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RESUMEN

La Genipina es un secoiridoide, que puede obtenerse directamente de Genipa
americana L. y Gardenia jasminoides, ha sido utilizado desde tiempos ancestrales
como tinte en la piel. Actualmente, en el mercado nacional e internacional es
altamente utilizado, debido a su baja toxicidad como agente entrecruzante,
colorante en alimentos y cosméticos. Su obtencion por métodos industriales,
contempla pasos muy exigentes que minimizan la cantidad extraida e incrementan
el costo en el mercado. Por esto, surge la necesidad de encontrar métodos
novedosos, econdmicos y que reduzcan el tiempo de extraccion.

Por lo tanto, esta investigacion tiene como objetivo obtener un método
estandarizado de extraccion de genipina que sea econdmico, reproducible y
eficiente. Para lograrlo, se propuso un disefio experimental 2° a escala de
laboratorio, encontrando que los valores de relacién masica-solvente, velocidad de
agitacion y tiempo de extraccion que maximizan la cantidad de genipina extraida
fueron 1:5, 95 rpm y 2 horas, respectivamente.

Posteriormente, se realizé el escalamiento de las condiciones de extraccion en la
planta semipiloto sodlido-liquido PSE Solutions. Se obtuvo un porcentaje de
rendimiento de genipina de 0,65%, este resultado es alentador e indica que es un
meétodo de extraccion satisfactorio y de bajo costo.

Finalmente, se determind la concentracion y pureza de la genipina extraida
mediante cromatografia liquida de alta resolucion con arreglo de fotodiodos (HPLC-
PDA), donde, el tiempo de retencion fue de 3,9 min, la concentracion de genipina
extraida oscila entre 3 -1516 ppm y el porcentaje de pureza entre 7-89%.

Palabras Claves: Genipa americana L., genipina, extraccion solido-liquido,
purificacion, HPLC-PDA.

11



ABSTRACT

Genipin is a secoiridoid, what can be obtained directly from Genipa americana L.
and Gardenia jasminoides, it has been used since ancient times as a dye on the
skin. Currently, in the national and international market is highly used, due to it is low
toxicity as a crosslinking agent, coloring in food and cosmetics. Obtaining it by
industrial methods contemplate very demanding steps that minimize the amount
extracted and increase the cost in the market. For this, the need arises to find novel
and economic methods that reduce the extraction time.

Therefore, this investigation has as purpose to get a standardized method of genipin
extraction that is economic, reproducible and efficient. To achieve this it was
proposed an experimental design 22 at laboratory scale, finding that the values of
mass-solvent ratio, agitation speed and extraction time that maximizes the amount
of extracted genipin were 1:5, 95 rpm and 2 hours, respectively.

Subsequently, the staggering of the conditions was carried out by solid-liquid
extraction in the semipilot plant PSE Solutions, a percentage yield of 0,65% genipin
was obtained. This result is encouraging and indicates that it is a satisfactory and
inexpensive method of extraction.

Finally, the concentration and purity of extracted genipin were determined by high
performance liquid chromatography with photodiode array (HPLC-PDA), where, the
retention time was of 3,9 min, the concentration of extracted genipin ranges from 3
-1516 ppm and the percentage of purity between 7-89%.

Keywords: Genipa americana L., genipin, solid-liquid extraction, purification, HPLC-
PDA.
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1. INTRODUCCION

Los productos forestales no maderables de origen vegetal en Colombia han
incrementado el interés investigativo y su potencial como alternativa productiva,
debido a su producciébn y consumo, las cuales satisfacen necesidades de
alimentacion y salud, ademas de generar ingresos, que para el 2011 ascendieron
aproximadamente a 77.000 millones de USD (FAO, 2014).

En el Valle del Cauca, se encuentra en forma silvestre el arbol cuyo nombre
cientifico es Genipa americana L., de la familia Rubiacea, nativo de América Central
y Ameérica del Sur, que presenta un gran potencial de aprovechamiento en la
industrializacion de los frutos como alternativa para la extraccion de la genipina
(Alvarez Ochoa , 2013).

Principalmente el fruto de Genipa americana L., ha sido utilizado en la extraccion de
pigmentos naturales que son menos toxicos, para ser aprovechados en la industria
alimenticia y cosmética. Ademas, ha sido estudiada como agente entrecruzante en
la formulacion de hidrogeles, debido a que presenta una citotoxicidad reportada
5000-10000 veces menor que el glutaraldehido (Ramos-de-la-Pefia, et al., 2014).
De la misma manera, recientemente se ha comenzado a vislumbrar también su
potencial aplicacion en el tratamiento de enfermedades hepaticas, entre ellas la
diabetes tipo Il (Larez Veladsquez, Rivas, & Santos Ocanto, 2014).

Los métodos que comunmente son utilizados para la recuperacion de la genipina
implican el uso de solventes organicos como el cloroformo y pasos muy especificos
y complejos para su purificacion (Endo & Taguchi, 1973), haciendo que el producto
resultante sea muy costoso y dificil de obtener. Por lo tanto, es necesario encontrar
nuevas alternativas para recuperar la genipina, utilizando nuevos métodos de los
cuales se pueda tener una mayor eficiencia.

El objetivo del presente trabajo fue incrementar el porcentaje de rendimiento de
genipina por medio de la metodologia de extraccion solido-liquido con acetato de
etilo. Inicialmente en diferentes experimentos establecidos por un disefio factorial, y
su valoracion por HPLC-PDA, se evaluaron tres factores de estudio (relacion
masica: solvente, velocidad de agitacion y tiempo de extraccion); logrando asi, tener
las mejores condiciones de extraccion para ser acondicionadas en la planta
semipiloto PSE Solutions. Finalmente, se cuantifico y valoré6 por HPLC-PDA la
pureza de la genipina obtenida en la planta de extraccion.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION Y SU
JUSTIFICACION

¢ Es posible emplear un método de extraccion de genipina eficiente y que minimice
los costos de producciéon?

