (DAD) in five fine-powdered plants collected
from the semiarid region of Mexico. Samples analysed included Jatropha dioica branches (Dragon’s
blood), Euphorbia antisyphyllitica branches (Candelilla), Turnera diffusa Willd leaves (Damiana),
Flourensia cernua leaves (hojasén) and Punica granatum husk (pomegranate) at two maturity
stages (“turning” or intermediate and maturated fruit, considered as positive controls). The results
demonstrated high EA concentrations in all tested samples which are novel sources of this natural
antioxidant. The method developed for the EA analysis is fast and it showed an excellent linearity
range, repeatability, intra- and inter-day precision and accuracy with respect to the methods re-
ported for the EA analysis.
c© 2008 Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences

Keywords: ellagic acid, semiarid plants, HPLC analysis

Introduction

Natural compounds derived from plants are part
of our daily diet. In recent years, there has been
an increasing attention in healthy way of life along
with the search for new natural products. Among
them are specific antioxidants, such as ellagitannins
and ellagic acid, now in high demand (Clifford &
Scalbert, 2000; Manach et al., 2004). Ellagitannins
(ET’s), one of the major groups of hydrolysable tan-
nins, are esters of hexahydroxydiphenic acid (HHDP)
and polyols, usually glucose or quinic acid. When ex-
posed to acids or strong bases, ester bonds are hydrol-
ysed and the hexahydroxydiphenic acid spontaneously
rearranges into the water-insoluble dilactone, el-
lagic acid (EA) (2,3,7,8-tetrahydroxychromeno[5,4,3-
cde]chromene-5,10-dione, according to IUPAC). EA
is a highly thermodynamically stable molecule with

four rings representing the lipophilic domain, four
phenolic (hydroxyl) and two lactone groups (which
can act as hydrogen bond donor or acceptor) rep-
resenting the hydrophilic part (Barch et al., 1996;
Bala et al., 2006). Presently, the main sources of
EA and ellagitannins are oak trees (Quercus robur,
Q. alba), walnut (Junglans nigra) and chestnut (Cas-
tanea sativa) trees (Bianco et al., 1998). Berry fruits
are the other sources of ellagitannins and ellagic acid
(Table 1), including strawberry (Fragaria ananassa),
raspberry (Rubus idaeus), blackberry (Rubus occiden-
talis), as well as some seeds and nuts (Bertholletia ex-
celsa Humb), pecan (Carya illinoinensis) (Clifford &
Scalbert, 2000), and fruit, e.g. pomegranate (Punica
granatum L.) (Atta-Ur-Rahman et al., 2001; Machado
et al., 2002; Seeram et al., 2005; Koponen et al., 2007).
EA has been associated with health improvement
through its anti-atherosclerotic action (Aviram et al.,
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Table 1. Main sources of naturally occurring ellagic acid

Plant source Ellagic acid content/(mg g−1)

Quersus robus and alba 19.0–63.0a

Junglans nigra 28.0a

Castanea sativa 89.0a

Fragaria ananassa 0.4–0.6b

Rubus idaeus 1.2–1.5b

Rubus occidentalis 1.5–2.0b

Bertholletia excelsa Humb 0.59b

Carya illinoinensis 0.33b

Punica granatum 0.78c

a) Stoner and Gupta, 2001; b) Akiyama et al., 2001; c) El-
Toumy and Rauwald, 2003.

2000). In addition, EA has been shown to have potent
anti-carcinogenic properties resulting in a reduction
of human colon, prostate, cervical, tongue, breast, oe-
sophagus and skin cancer (melanoma) (Sharma et al.,
1997; Stoner & Gupta, 2001; Varadkar et al., 2001;
Asamy et al., 2003; Singh et al., 2003; Carrawey et
al., 2004; Huetz et al., 2005). EA treatments also re-
sulted in cell-cycle arrest and apoptosis (natural cell
death) along with the inhibition of tumour formation
(Seeram et al., 2005). In some cases, EA reduced can-
cer by ellagitannins and ellagic acid even after symp-
tom development. Moreover, studies have suggested
that ellagic acid prevented the development of cells in-
fected by the human papilloma virus (HPV) (Stoner
& Gupta, 2001). In addition, furosin, a structurally
characterised ellagitannin, was also shown to be ef-
fective in osteoclast differentiation and prevention of
bone diseases (Park et al., 2004).
In addition to the observed effects on human

health, EAs also exert antibacterial (Atta-Ur-Rahman
et al., 2001; Machado et al., 2002; Akiyama et al.,
2001) and antiparasitic activities (Elkhateeb et al.,
2005). Increasing requirements on ETs in food sup-
plement and pharmaceutical industries result in their
higher demand and the need for simple isolation and
characterisation methods of such molecules. In the
processes of tannin, ellagitannins and EA extraction,
different solvents such as water, methanol, ethanol,
acetone, hexane, ethyl acetate, butanol, etc., are used
in different percentage (Atta-Ur-Rahman et al., 2001;
Koponen et al., 2007; Lei, 2002). Many techniques
of EA purification, with different purification steps,
have been developed. Specific separation columns such
as the Dianion LP-20 or Sephadex LH-20 (Seeram
et al., 2005; Machado et al., 2002; Asamy et al.,
2003), Sep-Pak tC18 and the cartridges Bond Elut
PSA (Amakura et al., 2000) allowing the separa-
tion of compounds, are commonly utilised. Never-
theless, expensive materials and equipment are re-
quired. HPLC systems are commonly used for detec-
tion and quantification. Several methods based on the
reverse phase C18 column technology, with solvents

