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RESUMEN DEL PROYECTO

Este trabajo explora la extraccion eficiente de genipina de alta pureza a partir del
fruto verde del arbol Genipa americana empleando un método de extraccion
sencillo y econémico y la caracterizacion de la genipina obtenida mediante técnicas
instrumentales. El arbol Genipa americana, es nativo de América Central y América
del sur tropical, por lo que presenta un gran potencial de aprovechamiento en la
industrializacion de los frutos como alternativa para la extraccion de la genipina.

Los frutos verdes de Genipa americana se recolectaron en la ciudad de Buga, Valle
del Cauca, Colombia. Se seleccion6 como método de extraccion la extraccion
liquido-liquido asistida por ultrasonido, empleando como solvente acetato de etilo,
la separacion se realiza mediante cromatografia flash, la valoracion de la genipina
obtenida se realiz6 por Cromatografia Liquida de Ultra alta eficiencia (UPLC) con
detector de matriz de fotodiodos (PDA) y su caracterizacion por las siguientes
técnicas instrumentales: Espectrometria de Masas con lonizacion por Electrospray
(ESI-MS), Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), UPLC y
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensional y
bidimensional.

A partir de los resultados obtenidos se encontré que empleando el método descrito
se logré la extraccion de genipina de alta pureza a partir del fruto de la Genipa
americana con un porcentaje de rendimiento del 45%, el cual se encuentra cercano
al rendimiento obtenido por métodos mas costosos.

PALABRAS CLAVES: Extraccion de genipina, genipina, propiedades
farmacoldgicas genipina, mecanismo de entrecruzamiento genipina.



ABSTRACT

This Project aims to explore an efficient extraction of high purity genipin from the
green fruit of the tree Genipa americana, using a simple and inexpensive extraction
method and the extracted genipin characterization through instrumental methods.
Genipa americana tree, is native to Central America and northern South America,
meaning a great potential for industry use of genipin fruits as an alternative of
economical genipin extraction.

Green fruits of Genipa Americana were collected from Buga, Valle del Cauca,
Colombia. It was selected the liquid-liquid extraction as the extraction method, using
the solvent ethyl acetate assisted with ultrasound, the separation is done through
flash chromatography, the extracted genipin assessment was executed by Ultra
Performance Liquid Chromatography (UPLC) with photodiode Array (PDA) and its
characterization through the following instrumental techniques: Electrospray
lonization mass spectrometry (ESI-MS), Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIS), UPLC and unidimensional and bidimensional Nuclear Magnetic Resonance
(NMR).

It was found that using a simple and inexpensive method as the liquid-liquid
extraction with ethyl acetate assisted with ultrasound and its separation through flash
chromatography, it was achieved a high purity genipin extraction from the fruit of
Genipa Americana, yielding 45.48%, a nearly value to more expensive methods.

KEYWORDS: Genipin extraction, genipin, pharmacological properties genipin,
crosslinking mechanism genipin.



1. INTRODUCCION

Colombia es uno de los paises mas biodiversos del mundo debido a la region del
Chocé biogeografico, conformada por los departamentos de Choc6, Cauca, Narifio
y Valle del Cauca. Siendo este ultimo departamento uno de los mas competitivos
del pais por su estructura productiva e infraestructura.

Los estudios de competitividad demuestran que para un mejor aprovechamiento de
las ventajas comparativas y competitivas de Colombia y el Valle del Cauca, es
necesaria una modernizacion tecnolégica a nivel industrial, que permita la
conformacion de clusteres y encadenamientos de productos altamente
especializados que aprovechen la gran mayoria de los subproductos de la industria
generen nuevos productos a partir de la utilizacion de la biodiversidad.

En Colombia y en el Valle del Cauca, se encuentra en forma silvestre el arbol cuyo
nombre cientifico es Genipa americana, de la familia Rubiacea, nativo de América
Central y América del sur, que presenta un gran potencial de aprovechamiento en
la industrializacion de los frutos como alternativa para la extraccion de la genipina,
la cual posee numerosos efectos farmacolégicos, se utiliza como agente
entrecruzante en sistemas de liberacion de farmacos y su industrializacion esta
relacionada con el uso como colorante.

Sin embargo, la extraccién comercial de la genipina es costosa y limita su aplicaciéon
a pesar de su potencial farmacoldgico, puesto que la genipina se obtiene
comercialmente del fruto de la Gardenia jasminoides mediante la hidrolisis
enzimatica del genipdsido en medio acuoso-organico, utilizando la enzima
B-glucosidasa, la cual es costosa. Este método presenta baja productividad debido
a que la genipina es inestable en medio acuoso y presenta una fuerte tendencia a
reaccionar con aminas, aminoacidos y proteinas, por lo tanto las enzimas
empleadas en la extraccion tenderian a reaccionar con la genipina, aumentando de
esa manera los costos de la operacion.

La presente investigacidon realizada en las instalaciones del laboratorio de
investigaciéon de fitoquimica de la Universidad ICESI pretende contribuir al
desarrollo tecnolégico de la extraccion eficiente y econdmica de la genipina con
un alto grado de pureza, para posteriores aplicaciones e innovaciones en procesos
y productos de la Genipa americana como cosmecéutico y farmacéutico, mediante
el hallazgo de un método de extraccion sencillo, econdmico y no dependiente de
enzimas que posibilite una mayor utilizacion de la genipina, no solo como colorante
sino también como un producto con propiedades farmacologicas.
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Los resultados del presente trabajo tienen como propdésito contribuir a la
investigacion estratégica de compuestos con caracteristicas bioactivas, mediante el
desarrollo de una serie de procedimientos que permitan extraer una
molécula presente en un fruto de un arbol tropical, facilitando de esta manera el
estudio de este compuesto y de sus potencialidades al encontrar un método directo
sencillo y econdmico, para su extraccién, este es el valor agregado vy
contribucion del presente estudio a la estrategia nacional de conocimiento acerca
de nuestros recursos biologicos.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 Planteamiento de la pregunta o problema de investigaciéon y su
justificacion en términos de necesidades y pertinencia:

La genipina es un compuesto de origen natural que se obtiene a partir del
genipésido procedente del fruto de Gardenia jasminoides y del fruto de Genipa
americana. Los frutos aun verdes brindan un color azul, el cual es utilizado para
diversas finalidades. Esta propiedad ya era conocida por los indigenas que lo
utilizaban para tefir tejidos, accesorios, cerdmicas y para pintar el cuerpo en
ceremonias religiosas y batallas. El poder colorante es debido a la presencia de un
iridoide denominado genipina, que se presenta originalmente incolora pero se torna
azul en contacto con grupos amino (Almeida, 2008).

