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RESUMO: A genipina € uma substancia incolor
encontrada nos frutos de Jenipapo (Genipa
americana Linnaeus) que, espontaneamente,
reage com grupos aminos em presenca de
oxigénio formando um pigmento de coloragéo
que pode variar do violeta ao azul escuro. Na
forma ndo reagida, ela apresenta propriedades
de agente natural de ativacdo ou reticulante,
podendo associar-se covalentemente a diferentes
materiais para aumentar sua estabilidade
quimica e fisica, além de possibilitar a ocorréncia
de reagdes biofuncionais. No entanto, o preco
elevado do padrdao em péd desta substancia
dificulta os estudos de sua aplicagdo e, desta
forma, surge a necessidade de extrair e purificar
a genipina por meio de ensaios laboratoriais
de modo a se obter uma melhor relacdo custo-
beneficio. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
promover a extracado e purificacao de genipina na
forma sélida a partir de frutos verdes de Jenipapo
(Genipa americana L.). Os frutos foram obtidos
em um sitio localizado na llha de Itamaraca —
PE. Para o preparo do extrato, trés frutos verdes
de tamanhos e pesos semelhantes, foram
cortados ao meio e despolpados. O endocarpo
e as sementes foram pesados juntos (200 g). A
obtencao do produto com a maior qualidade foi
alcancada pela extracdo liquida da polpa com
cloroférmio em propor¢do 2:1 solvente/matriz,
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seguida da precipitacdo e purificagdo com diclorometano. Amostra de genipina purificada
e padrao comercial foram analisados e comparados por meio de cromatografia de camada
delgada (CCD), espectrometria de massas (MS) e Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR). Também foi realizada a quantificagcédo por analise
gravimétrica da genipina. De acordo com os resultados, a genipina extraida e purificada dos
frutos de Jenipapo apresentou fragmentos de massa e bandas de vibracéo de infravermelho
semelhantes ao do padréo comercial. Logo, foi possivel obter a genipina com alto grau de
pureza.

PALAVRAS-CHAVE: Genipina, Genipa americana Linnaeus, Frutos verdes de Jenipapo.

GENIPINE EXTRACTION, IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION FROM
UNRIPE FRUITS OF AMERICAN GENIPA L.

ABSTRACT: Genipin is a colorless substance found in the fruits of Jenipapo (Genipa
americana Linnaeus) that spontaneously reacts with amino groups in the presence of oxygen
to form a coloring pigment which can range from violet to dark blue. In the unreacted form, it
has properties of a natural activating or cross-linking agent, and can be covalently associated
with different materials to increase its chemical and physical stability, in addition to allowing
the occurrence of biofunctional reactions. However, the high price of the powdered standard of
this substance makes studies of its application difficult and, thus, the need arises to extract and
purify genipin through laboratory tests in order to obtain a better cost-benefit ratio. Therefore,
the objective of this work was to promote the extraction and purification of genipin in solid
form from green fruits of Jenipapo (Genipa americana L.). The fruits were obtained from a
farm located on the Island of Itamaraca - PE. To prepare the extract, three green fruits of
similar sizes and weights were cut in half and pulped. The endocarp and seeds were weighed
together (200 g). The acquisition of the product with the highest quality was achieved by liquid
extraction of the pulp with chloroform in a 2: 1 solvent / matrix ratio, followed by precipitation
and purification with dichloromethane. Sample of purified genipin and commercial standard
were analyzed and compared using thin layer chromatography (CCD), mass spectrometry
(MS) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). Quantification was also performed
by gravimetric analysis of genipin. According to the results, the genipin extracted and purified
from Jenipapo fruits showed fragments of mass and infrared vibration bands similar to the
commercial standard. Therefore, it was possible to obtain genipin with a high degree of purity.
KEYWORDS: Genipine, Genipa americana Linnaeus, Unripe fruits of Jenipapo.

11 INTRODUGAO

O Jenipapo (do tupi-guarani “fruto que serve para pintar”) € o fruto do jenipapeiro,
arvore da espécie Genipa americana Linnaeus originaria do noroeste da América do Sul
e distribuida de norte a sul do Brasil. Durante a fase imatura, o pH do fruto e o contato
com o oxigénio possibilitam a reagcdo de um metabdlito secundario do tipo iridoide (o Metil
(15,2R,6S)-2-hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclo[4.3.0]nona-4,8-dieno-5-carboxilato,
comercialmente conhecido como genipina) com grupos amino presentes em sua
constituicao, formando um pigmento azul. (Bentes, 2014; Bentes et al., 2015; Silva et al.,
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2016; Neves et al., 2017; Neves et al., 2018; Neves; Meireles, 2018).