La genipina es un compuesto de origen natural que se obtiene a partir del
geniposido procedente del fruto de Gardenia jasminoides y Genipa americana L.
(Alvarez Ochoa , 2013). Utilizado por los indigenas en la antigiiedad como pintura
corporal (Ferreira, 2015), debido a la pigmentacién azul que presenta el fruto en su
degradacion natural en presencia de oxigeno. Actualmente en Colombia, el
colorante natural de extracto de jagua tiene permisos de emplearse como aditivo en
comidas (INVIMA, 2014).

La genipina al presentar baja toxicidad, tiene un amplio campo de aplicacion como
colorante en la industria alimenticia y de entrecruzamiento en el campo farmacéutico
y cosmético. Sin embargo, su extraccion requiere condiciones de temperatura y pH
controladas.

La extraccion de genipina usualmente se realiza a partir del fruto de Gardenia
jasminoides, por una serie de pasos en los cuales es necesario la enzima Beta-
glucosidasa, haciendo que este proceso tenga un alto costo de produccién para una
minima cantidad de genipina extraida. A causa de esto, surge la necesidad de
contar con nuevos métodos estandarizados de extraccidon de genipina, con el
objetivo de realizar un proceso de extraccion mas econdémico y eficiente.

Por lo tanto, este proyecto se enfoca en aumentar la cantidad extraida de genipina,
mediante el uso de una planta semipiloto de extraccion sélido-liquido, reduciendo
costos de produccion; la cual permite controlar variables del proceso, como son
velocidad de agitacién y tiempo de extraccién, asi como, reducir el impacto
ambiental, debido a que el proceso de extraccidon y recuperacion del solvente se
realiza en el mismo equipo.

14



2.2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.2.1. Genipa americana Linnaeus

La Genipa americana L. es un arbol distribuido ampliamente en el continente
americano, mayoritariamente en Centroamérica y Sudamérica, como se evidencia
en la Figura 1; es conocido como jagua, chipara, guayatil, maluco, caruto y huito,
dependiendo de la regién en la que se encuentre (Fernandes & Rodrigues, 2012).
Se caracteriza por tener una corteza lisa y de color claro, un tronco recto, ramas en
verticilos, hojas de color verde oscuro y fruta con una fragancia y sabor parecidos a
los de la pera (Pyrus communis L.) (Francis, 1993).

Figura 1. Distribucién del arbol Genipa americana L. a nivel mundial (GBIF
Backbone Taxonomy, 2017).

Su fruto conocido como genipa fue una importante fuente alimenticia en tiempos
historicos y prehistéricos; actualmente se consume de manera limitada en &reas
rurales. Esta especie de arbol, produce frutos en abundancia, los arboles de 15 a
20 afios a veces producen de 400 a 600 frutos por afio (Francis, 1993). En la
mayoria de la cuenca del Amazonas, los arboles florecen de mayo a septiembre y
dan fruto entre septiembre y abril. Lleva hasta un afio para que los frutos maduren
(UNCTAD, 2005).

La genipa tiene un tamafio mediano (8-10cm de largo), utilizado principalmente
como colorante en la industria alimenticia (Fernandes & Rodrigues, 2012); contiene
cantidades considerables de compuestos fendlicos (857.10 mg.100'g) y
flavonoides (728.00 mg.1001g), que contribuyen a su alta actividad antioxidante. Lo
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cual destaca el potencial de esta fruta como una fuente importante de nutrientes y
compuestos bioactivos disponibles (Costa Lima Porto, et al., 2014).

El fruto se compone de cascara, mesocarpio, endocarpio y semillas, de acuerdo al
estudio realizado por (Bentes, L. de Souza, maya-Farfan, Lopes, & G. de Faria,
2014) el endocarpio tiene un contenido de proteina (3.19%) cinco veces mayor que
el mesocarpio (0.62%), lo que puede explicar en parte las mayores cantidades de
pigmento azul formadas en el endocarpio en comparacion con el mesocarpio.
Ademas, el pH encontrado en mesocarpio (4.49) y endocarpio (5.21) esta dentro del
rango Optimo para la formacion del pigmento azul.

2.2.2. Genipina

La molécula de interés en este proyecto es la genipina. Extraida en 1-3% a partir
de Genipa americana L. (Rubiaceae) y en menor proporcion en Gardenia
jasminoides Ellis (Rubiaceae) en un 0.17% (Djerassi, et al., 1960). Su estructura
quimica se muestra en la Figura 2.

0
H

A

Figura 2. Estructura quimica de la genipina, tomada y modificada de la version
oficial (Chemspider, n.d.).

La genipina es una sustancia polar e incolora que reacciona espontaneamente con
las aminas primarias de aminoacidos, péptidos o proteinas en presencia de oxigeno
para formar pigmentos azules (Djerassi, et al., 1960); esta presenta baja toxicidad y
es soluble en agua, alcohol y propilenglicol. Caracteristicas que la hacen propicia
de utilizar en bebidas, alimentos y geles (Ramos de la pefia , G. C. Renard,
Montafez, Reyes-Vega, & Contreras-Esquivel, 2014).

En 1973 fue descubierto por Endo y Taguchi un método de recuperacion de genipina
a partir del fruto de Gardenia, el cual se muestra en la Figura 3.
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" . iy Segunda extraccién con Metanal
Maceracion del fruta ——>  Primera extraccion con Cloroforma ——— g x)

v

Concentraccion (Recucienda la Primera cromatografia del extracto Primera cromatografia de |2 fraccion

presion) 2 ton Metanol 2 glicosidica

v

Hidrolisis del geniposido por media : Concentracian y cristalizacion con N L
de la enzima p-glucosidasa Etér-Metanal Purificacion de |3 genipina

Figura 3. Método de recuperacion de genipina, tomada y modificada de la version
oficial (Endo & Taguchi, 1973).

La pigmentacion que se puede obtener de la genipina dependera de diferentes
condiciones de temperatura y pH. A valores de pH menores a 4, los grupos amino
estan protonados, por lo tanto, se da un ataque nucleofilico de la genipina,
produciendo una coloracion azul (Mi, Shyu, & Peng, , 2005), esto es relacionado al
proceso normal de maduracion del fruto (Bentes & Mercadante, 2014), el cual se
muestra en la Figura 4. A un pH mas alto (pH> 10), la reaccion se inhibe debido a
la hidrélisis del grupo éster de genipina, y en esta condicion, se forma un pigmento
rojo (Brauch, 2016).