Ademas posee propiedades farmacoldgicas como antiinflamatorio, diurético,
coleretico y hemostético. La caracteristica destacable de la genipina es su
capacidad de reaccionar con aminas primarias, dando lugar a estructuras
entrecruzadas quimicamente, lo cual permite su utilizacibn como agente
entrecruzante en sistemas de liberacion de farmacos tales como microcapsulas e
hidrogeles. Entre los mas estudiados estan los hidrogeles de quitosano
entrecruzados con genipina, Fwu-Long y colaboradores (2001) prepararon
microesferas de quitosano por un método de dispersion de agua en aceite,
utilizando genipina como agente entrecruzante. Yuan et al. (2007) obtuvieron
microesferas de quitosano, albumina bovina y genipina.

La extraccion comercial de genipina es costosa y limita su aplicacion. En la
actualidad, la genipina se obtiene comercialmente del fruto de la Gardenia
jasminoides mediante la hidrolisis enzimatica del genipdsido que utiliza la enzima -
glucosidasa cuyo costo es de 198.0 ddlares americanos por gramo (Sigma-Aldrich).
Considerando que el fruto presenta un muy bajo contenido de genipina, por lo que
en el mercado un gramo de genipina de la empresa Linchuan Zhixin Bio-Technology
Company se cotiza a 14 dolares americanos y 25 mg de genipina de la empresa
Sigma Aldrich tiene un precio de 94.30 ddlares americanos.

Es necesario tener en cuenta que la Gardenia jasminoides es un arbusto
perteneciente a la familia de las Rubiaceas, originario de Asia central y de Africa
tropical (InfoAgro), que se cultiva como planta ornamental, la cual puede adaptarse
a otras regiones presentando graves problemas de plagas y enfermedades, lo que
encarece aun mas la obtencion de genipina a partir de esta planta en paises
diferentes al lugar de origen.

En Colombia, un pais de gran biodiversidad, se encuentra en forma silvestre el arbol
cuyo nombre cientifico es Genipa americana, perteneciente a la familia Rubiaceae,
nativo de América Central y América del sur, que presenta un gran potencial de
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aprovechamiento en la industrializacion de los frutos como alternativa para la
extraccion de la genipina (Francis, 1993).

Es necesario encontrar un método de extraccion de genipina preferiblemente no
dependiente de enzimas a partir de Genipa americana sencillo y a menor costo, que
posibilite una mayor utilizacién de la genipina, no solo como colorante sino también
investigando sus potenciales propiedades farmacoldgicas. Igualmente presenta
importancia como agente entrecruzante. (BYUNG-CHUL, y otros, 2005)
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2.2 Marco teorico y estado del arte

En 1973 Endo y Taguchi reportaron la preparacion de genipina basandose en varios
pasos. Se inicia con la extraccion del genipoésido a partir del polvo pulverizado del
fruto de gardenia con cloroformo y metanol. Posteriormente, se realiza un
fraccionamiento cromatografico y recristalizacion en acetona, obteniéndose el
geniposido puro. Finalmente, el genipdsido se hidroliza por accion de la B-
glucosidasa para dar la genipina. Mas tarde, el aislamiento del geniposido se realizé
empleando diferentes solventes organicos y, extraccion por reflujo y por ultrasonido.
En cuanto a la transformacion del genipésido en genipina se emplean otras enzimas
hidroliticas como la isolasa, a-glucosidasa y amilasa. Todos los métodos se basan
en la extraccion y purificacion del geniposido y luego la hidrolisis de este para
obtener la genipina (Weerapath, Praneet, Tanasait, & Theerasak, 2013).

La genipina se obtiene comercialmente del fruto de la Gardenia jasminoides
mediante la hidrolisis del genipdsido por accion de una enzima hidrolitica como la
B-glucosidasa (figura 1), la cual se efectia en medio acuoso-orgénico, pero la
genipina es inestable en agua, motivo por el cual la hidrdlisis en medio acuoso
(figura 2) reduce el rendimiento en la produccion de genipina. La genipina producida
puede ser extraida en la fase organica durante la reaccion, no obstante, el
disolvente organico puede destruir la enzima (Yi-Shun Yang, 2011).

O§ CHz O§ CHs
= B —Glucosidase =
+ H,0 Fe 4+ Glucose
(0] @]
o) OH
HO HO

-
Glucose

Figura 1 Hidrdlisis del geniposido a genipina por accién de la B-glucosidasa inmovilizada.

COOCH, COOCH3 COOCH3

AN H,0 cHo HyO CHO
P — P —
H,O OH H,0
O 2 2 CHO
OH
OH HO HO

Figura 2 Hidrolisis de la genipina

HO
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La genipina presenta una fuerte tendencia a establecer enlaces cruzados con
aminas, aminoacidos y proteinas, por lo tanto las enzimas usadas en la extraccion
tienen tendencia a reaccionar con la genipina, aumentando de esa manera los
costos de la operacion.

Se cree que la reaccidon de entrecruzamiento entre la genipina y los materiales que
contienen grupos amino involucra dos etapas, las cuales se dan en distintos
lugares de la molécula de genipina.

La reaccién 1 (figura 3) es una sustitucion nucleofilica (SN2) que involucra la
sustitucion del grupo éster de la molécula de genipina por una amina primaria
generando una amida, liberando metanol.

H,N—R ®
H,N—R HN—R H
e S / N—R

[0 OCH ¥ H

S N NN O
CH,OH
0
CH,0H OH CH,0H OH CH,0H OH

Figura 3 Reaccion 1

Al mismo tiempo en que ocurre la sustitucion del éster se da la reaccion 2 (figura 4).
Esta reaccién comienza con un ataque nucleofilico de la amina primaria al carbono
3 de la genipina para formar un intermediario. Seguido de la apertura del anillo
dihidropirano se tiene el ataque de la amina secundaria formada en el primer paso
de la reaccion sobre el grupo aldehido resultante. (Michael F. Butler, 2003)

0 OCH, 0 OCH,
0\\\"‘(3 /OCH3 ;‘“\“‘c/ \\Q\‘C/
.. R R
€ —NH—R
H L
2 T
CH,0H CH,OH Woi CH,OH

Figura 4. Reaccién 2

Danielle de Almeida y col. ya estudiaron la posibilidad de usar ultrasonido y
extraccién por soxhlet del fruto de la G. americana, obteniendo rendimientos de
hasta el 51%, comparado con el rendimiento de cerca del 48% reportado por Yang
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y colaboradores usando la hidrélisis enzimatica. Ambos grupos emplearon metanol
y fases acuosas en sus procedimientos de extraccion.