like methanol, ethanol, acetonitrile, mixed with acid-
ified water (acetic or phosphoric acid) are reported.
The major difficulty remains in the retention time as
the use of solvents with high polarity results in long re-
tention times. In addition, when solvent gradients are
used, retention times increase from 30 min to 60 min.
Another point is the validation using statistical anal-
ysis of acceptance criteria for biotech products (Wang
et al., 2007). In the present work, a fast method for
ellagic acid extraction, in combination with a HPLC
scheme which reduces the time of analysis altogether,
is presented. Additionally, the presence of EA was de-
termined in five different plants presenting an alterna-
tive natural source of ellagitannins and ellagic acid.

Experimental

The analysis method was validated according to
the guidelines of the international conference on har-
monisation of technical requirements for registration
of pharmaceuticals for human use (ICH) and recom-
mendations of Wang et al. (2007).
Ellagic acid (high purity) was purchased from ICN

Biomedicals Inc, USA. Solvents and mobile phases
used were of HPLC grade and were obtained from
Sigma-Aldrich, USA.
For the calibration curve (reference), a standard

solution of different concentrations (0 µg mL−1, 5 µg
mL−1, 10 µg mL−1, 20 µg mL−1, 30 µg mL−1, 40 µg
mL−1, and 50 µg mL−1) was prepared by dissolving
EA in methanol. In the validation method, Czapek-
Dox modified medium was used as described below
(Trevińo-Cueto et al., 2007) and dilutions of this so-
lution were made for the linear calibration curve. The
calibration curve was generated using six concentra-
tions (in tetraplicates) of the EA standard solution,
inter-day (different days) and intra-day (same day).
The accuracy of the method was determined by recov-
ery of known amounts of the EA standard in hexapli-
cates (Bala et al., 2006).
The samples for EA determination were prepared

as follows: 1350 µg of EA were added to 7 mL of
Czapek-Dox minimal medium and 20 mL of citrate
buffer (pH 5.0, concentration 50 mM), EA concentra-
tion 50 µg mL−1, mixed in an immersion blender (RI-
VAL immersion blender, model IB901 MX) and then
immersed in an ultrasonic bath at 40 kHz (Bransonic,
Model 2510R-MTH, Branson Corp., CT, USA) in a 50
mL conical tube for 30 min. Later, aliquots were taken
to prepare final EA concentration of 0 µg mL−1, 10 µg
mL−1, 20 µg mL−1, 30 µg mL−1, 40 µg mL−1, and 50
µg mL−1, and filled to 1.5 mL with the Czapek-Dox
minimal medium.
Ellagic acid extraction: An aliquot was placed in

a 2 mL conical tube and centrifuged at 36000 min−1

for 20 min. The supernatant was decanted and the
precipitate was re-suspended in 1.5 mL of ethanol. The
sample was ultrasonicated again for 30 min, filtered
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through a 0.45 µm nylon membrane and injected into
the HPLC system.
Plant samples for EA determination were prepared

as follows: Jatropha dioica branches (Sangre de drago,
Dragon’s blood), Euphorbia antisyphyllitica branches
(Candelilla), Turnera diffusa Willd leaves (Damiana),
Flourensia cernua leaves (hojasén) and Punica grana-
tum husk (pomegranate) turning and red stages were
used as the plant sources of EA. All plant materi-
als were collected from semi-desert areas near Saltillo,
Coahuila, Mexico, except the Punica fruits which were
collected from Sabinas, Coahuila, Mexico. Sixty mil-
ligrams of each powdered and dried plant sample were
transferred to tubes with screw caps containing 4.95
mL of methanol and 50 µL of 6 M HCl (Lei, 2002).
The tubes were closed and the content was incubated
for 168 h at 90◦C. After cooling, this material was fil-
tered through a Whatman No. 41 in a vacuum system.
An aliquot of 1.5 mL of the filtered fraction was cen-
trifuged at 36000 min−1 for 20 min. The supernatant
was decanted and the precipitate was re-suspended in
ethanol (1.5 mL). The sample was ultrasonicated for
30 min, the material was filtered through a 0.45 µm
nylon membrane and injected into the HPLC system.
Chromatography: HPLC analysis was carried out

using a Varian Pro-Star 330 system using a modifica-
tion of the Amakura et al. (2000) method. A Varian
Pro-Star 330 photodiode array (PDA) detector with
detection at 254 nm was used. Fractionation of the
injected material was carried out on an Optisil ODS
column (5 µm, 250 × 4.6 mm) at 25◦C. An isocratic
mobile phase consisting of acetonitrile (solvent A) and
water : phosphoric acid (pH 2.5, solvent B), in the ra-
tio of 30 : 70 was applied at the flow rate of 0.7 mL
min−1. Sample injection volume was 10 µL, retention
time was 5.1 min.
Method validation: Linearity was evaluated using

linear regression analysis (Bala et al., 2006). Preci-
sion was determined by repeatability (intra-day). Re-
peatability was assessed analysing six sample solutions
of 40 µg mL−1 under the same operating conditions.
Accuracy was determined by the recovery of known
amounts of the EA standard solution on the Czapek-
Dox medium in hexaplicate.