Geniposide
HO~ H
Maceration ”A/\- M \\ \ R—N Primary amine
v \ H source
Extraction ¢ N \=( 4
4 =0 w
Purification +* HCO (2]
v [+
c . 2 0, 4, time
Gardenia josminoides oncentration s
o Crosslinking
pH controlled
OCH3
Maceration ¢—» S/T
OCH; Complex polymers
formation
Genipin

Genipa Americana L.

Figura 4. Procesos de obtencion de genipina y pigmentos (Neri-Numa, Pessoa,
Paulino, & Pastore, 2017).
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De acuerdo con (Winotapun , Opanasopit , & Ngawhirunpat, 2013) la genipina ha
demostrado que tiene numerosos efectos en el tratamiento de enfermedades como
hepatoprotector, neuroprotector, antiinflamatorio y antibacterial. Estudios realizados
por (Kim , Kim, Lee , Kwak , & Lee , 2010) demostraron que la genipina inhibe la
apoptosis de los hepatocitos y protege las neuronas hipocampales.

2.2.3. Técnica de extraccion

La extraccion sélido-liquido es una operacion unitaria de transferencia de materia
basada en la disolucion de uno o varios de los componentes de una mezcla (sélida)
en un disolvente selectivo. Aprovecha, por tanto, la diferencia de solubilidades de
los componentes de la mezcla en el disolvente afiadido (Marcilla Gomis, 1998).

En la extraccion sdlido-liquido se acostumbra a trabajar por cargas o en
semicontinuo por la dificultad de manipulacion del sélido que hay que someter a
extraccion. Uno de los extractores solido-liquido mas usados a escala de laboratorio
es el extractor Soxhlet (Figura 5). El disolvente extractor hierve en la caldera vy,
después de condensarse con agua fria, cae sobre el recipiente que contiene el
solido con el soluto a extraer. Se realiza la extraccion y, a través de un sifon, sale
del recipiente el disolvente con el soluto extraido. La mezcla se devuelve a la
caldera, donde se va concentrando el soluto a medida que se repite el ciclo (Marcilla
Gomis, 1998).

Agua fria

Loge]
A

Condensador

Extractor J

Caldera

Figura 5. Extractor Soxhlet, tomada y modificada de la version oficial (Marcilla
Gomis, 1998).
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En general, en la escala industrial se prefiere la extraccién en condiciones normales
por su menor costo y facilidad de implementacion. En este caso se utiliza un equipo
de contacto directo denominado percolador. En esta unidad la extraccion se puede
lograr poniendo en contacto un lecho estatico de sélido con una corriente de liquido
bajo flujo continuo. Esto también se puede lograr por agitacion mecanica de los
solidos en la soluciéon. En general, una vez finalizado el proceso de extraccion, el
liquido se separa por filtracion y se concentra por evaporacion. En el caso de tener
solutos termolébiles, la concentracion se realiza por evaporacion a presion reducida
para operar a bajas temperaturas. Con la evaporacion del solvente se logra no solo
la concentracién del soluto, sino también la remocién y recuperacion del solvente
para procesos posteriores (PSE, 2016).

2.2.4. Planta de extraccion semipiloto y especificaciones técnicas

La planta de extraccion semipiloto referencia PESL, es una planta que realiza un
proceso de extraccion soélido-liquido como operacién unitaria por medio de
destilacién por arrastre de vapor a escala reducida. El proceso de destilacion, es la
operacion de separar, mediante vaporizacibn y condensacion, los diferentes
componentes liquidos o sélidos disueltos en liquidos o gases de una mezcla,
aprovechando los diferentes puntos de ebullicion de cada una de las sustancias, ya
qgue el punto de ebullicibn es una propiedad intensiva, es decir, que no varia en
funcién de la masa o el volumen, pero si en funcién de la presion (lbarz, 2005).

En el proceso de extraccién de distintos compuestos, la planta de extraccion se
hace un equipo ideal ya que permite que el material vegetal de interés sea sometido
a unas variables de temperatura, vacio y agitacion, con el uso de solventes para la
obtencion de extractos que son colectados en distintos periodos de tiempo. Sin
embargo, el rendimiento y la eficiencia del proceso de extraccion dependen de
diversas variables como la naturaleza de la materia prima, tamafio y forma de las
particulas sdlidas, la concentracion del soluto en el sélido, la compatibilidad entre el
soluto y el solvente, la relacion masica solido-solvente, las propiedades del solvente,
la temperatura, la presion, el pH, el régimen de mezclado y el tiempo de contacto
(PSE, 2016).

19



Figura 6. Planta de extraccion semipiloto del Laboratorio de Productos Naturales
de la Universidad Icesi.

La figura 6, muestra que la planta de extraccién solido-liquido esta compuesta por
un tanque concentrador, condensador, tanque percolador, sistema de
calentamiento y vacio, tanques colectores y tablero de control. El equipo permite
realizar el proceso de extraccién, la concentracion del extracto y la recuperacion del
solvente, tanto en operacion por lotes como en continuo (PSE, 2016).

2.2.5. Cromatografia de Adsorcién en Columna

Para realizar la purificacion de la molécula, se hace uso de la técnica cromatografica
de adsorcién en columna, en la cual se emplean columnas verticales de vidrio
cerrada en su parte inferior con una llave que permita la regulacion del flujo de la
fase movil. Las columnas se rellenan con un adsorbente, como alimina o gel de
silice (fase estacionaria), mojado con el disolvente que se vaya a emplear en el
proceso cromatografico, en este caso acetato de etilo.

En la parte superior de la columna se pone la disolucién de la mezcla a separar y a
continuacion un depdsito que contenga el eluyente (fase maovil) que se va a utilizar
en la separacion. Se abre la llave inferior de manera que el eluyente comience a
bajar por la columna. En este proceso, los componentes de la mezcla son
adsorbidos por la fase estacionaria con diferente intensidad, de manera que el
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proceso de adsorcion-desorcion hace que unos componentes avancen mas
rapidamente que otros. El liquido que sale por la parte inferior de la columna se
recoge de manera fraccionada. Si los componentes de la mezcla avanzan a muy
diferente velocidad se podran obtener fracciones cromatogréficas constituidas por
un solo componente (I, 2011).