Es evidente que se requiere de un método de extraccion directa, preferiblemente
no dependiente de enzimas y de ser posible evitando la hidrdlisis de la genipina,
con alto rendimiento y pureza.

En Colombia se encuentra la Genipa americana (figura 5) en forma silvestre.

Figura 5 Arbol de Genipa
americana
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Tabla 1 Principales caracteristicas de la Genipa americana

Clasificacién

Familia: Rubiaceae

taxondémica | Género: Genipa.
(Linnaeus) | Especie G. americana.
Nombre Jagua o Huito
comun
Areas de Ampliamente distribuida en América Central y América del Sur
distribucion | tropical. En Colombia se encuentra en todo el territorio.
n at u ral AMERICA DEL MORTE .
Oedano Attdntico
A
AMERICA T
CENTRAL
Océano Pacifico
LY 205
Figura 6 Areas de distribucién natural d la Genipa americana
Etimologia: | Derivado de tupi-guarani que significa mancha oscura o fruto
Genipa gue sirve para pintar; americana: procedente de América.
-
Figura 7 Fruto Genipa americana
Datos Florece desde octubre hasta diciembre; frutos maduros en
fenoldgicos | febrero y marzo (Francis, 1993)
Fruto: El fruto de este arbol, de 10 cm de largo y 7 cm de didmetro
Usos: En Colombia se emplea como arbol maderable, su fruto se utiliza

como colorante por las comunidades del Pacifico especialmente
los pueblos indigenas (Chalda, y otros, 2003)

se ha encontrado que la mejor aplicacion industrial de esos
frutos es la extraccion de sustancias farmacoldégicamente activas
presentes en ellos, como la genipina cuyo nombre IUPAC es
(1R,2R,6S)-2-Hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclo[4.3.0]nona-
4,8-dieno-5-carboxilato de metilo, pero solo se aprovecha su
capacidad como colorante (Rodrigues, 2008)
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Estudios quimicos en la especie Genipa americana:

La Genipa americana es quimicamente caracterizada por la presencia de iridoides.
La genipina fue el primer iridoide aislado de frutos de la especie en el Brasil
(Djerassi, 1960) y su estructura fue elucidada en el afio siguiente (Djerassi, 1961).

Se ha reportado recientemente que la genipina posee numerosos efectos
farmacoldgicos: hepatoprotector (Seok-Joo, Joon-Ki, Dong-Ung, Jong-Hwan, &
Sun-Mee, 2010), colerético (Shoda, y otros, 2004), antinflamatorio (Guang-fa, y
otros, 2009), anticanceroso (Cao, y otros, 2010), antitrombotico (Suzuki, Kondo,
Ikeda, & Umemura, 2001), antibacterial (Lelono, Tachibana, & Itoh, 2009),
antidiabético (C.Y. Zhang, 2006), disminuye el riesgo de gastritis y revierte lesiones
gastricas (Lee, Lee, & Jeong, 2009), neuroprotector (M. Yamazaki, 2009) y
antidepresivo (Jun-Sheng, y otros, 2004). Ademas, ha sido usada como agente
entrecruzante natural con baja citotoxicidad para polimeros como la gelatina y el
quitosano en aplicaciones como la ingenieria de tejidos (Melika, Fathollah, &
Masoud, 2013), hidrogeles (Muzzarelli, 2009) y ensayos colorimétricos de
aminoécidos (Sang-Won, Jong-Min, Seong-Hee, Young-Sook, & Tae-Ryong, 2003).

La industrializacion de la Genipa americana esta relacionada con el uso como
colorante, lo cual se evidencia en las patentes: en el afio 1996 se patento en Japén
un producto obtenido del jugo de este fruto para tefiir el cabello, en el afio 2005 en
Brasil se patento un método para el uso del jugo de Genipa americana en tatuajes
corporales no permanentes (Almeida, 2008) y en el afio 2011 la empresa
colombiana Ecoflora S.A patenté un método para la fabricacion de un colorante azul
como liquido o como solido, este colorante es derivado del jugo obtenido de la pulpa
de fruta de la Genipa americana. (Estados Unidos Patente n® 7927637, 2011)
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2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Objetivo general

Avanzar en el desarrollo tecnologico de la extraccion eficiente y econémica de la
genipina con un alto grado de pureza, para posteriores aplicaciones industriales.

2.3.2 Objetivo Especificos

1. Extraer la genipina a partir del fruto de Genipa americana empleando un método
de extraccion sencillo y econdmico.

2. Caracterizar la genipina obtenida mediante técnicas instrumentales.

3. Valorar por Cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia (UPLC) la genipina
extraida.

19



2.4 Metodologia Propuesta

Este proyecto se realizd en las instalaciones del laboratorio de investigacion de
fitoquimica de la Universidad Icesi.

2.4.1 Extraccién de la genipina

Se recolectaron los frutos verdes de Genipa americana en la ciudad de Buga, Valle
del Cauca, Colombia. Primero se hizo el tratamiento del fruto, el cual consisti6 en la
preparacion de un jugo en acetato de etilo (aproximadamente 900 mL por 400
gramos de pulpa). Luego se realiz6 la extraccion liquido-liquido al colocar el jugo
obtenido en el equipo de ultrasonido durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, el extracto se filtr6 a gravedad y el filtrado se secd por rota-evaporacion.

La separacion de los diferentes componentes del extracto se hizo por cromatografia
en columna flash. Para la elucion de los componentes se utilizaron 7 sistemas de
solventes (aproximadamente 200 mL de cada sistema):1. Diclorometano, 2.
Diclorometano-acetato de etilo 9:1; 3. Diclorometano-acetato de etilo 7:3; 4.
Diclorometano-acetato de etilo 6:4; 5.Diclorometano-acetato de etilo 7:3; 6.Acetato
de etilo y 7 Metanol. Se recolectaron las fracciones eluidas y se secaron empleando
el sistema Rapidvap. A continuacion, se realiz6 cromatografia planar de las
fracciones empleando fase mavil diclorometano-acetato de etilo 1:1 y como
revelador el 2-aminodifenilborinato.