De forma geral, existem trés métodos conhecidos para a extragdo da genipina, sao
eles: hidrolise enzimatica, solventes e ultrassom. E possivel notar que até o ano de 2011
as extracbes de genipina eram realizadas somente com solventes (Djerassi et al. 1960;
Zhou et al. 2005; Wang et al. 2011). Pesquisas tém mostrado que a utilizacéo de solventes
pode ser combinada com outros métodos, o que simplifica e barateia o método extrativo por
solvente quando comparado a outras metodologias de extracdo (Yang et al. 2011; Wang et
al. 2012; Winotapun et al. 2013; Dong et al. 2014; Zhu et al. 2015).

Na maioria dos vegetais, a genipina pode ser encontrada naturalmente. A escolha
do vegetal vai ser influenciada principalmente pela composi¢cdo percentual de genipina
presente no fruto e pela disponibilidade. Por exemplo, no fruto da gardénia, encontrada
principalmente na Asia, o percentual de genipina & de 0,17 %, enquanto no jenipapo pode
chegar a 3 % (Djerassi et al. 1960; Ramos-de-la-Pefa et al. 2016).

Cada método apresenta sua extragdo visando a obtencdo de um produto especifico
para a aplicacéo posterior, e por isso, podem apresentar caracteristicas inviaveis para este
trabalho, cujo intuito é a obtengdo do solido puro. E importante destacar os cuidados na
escolha do agente extrator para que ndo haja riscos de contaminagéo do sélido extraido,
como também na elabora¢do de um sistema com no minimo 2 fases, para que se possa
realizar a separagcdo da genipina e do geniposideo desde a extragédo (Zhu et al., 2015;
Bellé, 2017).

A genipina apresenta atividade contra danos por oxidacdo e trombose,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, protege o hipocampo dos neurénios, doencgas hepéaticas
e diabetes, e gera corantes estaveis para industria téxtil e alimenticia (CHRONOPOULOU
etal., 2018; SUN et al., 2018). Além disso, € um agente natural de ativacéo ou reticulante,
que pode ser associada covalentemente a diversos materiais para elevar sua estabilidade
fisica e quimica e prover a possibilidade de rea¢des biofuncionais, sendo empregada na
imobilizacdo de enzimas, liberacdo gradativa de farmacos, bioadesivos na constituicdo de
préteses para aumentar a resisténcia mecanica de 0ssos e cartilagens, nos tratamentos
de ferimentos cutaneos, etc. (Velasquez; Rivas; Ocanto, 2014; Ramos-de-La-Pena el al.,
2016; Bellé, 2017; Neves; Meireles, 2018).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo extragdo da genipina soélida
a partir do endocarpo e das sementes de frutos verdes de Jenipapo armazenados sob
congelamento e andlise de sua identidade, pureza e rendimento. A metodologia aplicada
serd baseada na adaptacao do trabalho de Veldsquez et al. (2014).

21 MATERIAIS E METODOS

Os frutos verdes de Jenipapo (Genipa americana L.) foram obtidos em um sitio
localizado na llha de ltamaraca — PE. Os reagentes utilizados na extracao foram: HCI (37%;
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Neon); Acetona P.A. (P.A.; Dinamica); n-Hexano (95%; Dinamica); Cloroférmio (99,8%;
Neon); Diclorometano (99,5%; Vetec); Acetato de Etila (P.A.; Quimica Moderna).

O processo de extragdo da genipina dos frutos verdes de Genipa americana L.
ocorreu de acordo com as etapas ilustradas pela Fig. 1.

Figura 1. Fluxograma de extragdo da genipina.

Fonte: Propria.

Trés frutos verdes, de tamanhos e pesos semelhantes, foram cortados ao meio e
despolpados. O endocarpo e as sementes foram misturados para serem pesadas (amostra
com 200g). A amostra da polpa pesada foi entdo colocada em um béquer de plastico, onde
foi acidificada. Em seguida, foi acrescido 400 mL de cloroférmio & mistura, com maceracéo
continua até que as sementes estivessem o mais separadas possivel da polpa. Esta foi
entdo colocada sob agitagdo moderada por um tempo total de 2h e 30min.

A amostra foi entao filtrada por gravidade com papel de filtro qualitativo e o extrato
foi armazenado e colocado sob refrigeragao até o momento da evaporagéo do solvente.

O extrato foi concentrado por meio da remog¢éao do solvente em um rotaevaporador a
temperatura ambiente por 2 horas. O liquido resultante (cor de mel, odor agudo de jenipapo
e consisténcia oleaginosa) foi armazenado em um frasco coletor com tampa e colocado sob
refrigeracdo até a etapa de precipitagcdo. Antes de realizar o procedimento de precipitagdo
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da substancia, uma CCD do extrato foi realizada para confirmacéo de sua presenca.
»  Purificagé@o da genipina sélida

Ao extrato foi adicionado algumas gotas de acetona P.A. para induzir a precipitagdo
da genipina, seguida da mistura com n-hexano e filtrado a vacuo. O procedimento foi
repetido no filtrado e ambos os solidos retidos foram misturados. Uma pequena quantidade
de amostra foi retirada e uma nova CCD realizada para mapear a remogéo das impurezas.