2.2.6. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y detector de arreglo
de fotodiodos (PDA)

El principio de separacion de la cromatografia por fase reversa es considerado un
proceso de particion en donde los solutos estan distribuidos entre una fase
estacionaria no polar y una fase movil polar. Los solutos no polares tienden a
adsorberse en la fase estacionaria y se mueven a través del sistema mas
lentamente que los solutos polares. La cromatografia de fase reversa también
puede proporcionar informacion cuantitativa acerca de las especies separadas, lo
cual le da un impacto de aplicacién aun mayor a esta técnica (Esquivel Soto &
Leal Guadarrama, 2004).

La columna Kinetex® 2.6 um C18, es utilizada en cromatografia por fase reversa.
Esta presenta una fuerte retencion hidrofébica (Sigma Aldrich, n.d.), lo cual es de
gran aplicabilidad en este trabajo, ya que contribuye a la cuantificacion del analito
en cuestion, siendo este de caracter medianamente polar.

Los detectores en cromatografia de liquidos como HPLC son de dos tipos basicos.
Los detectores basados en una propiedad de la fase movil que responden a cambios
en el indice de refraccion, la constante dieléctrica o la densidad, las cuales se
modifican por la presencia de los analitos (Esquivel Soto & Leal Guadarrama, 2004).

El principio del detector PDA brinda informacion tridimensional que permite una
evaluacion precisa de la identidad, pureza y cuantificacion del pico en una sola
ejecucion ( Dionex Corporation, 2003). Este instrumento puede sintonizarse para
operar en la maxima absorbancia del analito o en la longitud de onda donde se
presenta mayor selectividad del mismo (Swartz, 2010).
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo General

Incrementar la extraccion de genipina proveniente de frutos de Genipa americana
L., implementando parametros a escala semipiloto a partir de condiciones
reportadas a escala de laboratorio.

2.3.2. Objetivos especificos

e Establecer las mejores condiciones de extraccion de genipina a partir Genipa
americana L., por medio de un disefio experimental factorial a escala de
laboratorio.

e Implementar las condiciones de extraccion de genipina en planta de
extraccidon semipiloto.

e Evaluar la genipina extraida en planta semipiloto por método cromatogréafico
(HPLC-PDA).
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2.4. METODOLOGIA PROPUESTA

2.4.1. Recoleccioén y tratamiento del material vegetal

Los frutos de Genipa americana L. se recolectarén de un arbol el cual se encuentra
el perimetro urbano en la Ciudad de Cali. Se colectaron 33 frutos no maduros, de
los cuales 32 se utilizaron para realizar la extraccion en planta semipiloto y uno para
el analisis de laboratorio.

2.4.2. Extraccion a escala de laboratorio

Se realiz6 un disefo factorial, el cual es un conjunto de técnicas avanzadas de
disefio de experimentos (DoE), por medio de este se evaluaron los mejores
parametros de extraccion de genipina a escala de laboratorio, para optimizar tiempo
y recursos disponibles, y asi realizar el proceso de escalonamiento en la planta de
extraccion semipiloto.

Los factores para valorar son: relacibn masica-solvente, tiempo de extraccion y
velocidad de agitacién, ver tabla 1.

Tabla 1. Condiciones experimentales de relacion masica-solvente, tiempo de
extraccion y velocidad de agitacion, para la extraccion de genipina a partir de Genipa
americana L.

Relagon masica Tiempo de Velocidad de
(9): solvente S : N
Extraccion (min) | Agitacion (rpm)
(mL)
Minimo 11 15 0
Intermedio 1:3 30 47,5
Maximo 15 45 95

Por lo tanto, el disefio presenta 10 experimentos que seran ejecutados con el fruto
recolectado del arbol de Genipa americana L. En la tabla 2, se muestra los
experimentos obtenidos por el software Minitab 18.
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Tabla 2. Disefio factorial 23

Puntos Minimos y Maximos
Enl\slc;yo Relacién Masica (Q): Tiempo de Velocidad de
Solvente (mL) extracciéon (min) agitacion (rpm)
1 11 15 0
2 1:5 15 0
3 11 15 95
4 15 15 95
5 11 45 0
6 1:5 45 0
7 11 45 95
8 15 45 95
Puntos Intermedios
9 1:3 30 47,5
10 1:3 30 47,5

Los intervalos evaluados, se tomaron de acuerdo con la capacidad maxima y las
condiciones que soporta la planta de extraccion semipiloto. Dentro de los
pardmetros a evaluar no es considerada la temperatura, ya que el experimento se
realiza a temperatura ambiente (aprox. 25-30°C), este es un factor de control dentro
del experimento, debido a que la genipina sufre degradacion mediada por
temperatura (Nathia-Neves, Gadioli Tarone, Martelli Tosi, Maréstica Junior, & A.
Meireles, 2017).

Teniendo las condiciones a evaluar, se procede a realizar la extraccion a escala de
laboratorio. Inicialmente, se adicionan 2 g de fruto de genipa, previamente triturados
en beakers de 25 mL, a los cuales se afiade la cantidad correspondiente de acetato
de etilo para cada uno de los ensayos, teniendo en cuenta la relacion descrita en la
tabla 2, este solvente es de eleccién para extraer la mayor cantidad de genipina de
acuerdo con (Alvarez Ochoa , 2013). Al ser necesario utilizar agitacion, se hace uso
de plancha de agitacién y magneto en el ensayo que lo requiera, como se puede
ver en la figura 8.
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Figura 7. Extraccion sélido- liquido a escala de laboratorio.

Luego, cada muestra es filtrada y depositada en tubos de ensayo, los cuales se
llevan al rapidvap (figura 9), hasta sequedad. Los tubos de ensayo se reconstituyen
cada uno con 1 mL de acetonitrilo, se filtran y se depositan en viales para su
posterior analisis en HPLC por duplicado.

Figura 8. Rapidvap LABCONCO

Ademas, se realiza una curva de calibracion de 50-380 ppm del estandar de
genipina, como se muestra a continuacion:

Preparacion de estandares curva de calibracion:

Pesar 0,038 g de estandar de genipina en un balén volumétrico de 10 mL
Completar el volumen del balén con acetonitrilo HPLC, tapar y agitar.