Se juntaron las fracciones en las cuales se encontré una banda azul oscuro en las
placas cromatograficas después de ser reveladas, lo cual es positivo para genipina.
Se obtuvo un rendimiento del 45,49%.

2.4.2 Caracterizaciéon de la genipina

La genipina extraida se caracterizO mediante Espectrometria de Masas con
ionizacion por Electrospray (ESI-MS), Espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier (FTIR) empleando un equipo Shimadzu FTIR Affinity, Cromatografia
Liguida de Ultra-alta eficiencia (UPLC) con deteccion Ultravioleta de marca
WATERS ACQUITY H-CLASS y Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) unidimensional y bidimensional empleando un equipo Bruker Avance 1l 400
MHz.

2.4.3 Valoracion de la genipina.
Curva de calibracién

Se realizé una curva de calibracion de genipina, para esto se prepar6 una solucién
stock de 1mg/mL (1000 ppm) en metanol y a partir de esta solucién se hicieron 6
diluciones de las siguientes concentraciones: 300 ppm, 230 ppm, 150 ppm, 110
ppm, 60 ppm y 20 ppm. La curva se hizo por duplicado.
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Obtencion de muestras

Se dividi6 el fruto en cinco partes de un tamafio de 2x2 cm de la Genipa americana
y de cada fraccion se pesaron 500mg que fueron licuados con 10 mL de agua tipo |
empleando un homogeneizador para cada una de las muestras. Posteriormente, se
realiz6 una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, asistida por ultrasonido
durante 5 minutos, este proceso fue realizado por duplicado con el propdésito de
tener mayores rendimientos en la extraccion.

Se recogi6 la fase orgénica de la extraccioén liquido-liquido para concentrarla en el
rotoevaporador, el solido obtenido se solubilizo con 1 mL de metanol grado HPLC.
De la solucion metandlica anterior se tomaron 200 pL y se llevaron a 1000 pL con
metanol, en seguida, se filtrd utilizando un filtro de nylon de 0.22 pm.

Finalmente, se realizé el corrido de las 5 muestras y se determiné la concentracion
de cada una de ellas por medio de la curva de calibracion obtenida previamente.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Matriz de marco légico

Objetivo General: Avanzar en el desarrollo tecnolégico de la extraccion eficiente

y econOmica de la genipina

aplicaciones industriales

con un alto grado de pureza, para posteriores

Objetivos Especificos Actividad Indicadores Supuestos
Determinar los | Encontrar La columna
elementos los cromatografia, los
necesarios para | elementos solventes, la bomba
la realizacion del | necesarios |de vacio y el
meétodo de | para realizar | ultrasonido se
extraccion. la encuentran

extraccion. disponibles.
Determinar el | Se El solvente se
mejor solvente | establecié el | encuentra disponible
para la | mejor
extraccion solvente
liquido-liquido. para la

extraccion

Extraer la genipina a liquido-

partir del fruto de liquido

Genipa americana i

empleando un método Det_ermlnar_ la | Se 3 Los _ solventes

de extraccién sencillo y | Mmejor serie de estgblemo !a necesarios para la

econémico. solventes para | mejor serie | separacion en

realizar la | de solventes | columna se
separacion para realizar | encuentran
empleando la disponibles.
cromatografia en | separacion
columna. empleando

cromatografi

a en

columna.
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Caracterizar la genipina
obtenida mediante
técnicas instrumentales

Verificar la | Encontrar el | El equipo se
presencia de la | maximo de | encuentra
genipina absorcion disponible.
realizando una | caracteristic
lectura en un|o de la
espectrometro genipina
ultravioleta-
visible.
Analizar por | Encontrar El equipo se
Infrarrojo (IR) las bandas | encuentra
de absorcion | disponible.

caracteristic
as de los
grupos
funcionales
presentes en
la genipina

Analizar por
espectrometria
de masas

El peso
molecular
obtenido
corresponde
al peso
molecular
tedrico de la
genipina.

Las
fragmentacio
nes
obtenidas
corresponde
n a la
estructura de
la genipina

El analisis por esta
instrumental
se puede realizar en
la Universidad de

técnica

Antioquia.
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Analizar
Resonancia
Magnética
Nuclear
unidimensional y
bidimensional

por

La estructura
del
compuesto
obtenido,
dilucidada a
partir de este
técnica
instrumental
coincide con
la estructura

El analisis por esta
técnica instrumental
se puede realizar en
la Universidad del
Valle

de la
genipina
Analizar la | El pico | El equipo se
pureza del | detectado a | encuentra disponible
compuesto la longitud
obtenido por | de onda
UPLC caracteristic
a no
presenta
impurezas.
Valorar por UPLC de la | Determinar los | Se lograron | El equipo UPLC se
genipina extraida. pardmetros de | establecer encuentra disponible
flujo y | los y funciona
temperatura que | parametros | correctamente.
se deben | de flujo vy
Introducir en el | temperatura
software del | 6ptimos.
equipo UPLC

para realizar un
corrido 6ptimo.

2.5.2 Extraccion de la genipina.

Se tomaron frutos verdes y maduros de Genipa americana, los cuales se secaron
en un horno a una temperatura de 45°C. Los frutos secos fueron sometidos a una
extraccion por soxhlet empleando como solvente metanol. Asimismo, se realizo la
extraccion utilizando frutos frescos.

La separacion cromatografica se realiz0 empleando como eluente

diclorometano:acetato de etilo en diferentes proporciones (1:1, 9:1, 8:2, 7.3, 6:4) y
como revelador 2-aminoetildifenilborinato, el cual al poseer un grupo amino forma
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un pigmento azul al reaccionar con la genipina. Se obtuvo que el mejor sistema
eluente es diclorometano:acetato de etilo 1:1.

Para determinar si se empleaban los frutos frescos o los frutos maduros se hizo una
extraccion soxhlet con metanol a los frutos verdes y a los frutos maduros y una
separacion por cromatografia de capa fina. A partir de los resultados obtenidos por
cromatografia planar se observé que hay una mayor extraccion de genipina (banda
mas ancha) en los frutos verdes y frescos. Ademas, al partir los frutos maduros,
estos presentaban una coloracién azul en su interior, lo cual indicé que parte de la
genipina presente se habia entrecruzado y por lo tanto, el rendimiento de extraccion
seria menor.