O sélido foi raspado do papel de filtro e colocado em um novo frasco coletor, onde
foi misturado ao diclorometano. Um banho-maria foi preparado e o frasco foi submetido a
aquecimento brando (~ 70°C). Uma vez solubilizado por completo o sélido no solvente, o
frasco foi colocado em um banho de gelo até total precipitacdo da genipina. Realizou-se
entdo uma filtracdo a vacuo e o residuo resultante foi armazenado em novo frasco coletor.
A Fig.2 representa o fluxograma de recuperagéo da genipina.

Figura 2. Fluxograma de recuperagdo da genipina.

Fonte: Propria.

O extrato obtido foi submetido a cromatografia em camada delgada (CCD),
comparado-o com a genipina comercial. Quantificagdo da genipina extraido foi por anélise
gravimétrica. Um Espectrometro de Massa da Perkin-Elmer modelo AxXION 2 TOF foi
utilizada para verificar a massa molar da genipina comercial e o s6lido obtido do processo
extrativo. Além disso, ambas foram avaliadas por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Por CCD, foi observado grande quantidade de genipina - fato refor¢cado pelo fator
de retencao (RF) do padréo, no entanto, ainda foi observado a presencga de impurezas ou
outras substancias na amostra extraida. Neste sentido, a produto extraido foi submetido
a purificacdo como descrita na metodologia. Apés a purificacdo, foi observado que o
sélido branco obtido demonstrou excelente correspondéncia com o padréo e auséncia de

impurezas ou outras substancias.

3.2 Quantificacao da genipina

A massa média do frasco foi de 5,2602g e o conjunto (massa do frasco e a genipina)
pesou 5,4475g. Logo a massa de genipina obtida foi de:

M oipina = 5,4475g - 5,26029g = 0,1873g

O rendimento em massa da extragéo é dado por:

R(%) = (M, e/ Myopa ) 100 = (0,1873g /200,11g) * 100 = 0,0936%

Realizando um procedimento de secagem por liofilizacdo com a mesma massa de
polpa, foi possivel determinar que o fruto apresentou cerca de 70% (m/m) de 4gua em sua
composicéo. Logo, a estimativa para o rendimento do processo extrativo em base seca foi
de:

M opa seca = 30%. 200,11g = 60,0339

ganipina = 0-44759 - 5,2602g = 0,1873g
O rendimento em massa seca da extracao € dado por:
R(%) = (M /M__)*100 = (0,1873/60,033g) * 100 = 0,3120%.

genipina polpa

3.3 Espectrometria de Massa

A Fig. 3 representa os espectros obtidos:
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Figura 3. Espectros de massa da A) Genipina Padrédo e B) Genipina isolada da Genipa americana L.

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os espectros, corroborando
os resultados com a identificagdo realizada pela CCD, e comprovando a auséncia de
quaisquer outras substancias que poderiam estar contaminando o s6lido. Observa-se no
espectro um valor m/z em 227,0822 que é atribuido a massa da genipina [C,,H,,O, + H]* ja
que o espectro foi adquirido no modo positivo e sabendo que a massa molar de genipina é
226,2 g/mol. Am/z em 453,1634 é a [2M+H]* da genipina.

3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As bandas de absorcéo do FTIR para o padrao comercial e a Genipa americana L.
estéo ilustradas na Fig. 4.

Genipina Padréo Comercial ——Genipina da Genipa americana L

054
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Figura 4. Espectro de FTIR do (A) Padrdo Comercial e (B) Genipina da Genipa americana L.

Na Figura 4 mostra os espectros de infravermelho da genipina comercial e da genipina
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extraida no laborat6rio CERTBIO. Observa-se que os espectros sao similares e apresentam
bandas caracteristicas dos grupos funcionais da genipina, como: deformagéo axial de OH
em 3392 cm™ (OH livre) e em 3212 cm™ (OH em ligacéo de hidrogénio); deformacéo axial
de C=C de alcenos (em 1621 cm™); a vibragcdo de 1150 cm™ e estiramento com formagéo
de pico em 1105 cm™ sdo referentes as vibracbes C-O e C-O, respectivamente, e a vibracéo
de 1681 cm™' corresponde ao grupo dos acidos carboxilicos e sédo caracteristicas das C=0.
As bandas caracteristicas do padrdao de genipina comercial ndo apresentaram diferencas
significativas das bandas apresentadas pela amostra da genipina extraido da Genipa
americana L.

Desta forma, é possivel afirmar que o FTIR reforca a identidade do produto obtido
- previamente atestada pela CCD - e a auséncia de substancias diferentes de genipina em
sua constituicdo, ou seja, sua elevada pureza.

41 CONCLUSOES

De acordo com os resultados foi possivel a extragcdo da genipina sélida a partir
do endocarpo e das sementes de frutos verdes de Jenipapo. A CCD do sélido branco
demonstrou excelente correspondéncia com o padrdao comercial e auséncia de impurezas.
O FTIR e a espectrometria de massas reforcaram a identidade do produto obtido. Logo, foi
possivel obter uma genipina com alto grau de pureza.
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