Rotular el balébn como solucion 300 ppm.
En 4 balones volumétricos de 5 mL, adicionar alicuotas de 4.16, 2.66, 1.33 y

0.16 mL de la solucién de 300 ppm a cada balén.

PwonhpE
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5. Completar volumen de cada uno de los balones con acetonitrilo HPLC, tapar
y agitar.

Rotular cada solucién estandar como 250, 160, 80, 10 ppm respectivamente.
Tomar 1,5 mL de cada solucion estandar.

Filtrar por membrana de 0,22 um y llevar a un vial de inyeccion cada una de
las soluciones estandar.

© N

Teniendo todas las muestras previamente filtradas, se acondicionan el HPLC y se
realiza las corridas, teniendo en cuenta las siguientes condiciones:

Columna C18: Kinetex® 2.6 um 150 mm x 2.1 mm

Flujo: 0,4 mL/min

Temperatura: 35 °C

Fase Movil: Agua Tipo | al 0,1% de &cido férmico: acetonitrilo HPLC
Longitud de Onda: 240 nm

Tiempo de corrida: 8 min

Volumen de inyeccion: 2 uL

Tiempo de retencion aproximado de la genipina: 3,6 minutos

2.4.3. Extraccion de genipina en planta semipiloto

Encontradas las mejores condiciones de extraccion de genipina mediante el disefio
experimental 22 a escala de laboratorio, se ajustan para realizar el escalamiento en
la planta semipiloto y asi realizar el proceso de extraccion sélido-liquido. El extracto
obtenido se lleva al concentrador, donde se retira la mayor cantidad de solvente de
la solucién con el metabolito de interés. Posterior a esto, el concentrado obtenido
se lleva al equipo de rota evaporacion, para obtener la muestra en su mayor pureza.

Al extracto obtenido se adicioné sobre 170g de silica y se llevé a secar en horno a
50°C hasta obtener un soélido totalmente seco y libre de agua. Luego, este polvillo
se purifico por medio de cromatografia de adsorcién en columna, utilizando acetato
de etilo como fase movil y silica como fase estacionaria. Con las muestras
recolectadas se realiza una cromatografia de capa fina (TLC), para verificar la
existencia y pureza de genipina en la muestra, comparandola con su respectivo
estandar.

2.4.4. Evaluacion de la genipina extraida

La cuantificacion de genipina se realiza mediante HPLC-PDA en fase reversa.

El método cromatografico HPLC-PDA de cuantificacién de genipina, consistié en la
preparacion de una curva de calibracion del estandar de genipina HPLC entre 10y
300 ppm. Las muestras y estandares se inyectan en el equipo, previamente filtrados.
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Preparacién de estandares curva de calibracion:

o

© ~N

1. Pesar 0,030 g de estandar de genipina en un balén volumétrico de 10 mL

2. Completar el volumen del balén con acetonitrilo HPLC, tapar y agitar.

3.

4. En 4 balones volumétricos de 5 mL, adicionar alicuotas de 4.16, 2.66, 1.33y

Rotular el balon como solucion 300 ppm.

0.16 mL de la solucién de 300 ppm a cada baldn.

Completar volumen de cada uno de los balones con acetonitrilo HPLC, tapar
y agitar.

Rotular cada solucion estandar como 250, 160, 80 y 10 ppm
respectivamente.

Tomar 1,5 mL de cada solucion estandar.

Filtrar por membrana de 0,22 um y llevar a un vial de inyeccion cada una de
las soluciones estandar.

Las condiciones para realizar las corridas de la curva de calibracion y muestras en
el equipo HPLC-PDA (figura 10), utilizando pre-columna fueron:

Columna C18: Kinetex® 2.6 pum 150 mm x 2.1 mm

Flujo: 0,4 mL/min

Temperatura: 35 °C

Fase Movil: Agua Tipo | al 0,1% de acido férmico: acetonitrilo HPLC
Longitud de Onda: 240 nm

Tiempo de corrida: 8 min

Volumen de inyeccién: 2 pL

Tiempo de retencidén aproximado de la genipina: 3,9 minutos

Figura 9. Equipo HPLC Lachrom Ultra/ 2009-006
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2.4.5. Matriz de marco logico

Objetivo general: Incrementar la extraccion de genipina proveniente de frutos de
Genipa americana L., implementando pardmetros a escala semipiloto a partir de
condiciones reportadas a escala de laboratorio.

Objetivo

P Actividades Indicadores Supuestos

especifico
Establecer e Realizar Relacion entre Disponibilidad de
las  mejores | busqueda biomasa y solvente informacion
condiciones bibliografica para | de extraccion bibliografica.
de extraccion | determinar (acetato de etilo) Disponibilidad de
de genipina a | condiciones de determinado. solvente a utilizar
partir Genipa | extraccion. Condiciones en la extraccion.
americana L., | e Realizar (agitacion y Disponibilidad del
por medio de | extraccion sélido- | tiempo) material vegetal.

un disefio
experimental

liguida a escala
de laboratorio.

determinadas.

factorial a
escala de
laboratorio.

e Entrenamiento en | e Cantidad de Disponibilidad del

el manejo de la| solvente (acetato fruto en el &rbol de

Implementar planta 3 de | de etilo) utilizado. Genipa americana
| extraccion. e Tiempo de L.
as ) ., : .
condiciones e Realizar extraccion Disponibilidad de

de extraccion e;xtr_acaon sélido- determlnado. la planta para
de genipina I|quu_3lo. a escala | e Velocidad de llevar a cabo el
semi piloto. agitacion proceso de
en planta de : >
P determinado. extraccion.
extraccion . . .
semibi ¢ Cantidad de Disponibilidad del
piloto. .. )
muestra utilizada. solvente necesario
para realizar la
extraccion.
e Realizar consulta | e Curva patron Disponibilidad de
Evaluar la | bibliografica para determinada. los equipos a
genipina determinar el e Método utilizar.
extraida en | método cromatografico Disponibilidad de
planta cromatografico a determinado. informacion
semipiloto por | utilizar. e Concentracion bibliografica
método eRealizar curva de | de genipina en Disponibilidad de

cromatografic

calibracioén del
estandar de

extractos de

solventes a utilizar

28




o  (HPLC-
PDA).

genipina en
HPLC-PDA.
eRealizar la

Genipa
americana L.
determinada.