La extraccion soxhlet sirvi6 como preliminar para conocer cuales frutos serian
empleados para la extraccion. Ahora el siguiente parametro a determinar era cual
método de extraccion seria mas eficiente. Se probaron 3 métodos: extraccion
soxhlet, extraccion asistida por ultrasonido y extraccién liquido-liquido.

Se realizé cromatografia planar del extracto obtenido por cada método, y los
resultados obtenidos permitieron concluir que la extraccion liquido-liquido era el
método mas eficiente de los empleados.

Una vez se determind el método mas eficiente, se realizaron los estudios pertinentes
para escoger el mejor solvente. Se prepar6 jugo de genipa y teniendo en cuenta
que la genipina es polar se realizaron extracciones liquido-liquido con solventes y
sistemas de solventes de polaridad media (diclorometano, diclorometano:acetato de
etilo, acetato de etilo. Se debe resaltar que no se empledé metanol para evitar la
extraccion de otras moléculas polares, como por ejemplo azucares.

Los resultados de cromatografia planar de los extractos organicos obtenidos
indicaron que el acetato de etilo es el mejor solvente para realizar la extraccion
liquido-liquido.

La separacién de la genipina de otros compuestos quimicamente similares se
realizd por cromatografia flash. El sistema y el orden de los eluentes se indican a
continuacion:

. Diclorometano

. Diclorometano:acetato de etilo 9:1,
. Diclorometano:acetato de etilo 7:3,
. Diclorometano:acetato de etilo 6:4;
. Diclorometano:acetato de etilo 3:7,
. Acetato de etilo

. Metanol.

~NOoO o~ WNPE
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Se hizo un barrido de polaridad, partiendo de un sistema medianamente polar y
terminando en un solvente bastante polar.

Las fracciones eluidas fueron recogidas en tubos de ensayos. A continuacion, se
analizé cada una de las fracciones y se reunieron las fracciones en las cuales
aparecia la banda para la genipina, se rotaevaporaron y finalmente se obtuvo un
solido blanco.

Con el fin de evitar la hidrolisis de la genipina, se modifico el método, preparando el
jugo de genipina en acetato de etilo y no en agua. El sélido obtenido por este método
modificado, se caracterizd6 para confirmar que efectivamente correspondia a la
genipina.

2.5.3 Comparacion de meétodos

Para poder determinar la eficiencia y menor costo del método propuesto, se
procedi6 a comparar los rendimientos y los procedimientos de extraccion de
genipina de forma cualitativa.

Danielle de Almeida y col. obtuvieron rendimientos de hasta el 51% empleando
Genipa americana, comparado con el rendimiento de cerca del 48% reportado por
Yang y col. usando la hidrdlisis enziméatica.

En cuanto a la comparaciéon del método propuesto con los métodos quimicos
reportados, se tiene un menor porcentaje de rendimiento con el primero. No
obstante, los métodos quimicos emplean generalmente extraccién soxhlet, la cual
acarrea mayor tiempo y mayor consumo energético y no se tienen reportes en la
literatura de la calidad de la genipina extraida.

En la metodologia propuesta (ver figura 9) en el presente trabajo se obtuvo un
rendimiento del 45%, el cual es ligeramente menor que el obtenido por métodos
enzimaticos. Sin embargo, el hecho de que el método impligue una extraccion
directa (ver figura 8), es decir, ahorre el paso de extraer el genipdsido y luego su
hidrolisis, de esta manera no se requiere el empleo de enzimas ni de equipos
costosos, lo convierte en un método eficiente, sencillo y econdmico. A pesar que la
extraccion se realiza con solvente organicos, los mismos pueden ser recuperados y
ser utilizados nuevamente, de esta manera se logra disminuir costos y el posible
impacto ambiental.
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eLos frutos de Gardenia jasminoides se trituran.

J

\

*A los frutos triturados se les realiza una extraccion con Cloroformo con el objetivo
de remover grasas y aceites, a continuacion se hace una extraccion con metanol a
temperatura ambiente. Este proceso se realiza tres veces.

J
~\

eLos extractos metanolicos se combinan y se concentran, despues se realiza
cromatografia sobre carbon y se utiliza como eluente una solucion etaolica al 10%
para separar los azucares, posteriormente se repite la cromatografia pero
empleando como eluente metanol.

A la fraccién obtenida en el paso anterior se le realiza cromatografia sobre silica gel y
usando una mezcla de metanol y cloroformo. El geniposido eluye con una mezcla de
7-10% metanol-cloroformo. El residuo es cristalizado empleando acetona.

J

N

*El geniposido y una solucién acuosa al 1% de B-Glucosidasa se agregan a un buffer de

acetato (pH=5), esta mezcla se deja a 372C durante tres horas. Posteriormente se
extrae con eter.

oEl extracto es concentado y cristalizado con eter-metanol para dar la genipina.

v
v
v

Figura 8 Procedimiento de extraccion de genipina a partir de Gardenia jasminoides. (Vaandering, 2006)
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N\

*Se realiza un jugo en acetato de etilo con los frutos verdes de Genipa americana

J

\

*Se realiza la extraccién liquido-liquido al colocar el jugo obtenido en el equipo
de ultrasonido durante 30 minutos a temperatura ambiente. El extracto se filtra
a gravedad y el filtrado se seca por rota-evaporacion.

J

eLa separacion de los diferentes componentes del extracto se hace por )
cromatografia en columna flash. Para la elucién de los componentes se
utilizaron 7 sistemas de solventes:1. Diclorometano, 2. Diclorometano-acetato
de etilo 9:1; 3. Diclorometano-acetato de etilo 7:3; 4. Diclorometano-acetato
de etilo 6:4; 5.Diclorometano-acetato de etilo 7:3; 6.Acetato de etiloy 7
Metanol.

e Las fracciones eluidas se recolectan y se secan empleando el sistema
Rapidvap.

. . . oo )
e Se realiza cromatografia planar de las fracciones empleando fase movil
diclorometano-acetato de etilo 1:1 y como revelador el 2-
aminodifenilborinato.