Results and discussion

The calibration curve for EA was constructed in
the concentration range of 5 µg mL−1 to 50 µg mL−1

showing excellent linearity with a correlation coeffi-
cient of 0.9947 indicating a compliance with the Beer-
Lamberts law. The relative standard deviation (RSD)
was used to validate the determination repeatabil-
ity (Table 2). Precision and accuracy were estimated
intra- and inter-day for the same calibration curve.
The accuracy was found to be in the range of 99.3–
100.4 % and 98.6–100.3 %, respectively, in agreement
with the true and observed values (Table 3). In or-

Table 2. HPLC method validation parameters of EA calibra-
tion curve (reference)

Parameters HPLC

Linearity range/(µg mL−1) 5–50
Linearity 0.9947 ± 0.0025(0.25)a
Repeatability/% 100.2 ± 1.15b

a) Values are the mean ± SD (RSD) of n = 4 calibration curves;
b) six replicates were analysed for each sample evaluated on six
consecutive days.

Table 3. Estimated intra- and inter-day precision and accuracy
of EA standard curve

Intra-day Inter-daya

Concentration Accuracy RSDb Accuracy RSDb

µg mL−1 % % % %

10 99.3 0.55 98.6 0.54
30 100.4 1.66 100.3 2.50
50 99.8 1.90 99.5 1.34

a) Four replicates were analysed for each sample evaluated on
four consecutive days; b) mean RSD value of n = 4 calibration
curves.

Table 4. Estimated inter-day accuracy and precision of sam-
ples with EA in Czapek-Dox medium

Inter-daya

Concentration Accuracy RSDb

µg mL−1 % %

10 105.05 0.52
20 108.08 8.84
30 109.19 1.47
40 102.11 0.645

a) two replicates were analysed for each sample evaluated on
four consecutive days; b) mean RSD value of n = 6 sample
treatments.

der to recreate a complex medium, EA solutions of
increasing concentrations were added to the Czapek-
Dox medium and samples were prepared for HPLC
analysis. Accuracy was in the range between 102–109
% (Table 4), and the correlation coefficient obtained
as the mean value of slope values average was 0.9914
± 0.00338, showing a good linearity. Ellagic acid was
extracted and quantified from novel plant sources. The
data are presented in Table 5.
The data in Table 1 demonstrate that all samples

are either excellent or good sources of EA. The EA
content has been previously reported in samples of
Punica granatum husk and the results obtained in this
study are in agreement with the literature (Seeram et
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Table 5. Quantification of ellagic acid present in different plant
sources

Plant Ellagic acid/(mg g−1)a,b

Punica ganatum turning 33.79 ± 7.43
Punica granatum red 12.80 ± 5.83
Euphorbia antisyphyllitica 2.18 ± 0.39
Flourensia cernua 1.59 ± 0.96
Tumera diffusa Willd 0.87 ± 0.59
Jatropha dioica 0.81 ± 0.43

a) Values are the mean of n = 3 experiments; b) dry base.

al., 2005; Machado et al., 2002; El-Toumy & Rauwald,
2002, 2003). However, for all other samples tested,
this is the first study reporting their EA content and
demonstrating the high potential of these sources of
EA. More importantly, these novel plant sources rep-
resent an alternative for the extraction of ellagitan-
nins and EA in order to prepare products for func-
tional foods or neutraceuticals. These results will help
in the development of new bioprocesses enhancing the
release and recovery of EA.
Quantification of EAs has been previously reported

in the literature (see Introduction). However, all these
methods are tedious, and are not reproducible when
complex organic materials are analysed. Moreover,
most samples analysed contain a mix of phenols that
could interfere with the EA detection. The presented
methodology is simple and reproducible and results
in fast estimation of the EA content in diverse plant
materials.
Many techniques for the purification of EA have

been developed, including the use of chromatogra-
phy resins such as Dianion LP-20 or Sephadex LH-20
(Seeram et al., 2005; Machado et al., 2002; Asamy et
al 2003), Sep-Pak tC18 or Bond Elut PSA cartridges
(Elkhateeb et al., 2005). The method reported in this
study is easy, fast and cheap as compared to these
methods. This method takes advantage of the insolu-
bility of EA in water, facilitating its precipitation and
recovery. The pre-treatment of the sample achieved in
the present study results in the removal of compounds
that could interfere with the analysis.
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