(acetato de etilo,
acetonitrilo).

cuantificacion por
el método
escogido en
HPLC-PDA.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Extraccion a escala de laboratorio

Para asegurar las mejores condiciones de extraccion soélido-liquido de genipina, se
evaluaron mediante un disefio experimental 2% en Minitab 18, los siguientes
parametros: relacibn masica-solvente, tiempo de extraccion y velocidad de
agitacion, implementadas a escala de laboratorio; teniendo asi 10 experimentos
establecidos por el disefio, que posteriormente se cuantificaron en HPLC-PDA por
duplicado, estos resultados se evidencian en la tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de genipina para cada extraccion establecida por el disefio
experimental, utilizando el fruto de Genipa americana L.

Relacion . Velocidad | Cantidad
. Tiempo de

. Masica (9)- . de de

OrdenCorrida | Bloques extraccion o L
Solvente (min) agitacién | genipina

(mL) (rpm) (ppm)
1 1 11 15 0 1709,005
2 1 1:1 15 0 1712,441
3 1 1.5 15 0 1807,049
4 1 1:5 15 0 1811,044
5 1 11 15 95 1280,497
6 1 1:1 15 95 1271,713
7 1 1:5 15 95 1986,603
8 1 1.5 15 95 1989,590
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9 11 45 0 1490,797
10 11 45 0 1495,618
11 1:5 45 0 1894,069
12 15 45 0 1905,915
13 11 45 95 1395,325
14 11 45 95 1394,648
15 15 45 95 1244,245
16 1:5 45 95 1220,115
17 1:3 30 47,5 1841,947
18 13 30 47,5 1830,986
19 13 30 47,5 1863,589
20 1:3 30 47,5 1866,859

Para evaluar la concentracion en cada uno de los ensayos, se realizé una curva de
la calibracién con cinco diferentes concentraciones la cual puede observarse en la
figura 11. Mediante una regresion lineal, se determina la relacion entre la variable X
(concentracion de la muestra) y Y (area del pico), para interpolar los resultados
obtenidos al inyectar cada una de las muestras de la tabla 3. El coeficiente de
correlacion fue de R?=0,9916, dando un valor cercano a uno, por lo tanto, la cantidad
de analito presente en cada muestra puede ser detectada mediante la curva de
calibracion realizada. ElI cromatograma obtenido para el ensayo realizado que
demostré mayor cantidad de genipina extraida, sera evidenciado en la seccion de

anexos.
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Peak: Genipin -- ESTD -- DAD-CHA1

Amount ( )

. —
0 5,0e+06 1,0e+07 1,5e+07 2 0e+07 2 5e+07

Area

Figura 10. Curva de calibracion del disefio experimental de genipina.

En estos resultados se evidencia la presencia de genipina en el fruto de Genipa
americana L., a través de todos los experimentos propuestos por el disefio factorial.
Primeramente, se realiz6 el DoE de todos los datos obtenidos mediante el disefio
factorial. Luego, se ejecuto la prueba de normalidad, debido a que este resultado
permite rechazar o no la hipotesis nula de que los datos provienen de una poblacion
distribuida normalmente. El valor p que arrojo la prueba de normalidad de
Kolmogorov - Smirnov es de 0.578, el cual es mayor al nivel de significancia
trabajado de 0,05. Por lo tanto, se acepta la hip6tesis nula que indica que los datos
cumplen con una distribucion normal, como se puede ver en el grafico 1.

Grafica de probabilidad de RESS1

Normal

99
Media 8,237855E-15

Desv.Est. 00,9473
95 N 20
AD 0,289
20 Valor p 0,578

80
70

o
60
50
40
30

20

Gréafico 1. Resultados de la prueba de normalidad de para los datos del disefio
factorial 23.
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Durante el analisis estadistico se realizaron las graficas de contorno y superficie de
respuesta en el software Minitab 18, en las cuales se observa la variacion de 2
factores con base a la respuesta del método (cantidad de genipina extraida), donde
se toma un tercer factor con un valor constante.

Grafica de contorno de [Genipina] ( vs. Tiempo de extraccion (min). Ca
45
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Cantidad de solvente (mL)

Gréfico 2. Grafica de contorno Tiempo de extraccidon (min) vs Cantidad de solvente
(mL), teniendo constante la velocidad de agitacion en 95 rpm.

Grafica de contorno de [Genipina] ( vs. Velocidad de agitacion (rpm).
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Grafico 3. Grafica de contorno Velocidad de agitacion (rpm) vs Tiempo de
extraccion (min), teniendo constante la cantidad de solvente de 10 mL.
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Grafica de contorno de [Genipina] ( vs. Velocidad de agitacion (rpm).
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Gréfico 4. Grafica de contorno Velocidad de agitacion (rpm) vs Cantidad de solvente
(mL), teniendo constante el tiempo de extraccién de 15 min.

Gréfica de superficie de [Genipina] (ppm) vs. Velocidad de agitacion (
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Grafico 5. Grafica de superficie Cantidad de solvente (mL) vs Velocidad de agitacién
(rpm), teniendo constante el tiempo de extraccion de 15 min.
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Grafica de superficie [Genipina] (ppm)vs.Velocidaddeagitacion(min)
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Gréfico 6. Grafica de superficie Tiempo de extraccion (min) vs Velocidad de
agitacion (rpm), teniendo constante la cantidad de solvente de 10 mL.
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Grafico 7. Grafica de superficie Cantidad de solvente (mL) vs Tiempo de agitacion
(min), teniendo constante la velocidad de agitacion en 95 rpm.
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Para determinar si cada uno de las variables era estadisticamente significativa se
realiz6 un ANOVA. Donde, se contrastaron los valores p respecto al nivel de
significancia del estudio (0,05), para cada uno de los parametros evaluados como
se puede observar en la tabla 4. De acuerdo con los resultados, la cantidad de
solvente y la velocidad de agitacién son estadisticamente significativos debido a que
el valor p es menor al nivel de significancia, mientras que se decide que el tiempo
de extraccion no es estadisticamente significativo para este trabajo, debido a que
su valor p es mayor al nivel de significancia.