. . , N
¢ Se juntan las fracciones en las cuales se encontré una banda azul oscuro
en las placas cromatograficas después de ser reveladas, lo cual es

positivo para genipina. Finalmente se obtuvo un sélido blanco.

Figura 9 Procedimiento propuesto de extraccion de genipina a partir de Genipa americana
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2.5.4 Caracterizacion de la genipina

Con el fin de verificar la pureza de la molécula extraida se realiz6 un andlisis por
UPLC. El método empleado y las condiciones de trabajo del equipo se muestran en

la tabla 1.
Tabla 2 Condiciones de trabajo del UPLC
Método
Tiempo Flujo %A %B Temperatura
(UL/min) (Acido (Acetonitrilo | Columna de la
formico 0,2%) columna
0,2%)
0 0,6 90 10 ACQUITY

0,3 0,6 90 10 UPLC®

3,0 0,6 10 90 BEH C18 25°C

4,0 0,6 10 90 1.7 pm,

4,1 0,6 90 10 2,1x

6,0 0,6 90 10 100mm

En la figura 8 se muestra el grafico de pureza Optica de la genipina obtenida en el
altimo método de extraccion se observa un pico estrecho y simétrico a un tiempo de

retencion de 1.899 minutos.

El detector ACQUITY UPLC® de matriz de fotodiodos (PDA) permite detectar y
cuantificar concentraciones mas bajas de analitos en las muestras, y comparar los
espectros en el rango visible y ultravioleta en un amplio intervalo de concentraciones
(WATERS, 2013). En la figura 9 se presenta el espectro ultravioleta de la genipina
obtenido con el PDA, donde el méximo de absorcién aparece a 241 nm, lo cual
corresponde con lo reportado en la literatura para la genipina (Harris, Lecumberri, &

Heras, 2010).
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Figura 11 Espectro ultravioleta de la genipina

Como se obtuvo un pico estrecho y simétrico en el andlisis cromatografico y no se
evidencio ningun otro pico, se consider6 que la genipina presentaba un alto grado
de pureza. La pureza y la identidad de un pico cromatogréafico se evalla, a menudo,
basandose en las propiedades espectrales usando un detector de arreglo de diodos
(PDA) (D’AMICO Sistemas S.A, 2012), mediante esta técnica se verifico la pureza

de pico.

Se procedio a realizarle a la muestra un analisis por Espectrometria de Masas (ESI-
EM) para conocer el peso molecular de la molécula extraida. En las figuras 10y 11
se muestra los espectros de masas en modo positivo y negativo obtenidos. En el
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modo positivo se observa un pico a 249 m/z, el cual corresponde a un aducto de la
molécula con sodio. Teniendo en cuenta lo anterior se deduce que el peso molecular
de la molécula extraida es de 226 g/mol, lo cual corresponde con el peso molecular
de la genipina (Vaandering, 2006). En el modo negativo se observa un pico a 224,8
m/z, el cual se asume que puede deberse a la pérdida de un protén de la molécula.
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o

Figura 12 Espectro de masas de la genipina (modo positivo)

13
i

T

i e M-1)

l".-l
te
i
I

i

i
1=

I

It

b

Figura 13 Espectro de masas de la genipina (modo negativo)

Una vez que el peso molecular de la muestra coincide con el de la genipina, se
efectud un analisis por Espectroscopia Infrarroja (FTIR) con el objetivo de observar
los grupos funcionales presentes en la molécula extraida.
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El espectro FTIR de la molécula extraida (Figura 12) muestra una banda debida al
estiramiento —OH a 3.428 cm™; a 2.951 cm™ se evidencia el estiramiento C-H; a
1.688 cm™ aparece la vibracién de tensién del C=0; a 1629 cmse encuentra la
vibracién de tension de —C=C-; a 1440cm* la vibracion de tensién del anillo; a 1265
cm? la vibracion de tension asimétrica del —C-O del éter y a 1107 cm la vibracién
de tension simétrica y asimétrica del —C-O del éster.
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Figura 14 Espectro FTIR de la molécula extraida

Se encontrd que los grupos funcionales presentes en la molécula objeto de estudio
coinciden con los grupos funcionales encontrados en la genipina. A continuacion se
realiz6 un analisis por RMN unidimensional y bidimensional para dilucidar la
estructura de la molécula extraida y verificar que corresponda con la estructura de
la genipina.

El solvente utilizado para el analisis por RMN de la molécula fue metanol deuterado
(MeOH-D4).

En la figura 14 se muestra el espectro DEPT-135, en el cual las resonancias de CHs
y CH aparecen como sefales positivas, las resonancias de CH2 aparecen como
sefales negativas (sefiales por debajo de la linea base) y no se observan sefales
para los carbonos cuaternarios.
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Figura 16 Espectro de RMN DEPT-135 de la genipina
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Tabla 3 Desplazamiento quimico de las seiiales de carbono. RMN DEPT-135

Numero | Desplazamiento Tipo
del guimico (ppm)
carbono
12 168.45 Cuaternario (no aparece la sefial)
2 152.9 CH
9 144.22 Cuaternario (no aparece la sefial)
8 126.57 CH
3 110.32 Cuaternario (no aparece la sefial)
6 96.35 CH
10 60.34 CH:2
18 50.33 CHs
5 47.65 CH
7 38.61 CH:z
4 36.26 CH
I r
R | |

Figura 17 Espectro RMN 13C de la genipina. En color azul se muestra el desplazamiento quimico de cada uno de las
sefales y en color verde la asignacion de los carbonos a una seiial
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Tabla 4 Desplazamiento quimico de los carbonos. RMN 13C

Numero | Desplazamiento
del guimico (ppm)
carbono
12 168.45
2 152.9
9 144.22
8 126.57
3 110.32
6 96.35
10 60.34
18 50.33
5 47.65
7 38.61
4 36.26
g - 3.8E+07
Moo W R e
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Figura 18 Espectro RMN 1H de la genipina. En color azul se muestra el desplazamiento quimico de cada uno de las
sefales y en color magenta la multiplicidad de la sefial
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Tabla 5 Parametros obtenidos a partir del andlisis del espectro RMN 1H de la genipina