Tabla 4. Valores p para cada factor del disefio experimental.

Variable Valor P

Cantidad de Solvente (mL) 0,011
Tiempo de extraccion (min) 0,053
Velocidad de agitacion (rpm) 0,013

Sin embargo al evaluar los puntos intermedios, el valor p = 0.000 indica que en la
zona donde se realiz6 el experimento aun no se obtiene curvatura, es decir, no hay
un punto optimo. Esto indica que a pesar de haber encontrado una combinacion de
niveles de los factores donde se maximiza la extraccién, aun no se ha llegado al
punto de optimizacion.

Para encontrar dicha zona se debe aplicar el método de la pendiente ascendente,
en el cual se pueda determinar el punto a partir de donde se puede desarrollar un
disefio compuesto central, que permita determinar el punto exacto donde se
optimiza la extraccion de genipina.

De acuerdo a esto, en el disefio experimental 22 se determinaron las mejores
condiciones de extraccion que maximizan la cantidad extraida de genipina, por
medio de la opcién de Minitab de “maximizacién de respuesta”, el cual arrojo que la
mejor relacidn masica-solvente es 1.5, tiempo de extraccion de 15 min y velocidad
de agitacion de 95 rpm, como se muestra en el gréfico 8.
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Gréfico 8. Maximizacion de las condiciones evaluadas (Cantidad de solvente (mL),
tiempo de extraccion (min) y velocidad de agitacion (rpm)) en respuesta a maximizar
la cantidad de genipina extraida.

Después de ajustar los parametros para la extraccion a escala de laboratorio, se
procedio a realizar la extraccion en la planta semipiloto.

2.5.2. Extraccion en planta semipiloto

Para la extraccion en la planta semipiloto fueron utilizados 32 frutos, lo necesario
para completar 2 Kg, los cuales fueron triturados (figura 12) y depositados en el
tanque percolador, posterior a esto se adicionaron 10 L de acetato de etilo,
siguiendo con la mejor relacidbn masica:solvente (1:5) encontrada en el disefio
experimental; asi mismo, se acondicioné la velocidad de agitacion de 95 rpm en el
tablero de control. Aunque la opcion de maximizador de respuesta arrojada por
Minitab, indico que el valor de tiempo de extraccién para la genipina era de 15 min,
la condicion elegida fue de 2 horas.

Este valor fue escogido basado en la mayor cantidad de fruto utilizada y el tiempo
minimo que por costos debe realizar la planta de extraccion. Ademas, de acuerdo
al analisis de los datos, el valor p para el tiempo de extraccion es mayor al 0.05, lo
cual hace que este factor no sea estadisticamente significativo para esta
investigacion.

36



Figura 11. Fruto de Genipa america L. triturado.

Una vez terminada la extraccion, se llevé el extracto a rotaevaporar para dejar la
muestra libre de acetato de etilo (figura 13); sin embargo, por este medio no pudo
eliminarse el agua proveniente del fruto.

Figura 12. Extracto Concentrado.

Por lo tanto, el concentrado se deposité en un recipiente al cual se le afiadié 170 g
de silica y se mezclé; se introdujo en un horno Binder a 50°C por 3 dias hasta
sequedad, resultando asi, un polvillo blanco como se puede ver en la figura 14.

Figura 13. Extracto con silica después de tres dias en horno a 50°C.
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Para lograr purificar la muestra y obtener el metabolito de interés (genipina), se
recurrio al método de cromatografia de adsorcion en columna, utilizando
aproximadamente 6 L de acetato de etilo como fase movil y silica como fase
estacionaria. Al adicionar el acetato de etilo, por efecto de la gravedad, la muestra
se movié a través de la columna, como puede observarse en la figura 15,
permitiendo asi, la separacion de los diferentes componentes de la muestra.

Figura 14. Purificacion de genipina por cromatografia de adsorcion en columna.

En este caso se obtuvieron 9 fracciones (figura 16), las cuales previamente fueron
llevadas a rotaevaporar, para quitar cualquier residuo de solvente y asi lograr
obtener muestras de mayor pureza.

Figura 15. Fracciones obtenidas por purificacion en cromatografia de adsorcién en

columna.
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Para verificar en cada fraccién obtenida la existencia de genipina, fueron evaluadas
por TLC usando diclorometano:acetato de etilo en proporcién 3:7, como fase movil
y derivatizadas con el reactivo vainillina- acido sulftrico. En la figura 17, se evidencia
la fuerte presencia de una banda violeta, caracteristica de la genipina con un factor
de retencion (Rf) igual al del estandar.

Figura 16. Evaluacion por TLC de fracciones obtenidas por purificacion en
cromatografia de adsorcion en columna.

Teniendo en cuenta, los resultados reportados en la tabla 5, se agruparon los tubos
3-5y 2,6-9, las cuales se adicionaron en cajas petri de vidrio como se observa en la
figura 18. Se evidencié que estas muestras alun no se encontraban totalmente
secas, por esto, se introdujeron en un horno Binder a 50°C por 48 horas.

Figura 17. Muestras agrupadas en caja petri Izquierda: tubos 3-5, Derecha: tubos
2,6-9.
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Por lo tanto, la cantidad de genipina extraida en la planta semipiloto y su posterior
purificacion por cromatografia de adsorcion en columna fue de 12,94 g, repartido en
la agrupacién que se hizo previamente, donde las muestras 3-5 pesaron 9,06 g;
mientras que las de 2,6-9 fue de 3,88 g. Las muestras fueron almacenadas en dos
viales de vidrio como se puede ver en la figura 19.

Figura 18. Genipina Obtenida.

Finalmente, el porcentaje de rendimiento de esta extraccion fue de 0,65%, el cual
es similar al obtenido por (Santa Culma, 2017) con un 0,61%, mientras que es
inferior al obtenido por (Djerassi, et al., 1960), con un 1-3%.

Debido a que es un porcentaje de rendimiento de extraccion satisfactorio, se
propone un estudio econdmico que pueda ser utilizado para dar viabilidad de la
extraccion posterior a escala industrial.

2.5.3. Evaluacion de la genipina extraida por HPLC-PDA

Con el fin de verificar la cantidad extraida y el porcentaje de pureza de genipina, se
realiz6 un anadlisis en HPLC-PDA, cada muestra se inyecto por duplicado,
obteniendo asi los resultados presentados en la tabla 5.
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Tabla 5. Valoracion de genipina por HPLC-PDA.

Concentracion de
genipina Pureza

(Ppm) ()
Tubo 1 Rep 1 - -
Tubo 1 Rep 2 - -
Tubo 2 Rep 1 3,267 7,35
Tubo 2 Rep 2 3,491 7,90
Tubo 3 Rep 1 1009,908 84,79
Tubo 3 Rep 2 999,466 83,85
Tubo4 Rep 1 1516,210 88,88
Tubo 4 Rep 2 1499,399 89,67
Tubo5Rep 1 1017,902 83,35
Tubo 5 Rep 2 1007,627 83,49
Tubo 6 Rep 1 745,327 79,09
Tubo 6 Rep 2 740,015 79,09
Tubo 7 Rep 1 715,919 77,13
Tubo 7 Rep 2 714,666 77,13
Tubo 8 Rep 1 489,870 75,45
Tubo 8 Rep 2 496,998 75,53
Tubo9 Rep 1 556,856 73,03
Tubo 9 Rep 2 551,407 72,68

Para poder evaluar la cantidad de genipina extraida se hizo una curva de calibracion
similar a la realizada en el disefio experimental (figura 20), en donde el coeficiente
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de correlacion fue de R?=0,9990, el cual indica que la cantidad de analito presente
en cada tubo, va a ser detectada.

Peak: Genipin - ESTD - DAD-CH1

Amount ()

0]=8

T T LI B L LN LR L R RN B L L
80406 10207 12007 1407 16l
Area

LA B LR I TrrprrrT
0 20et06  40e+06  60e+08

Figura 19. Curva de calibracion extraccién semipiloto de genipina.

Se presentan a continuacion los cromatogramas obtenidos en los tubos de ensayo
3-5, los cuales presentaron mayor cantidad de genipina extraida a un tiempo de
retencion de 3,9 min. Los cromatogramas obtenidos en las muestras 2,6-9 se
presentan en la seccién de anexos, estos presentan igual tiempo de retencién de la
genipina.
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Figura 20. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 3.
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Figura 21. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 4.
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Figura 22. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 5.
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El cromatograma obtenido en el disefio experimental tuvo un tiempo de retencion
de 3,6 min a diferencia del realizado en la extraccion en la planta semipiloto que fue
de 3,9 min, el cual fue minimo y no interfirié en la deteccion de la genipina. Esto es
debido al uso de la pre-columna en el analisis de la genipina extraida en la planta
semipiloto, la cual protege la columna atrapando contaminantes y removiendo
particulas, por lo tanto, aumenta el tiempo de vida de la columna; sin embargo,
puede alterar los tiempos de retencion (Phenomenex Inc, 2008).
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2.6. CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones de extraccion para la genipina a partir del fruto de
Genipa americana L., obteniendo valores de 1:5, 95 rpm y 2 horas para los
parametros de relacién masica (g): solvente (mL), velocidad de agitacion y tiempo
de extraccion, respectivamente.

Se realizd la extraccion solido-liquido de genipina a partir del fruto de Genipa
americana L., implementando las condiciones obtenidas a escala de laboratorio en
la planta de extraccion semipiloto, obteniendo 12,94 g de genipina con un porcentaje
de rendimiento satisfactorio de 0,65%.

Se evaluo el contenido y el porcentaje de pureza en HPLC-PDA de genipina en cada
una de las muestras obtenidas después de la purificacidon por cromatografia de
adsorcién en columna, obteniendo un tiempo de retencion en 3,9 minutos, valores
de concentracion entre 3 -1516 ppm y porcentajes de pureza entre 7-89%, con una
columna Kinetex® 2.6 um 150 mm x 2.1 mm.

2.7. RECOMENDACIONES

Evaluar la metodologia en las mismas condiciones descritas en la investigacion, con
fruto de Genipa americana L., en distintas épocas del afio, debido a que es un fruto
estacional y dependiendo de la madurez del fruto puede obtenerse una cantidad de
genipina distinta.

Se recomienda realizar un disefio de superficie-respuesta mediante un disefio
compuesto central, donde se pueda encontrar el punto 6ptimo de extraccion de
genipina.

Se recomienda realizar un procedimiento operativo estandar (POE) y la validacién
del método de extraccion en la planta semipiloto en busqueda de tener un proceso
gue sea rutinario, robusto y exacto en la obtencion de genipina.

Por otro lado, es importante que la metodologia para evaluar la genipina por HPLC-

PDA sea validado, para asi, darle mayor validez y confiabilidad a los resultados
obtenidos.
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2.9. ANEXOS

Anexo 1. Cromatograma de la genipina extraida en el disefio experimental, bajo las
mejores condiciones de extraccion: Relacidon masica (g): solvente (mL) 1:5, tiempo
de extraccion 15 min y velocidad de agitacion 95 rpm.
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Anexo 2. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 2.
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Anexo 3. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 6.
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Anexo 4. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 7.
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Anexo 5. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 8.
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Anexo 6. Cromatograma de la genipina extraida y purificada del tubo 9.
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FE DE ERRATAS

La Universidad Icesi aclara que este proyecto de grado se ejecutd bajo el Contrato
Marco de Acceso a Recursos Genéticos y Productos Derivados N° 108 del 07 de
mayo de 2018 y del Otrosi No. 1 del 17 de agosto del mismo afo, en el marco del
control que adelanta el Grupo de Recursos Genéticos de la Direcciéon de Bosques,
Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos del Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible. Asi como de la Resolucion 0526 del 20 de mayo de 2016 de la
Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA). Las muestras vegetales
fueron recolectadas en la ciudad de Cali, Valle del Cauca, Colombia en las
coordenadas geodésicas 3°23'09.1"N 76°32'39.6"W y 3°21'01.0"N 76°32'14.1"W.
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