Numero | Desplazamiento | Rango H's | Integral | Clase J's
del guimico (ppm) | (ppm)
hidrogeno
20 4.83 4.83 - 1 1.04 S
4,78
19 7.57 7.66 - 1 1 S
7.55
27 2.2 2.25- 1 1.46 S
2.18
26 2.54 2.61- 1 1.06 t 8.27,
2.47 8.27
21,22 2.87 2.95- 2 1.14 dd 8.48,
2.80 16.59
15 3.19 3.26- 1 1.13 q 8.52,
3.13 8.52,
8.50
16 3.39 3.46- 1 1.02 S
3.36
28,29,30 3.75 3.82- 3 3.65 S
3.68
24,25 4.3 4.42- 2 2.34 m
4.19
23 5.87 5.97- 1 1.03 S
5.75

La espectrometria de correlacién es uno de los diversos tipos de espectrometria de
resonancia magnética nuclear (RMN) bidimensional. Este tipo de experimento RMN
es mejor conocido por su acrénimo, COSY. Otros tipos de espectrometria RMN
bidimensional son la espectrometria-J, la de intercambio (EXSY), la de efecto
Overhauser nuclear (NOESY), la de correlacion total (TOCSY), y experimentos de
correlacion heteronuclear como el HSQC, HMQC y HMBC. (Espectrometria.com,
s.f.)
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Figura 19 Espectro RMN 2D HSQC de la genipina
Tabla 6 Correlacién entre los carbonos y los hidrégenos presentes en la estructura de la genipina.
Numero | Desplazamiento Numero Desplazamiento | Multiplicidad | Correlacién
del guimico (ppm) del qguimico (ppm) C-H
carbono hidrogeno
12 168.45 20 4.83 S 2-19
2 152.9 19 7.57 S 8-23
9 144.22 26 2.2 S 6-20
8 126.57 27 2.54 t 10-24,25
3 110.32 21,22 2.87 dd 4-15
6 96.35 15 3.19 o} 7-21,22
10 60.34 16 3.39 S 5-16
18 50.33 28,29,30 3.75 S 18-
28,29,30
5 47.65 24,25 4.3 m -
7 38.61 23 5.87 S -
4 36.26 20 4.83 S -
El experimento de correlacibn heteronuclear a varios enlaces (HMBC,

Heteronuclear Multiple Bond Correlation), desarrollado por Bax (1986) establece la
correlacién entre protones y un heteroatomo X separados por 2 o 3 enlaces.

Las correlaciones a un enlace dan lugar dan lugar a sefiales de cruce dobles en la

dimensién de 'H. (Duddeck, Dietrich, & Toth, 2000).
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Figura 20 Espectro RMN 2D HMBC de la genipina

Una de las técnicas 2D mas importantes es la técnica homonuclear (*H-'H) COSY
(correlation spectroscopy), en cuyos espectros aparecen los desplazamientos
quimicos de 'H en ambas dimensiones.

En los espectros COSY aparecen basicamente dos tipos diferentes de sefiales. Las
de la diagonal (sefiales o picos diagonales) representan el espectro 1D. Las sefiales
de fuera de la diagonal constituyen los denominados picos o sefiales de cruce, que
indican la existencia de acoplamientos escalares (a través de los enlaces) entre los
nacleos. Los correspondientes nucleos acoplados con ellos e pueden encontrar
partiendo de las sefiales de cruce, trazando lineas horizontales y verticales hasta
encontrar la diagonal y estas son las posiciones de las sefiales de los nucleos
acoplados entre si. Debido a la simetria del espectro, este procedimiento se puede
llevar a cabo tanto en el triangulo superior izquierdo como en el inferior derecho (del
hipotético cuadrado) (Duddeck, Dietrich, & Toth, 2000).
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Figura 21 Espectro de RMN 2D COSY de la genipina

Los espectros NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpetroscopY) presentan una
apariencia similar al COSY, con simetria respecto a la diagonal.

Como su propio nombre indica, esta técnica esta basada en el efecto NOE, es decir,
fundamenta se fundamenta en procesos de relajacion a través de interaccion dipolar
directa de los espines nucleares. Juega un papel muy importante en la
determinaciéon de estructuras por RMN porque en este tipo de experimentos se
obtiene informacion acerca de las distancias entre protones proximos en el espacio
(RMN. Estructura de macromoléculas, s.f.).

J. i L e, ﬂl [P —~ Y A

£ —
E

g
S

4 5
m
2

5 E
o
=

B (]
T

T

B0 75 TOD 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

F2 Chemical Shift {ppm)

Figura 22 Espectro de RMN 2D NOESY de la genipina

Se observo que la asignacion propuesta inicialmente es coherente con la correlacion
dada por los experimentos en 2D. Se concluye entonces que la estructura de la
molécula extraida corresponde a la genipina.
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2.5.5 Valoracion de la genipina por UPLC

Las condiciones de trabajo del UPLC utilizadas para la valoracion de la genipina se
indican en la tabla 6.

Tabla 7 Condiciones de trabajo del UPLC para la realizacion de la valoraciéon de la genipina.

Método
Tiempo Flujo %A %B Temperatura
(UL/min) (Acido | (Acetonitrilo | Columna de la
formico 0,2%) columna
0,2%)
0 0,6 90 10 ACQUITY
0,3 0,6 90 10 UPLC®
3,0 0,6 30 70 BEH C18 25°C
3,1 0,6 90 10 1.7 pm,
4,5 0,6 90 10 2,1x
100mm

La curva de calibracion se hizo utilizando 6 concentraciones de genipina: 20 ppm,
60 ppm, 110 ppm, 150 ppm, 230 ppm y 300 ppm. Se obtuvo un coeficiente de
correlacion lineal (R?) igual a 0,993750.

Calibration Plot

| | 1 | | | | | 1 1 | 1 | | 1 | | | 1 | | 1 | | 1 | | 1 | | |
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00
Amount

Figura 23 Curva de calibracion de la genipina
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Se realizaron los cromatogramas para las concentraciones a 20 ppm, 60 ppm, 110
ppm, 150 ppm, 230 ppm y 300 ppm de genipina (ver anexo). A continuacion, se

encuentran

las tablas donde se

resume la informacién extraida de los

cromatogramas y en la figura 22 se ilustra uno de los cromatogramas obtenidos a
una concentracion de 300 ppm

Auto-Scaled Chromatogram

(==

AU
-

o
=]
S

Minutes

3.00

Auto-Scaled Chromatogram

1.00 %
o
- 1
0.50+ %_
&
|
0.001— N — AN
o T T T T | T | T
0.00 1.00 2.00 3.00

Minutes

Figura 24 Cromatograma de la genipina a una concentracién de 300 ppm

Tabla 8 Recopilacién de los datos obtenidos a partir del cromatograma de la genipina a una concentracién de 300

ppm.
Nombre de | Canal | Tiempo de Area Altura Concentracién
la muestra retencion (mg/L)
1 Genipina PDA 2.035 1124544 | 1119759 300
300ppm Chi
240nm
2 Genipina PDA 2.029 1091718 | 1082576 300
300ppm Chi
240nm
Promedio 1108131 | 1101168 300
Desviacion 23211 26293 0
estandar
%RSD 2.1 2.4 0
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Tabla 9 Recopilacidn de los datos obtenidos a partir del cromatograma de la genipina a una concentracion de 230

ppm.
Nombre de | Canal | Tiempo de Area Altura Concentracion
la muestra retencion (mg/L)
1 Genipina PDA 2.031 748477 745973 230
230ppm Chi
240nm
2 Genipina PDA 2.030 845292 844538 230
230ppm Chi
240nm
Promedio 796885 795256 230
Desviacion 68459 69696 0
estandar
%RSD 8.6 8.8 0

Tabla 10 Recopilacion de los datos obtenidos a partir del cromatograma de la genipina a una concentracion de 150

ppm.
Nombre de | Canal Tiempo de Area Altura Concentracion
la muestra retencion (mg/L)
1 Genipina PDA 2.029 555176 555335 150
150ppm Chi
240nm
2 Genipina PDA 2.029 556511 557324 150
150ppm Chl
240nm
Promedio 555843 556330 150
Desviacion 945 1406 0
estandar
%RSD 0.2 0.3 0

Tabla 11 Recopilacién de los datos obtenidos a partir del cromatograma de la genipina a una concentracién de 110

ppm.
Nombre de | Canal Tiempo de Area Altura Concentracion
la muestra retencion (mg/L)
1 Genipina PDA 2.029 402322 403102 110
110ppm Chi
240nm
2 Genipina PDA 2.028 406226 408375 110
110ppm Chi
240nm
Promedio 404274 405738 110
Desviacion 2761 3728 0
estandar
%RSD 0.7 0.9 0
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Tabla 12 Recopilacion de los datos obtenidos a partir del cromatograma de la genipina a una concentracion de 60

ppm.
Nombre de | Canal | Tiempo de Area Altura Concentracion
la muestra retencion (mg/L)
1 Genipina PDA 2.027 218384 219664 60
60ppm Chi
240nm
2 Genipina PDA 2.028 214725 215921 60
60ppm Chi
240nm
Promedio 216554 217792 60
Desviacion 2587 2647 0
estandar
%RSD 1.2 1.2 0

Tabla 13 Recopilacion de los datos obtenidos a partir del cromatograma de la genipina a una concentracién de 20

ppm.
Nombre de | Canal | Tiempo de Area Altura Concentracién
la muestra retencion (mg/L)
1 Genipina PDA 2.027 64850 65208 20
20ppm Chi
240nm
2 Genipina PDA 2.027 70097 70522 20
20ppm Chi
240nm
Promedio 67473 67865 20
Desviacion 3710 3758 0
estandar
%RSD 5.5 5.5 0

En la figura 23 aparece el cromatograma de la genipina de la muestra 1del fruto de
Genipa americana. Los cromatogramas de las muestras 2-5 se encuentran en el

anexo.
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Para encontrar la concentracion real de genipina en las muestras del fruto se
multiplico la concentracion obtenida a partir de la curva de calibracién por el factor
de dilucién que es igual a 5. Se obtuvo que en 500mg de fruto la concentracion de
genipina promedio es de 774 ppm.

Tabla 14 Concentracién de genipina en las muestras de fruto

Muestra de fruto Concentracion (ppm) Concentracion real
obtenida a partir de la (ppm)
curva de calibracién
1 131.596 657.980
2 161.838 809.190
3 149.575 747.875
4 147.670 738.350
5 183.702 918.510
Promedio 154.876 774.381
Desviacion estandar 19.374 96.870
%RSD 12.509 12.509

El valor RSD% se basa en la propagacion de los resultados en comparacion con la
media. En general se obtuvieron porcentajes de desviacion estandar relativa
(%RSD) altos, lo cual indica que hay una gran dispersion en los datos obtenidos. Lo
anterior es debido a que la extraccion de la genipina aln no se encuentra
estandarizada, ademas la extraccion todavia puede ser optimizada.
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2.6 CONCLUSIONES

Se encontro un método quimico directo, sencillo y econdmico para la extraccion de
genipina a partir del fruto de Genipa americana, cuyo porcentaje de rendimiento es
del 45%, el cual se encuentra cercano a los rendimientos obtenidos por otros
métodos de extraccion.

A partir de los resultados arrojados por las técnicas instrumentales empleadas, se
puede concluir que el compuesto extraido por el método de extraccion propuesto
corresponde a la genipina, la cual presenta un alto grado de pureza, debido a que
no aparece la sefial de ningln otro compuesto en la extraccion.

La valoracion por UPLC de 5 muestras de fruto dio como resultado una
concentracion promedio de genipina de 1,55% (P/V) por cada 10g de fruto. Se trata
de una concentracién alta, por lo que es factible su uso a nivel industrial.
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2.7 RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que en este trabajo de investigacion se encontré un método
sencillo y econdmico para la extraccion de genipina con alto grado de pureza a
partir del fruto de la Genipa americana y dado el inmenso potencial industrial que
tiene la genipina debido a sus aplicaciones y a que se extrae de una planta que se
encuentra en todo el territorio colombiano, por lo cual permite el aprovechamiento
de la biodiversidad; se recomienda llevar a escala piloto la extraccion para la
evaluacion de los parametros 6ptimos y posteriormente aplicarlo a gran escala, para
implementar aplicaciones e innovaciones en procesos Yy productos de la
genipina como cosmecéutico y farmacéutico en Colombia.

Se recomienda realizar la validacién de la valoracién de genipina, estandarizar el
meétodo de tratamiento de muestra para valorar por UPLC y asi poder contar con
una herramienta fiable al momento de realizar cuantificaciones de este metabolito.
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ANEXO

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 3 Cromatograma de la genipina a una concentracién de 110 ppm
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