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. MATERIAL ALTO EN GENIPINA Y SU USO
l Shaowen Wu
Gregory Horn

| DESCRIPCION
Campo técnico ‘
[0001] La presente sdlicitud se basa la Solicitud provisional estadounidense No. de serie
61/556.441, Wu y Ho'rn, radicada el 7 de noviembre de 2011, incorporadé a la presente
mediante referencia ylwireivindica prioridad sobre la misma.
[0002] La presente inv[encién se refiere a novedosos materiales altos en genipina de color
blanco mate y su uso como reactivos de reticulacion y para el desarrollo de colorantes.
Mas especificamente, la presente invencion se relaciona con un método para producir
novedosos materiales altos en genipina del fruto de la Genipa americana; el material alto
en genipina contiene Qenipina en cantidad de hasta 97% p/p lo cual permite su uso como
agente de reticulacién y como materia prima para la produccién de colorantes.
Antecedentes j
[0003] Hoy en dia Ios quimicos sintéticos, como los colorantes o los reactivos de
reticulacién, tienden a:tener cada vez menos aceptaciéon en las industrias de alimentos,
cosméticos, alimentos bara animales y textiles. Por razones de seguridad, ya sean reales
o percibidas, la gente tl%liende a favorecer el uso de ingredientes naturales u organicos en
los alimentos, cosméticps, textiles y productos de biomateriales.
[0004] La genipina es un compuesto incoloro que pertenece al grupo de los iridioides. Es
muy activa quimicamente y reacciona de inmediato cuando se combina con compuestos
que tienen grupos de aminas primarias, como aminoacidos, colageno, quitosano,
compuestos del tipo del la glucosamina y diversas proteinas y enzimas. En presencia de
oxigeno, el producto pEuede cambiar rapidamente de color a azul, verde, o negro. La
genipina es un éster ir;idioide, y por tal razon se puede hidrolizar para generar acido
genipinaico, el cual también puede reaccionar con diferentes compueétos para generar
colorantes rojos vy mar:rones. Los colorantes generados a partir de la genipina son
estables al pH y al calbr. Dado que la genipina por lo general proviene de materiales
vegetales, sus caracteri%ticas Kosher ofrecen gran potencial para el uso de los colorantes
derivados de la genipina en aplicacfones de pasteleria y alimentos enlatados.
[0005] Gran cantidad  de iridioides, como genipdsido, gardendsido, genipina-I-b-
gentiobiosido, acido geniposidico y genipina, se pueden encontrar en el fruto de la
Gardenia jasminoides Ellis. El genipésido, un glucésido iridioideo, es un componente
principal que comprendé 7-8% de peso de la fruta, aunque naturalmente solo hay trazas
de genipina en el fruto de: la gardenia.
Histéricamente, los iridiqides del fruto de la gardenia han sido extraidos con metanol o
etanol y luego separados como un pigmento amarillo sobre carboén activado y tratados con
enzimas que tienen actividad beta-glucosidica o actividad proteolitica para convertir

I
iridioides glucésidos en su forma aglucona, la genipina o el acido genipinaico. Entonces,
|
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la genipina o el écido! genipinaico se pueden hacer reaccionar con otros compuestos para
producir colorantes (KR1020010096213 A).
[0006] La genipina y otros compuestos iridioides, como acido genipinaico, genipina-
gentiobidsido, genipdsido y acido geniposidico, se encuentran también en los frutos y
hojas de la Genipa americana, también conocida como Genipap, o Huito, una planta
silvestre tropical. La genipina esta naturalmente presente en el fruto maduro y su cantidad

varia de 0 a 3,0% del peso de la fruta dependiendo del grado de madurez. La genipina es

estable en la célula'de la planta aunque no se ha establecido el lugar en donde se
almacena. Cuando la célula se rompe, la genipina reacciona espontaneamente con los
aminoacidos que existen naturalmente en la pulpa de la fruta y cambia de color a azul o
negro en un ambiente aéreo. En nuestra anterior solicitud de patente
(US20090246343A1), hicimos zumo colorante (azul) de la fruta mezclando pulpa de la
fruta Genipa americana con zumos de otros frutos o vegetales. El zumo natural azul
estable al acido ha sido usado ampliamente en las industrias de alimentos y bebidas.
Lopes et al. (US7927|63782) usaron zumo crudo sin procesar obtenido de pulpa de la fruta
Genipa americana y lo mezclaron con glicina o con glicina mas almidén, para obtener
colorantes azules. Pétrice Andre et al., (US20100196298A1) usaron materiales colorantes
obtenidos de la ext}acci()n de las plantas Genipa americana, Gardenia jasminoides,
Rothmannia, Adenocandia o Cremaspora, unidos a un sustrato solido, para hacer
composiciones cosméticas.

[0007] La genipina no solo es capaz de generar colorantes, sino que también puede
actuar como un buen agente de reticulacién. Campbell et al., descubrieron un nuevo
polimero plastico biodegradable que involucra a la genipina como agente de reticulacion
(EP2093256A2). Eso’,s plasticos son Utiles en sistemas bioldgicos para reparaciéon de
heridas, implantes, endoprétesis, encapsulacion y administracion de medicamentos y
otras aplicaciones. Fujikawa et al., reivindicaron (US4983524) el uso de la aglucona del
iridioide, la genipina, como un agente de reticulacién para producir enzimas inmovilizadas
sobre perlas para la ijndustria de los alimentos. Quijano, Ry Tu, H (US 20080195230A1)
revelaron el uso de la genipina para fijar tejidos naturales completos para reducir su
antigenicidad y inmurinogenicidad y asi evitar la degradacion enzimatica del tejido cuando
se implanta en un huésped.

[0008] Sin embargo, la produccion de genipina pura histéricamente involucra numerosas

etapas, que incluyen[ separacion por HPLC y en la actualidad su costo es elevado.

Ninguna descripcion éel estado de la técnica ensefa la preparacién de un extracto estable
alto en genipina a partir de la planta Genipa americana y sus amplias aplicaciones como
colorantes y agentes de reticulacion naturales en alimentos, medicamentos, suplementos
nutricionales, productios para el cuidado personal, cosméticos, alimentos para animales,
textiles, polimeros y en la industria de los biomateriales.

Resumen |
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[0009] La presente revelacion proporciona un método para producir extractos estables
altos en geﬁipina a partir de la planta Genipa americana. El proceso involucra extraccion
con solventés acuosos o polares y extraccion con solventes organicos no polares; el polvo
que se forma es un extracto alto en genipina de color blanco mate y tiene un contenido de
genipina de hasta cerca de 97%. ~
[0010] La présente revelacion proporciona ademas aplicaciones de los extractos altos en
genipina en ‘_Ia produccién de colorantes naturales y la formaciéon de polimeros para usar
en una arﬁ_plia variedad de areas, como productos alimenticios, medicamentbs,
suplementosl nutricionales, productos para el cuidado personal, cosméticos, alimentos
para animalés, textiles, polimeros biodegradables y produccién de biomateriales. Algunos
ejemplos de Hichos usos se pueden encontrar en numerosos documentos de patente, que
incluyen US8283222, CN101899484, US20120189584, W02012048188, CN102399370,
CA2458821, , DE602007013718, US20110082199, TW1334878, US20100183699, los
cuales docurﬁentos se incorporan a la presente mediante referencia.

[001 1] Tal como se usan en este contexto, todos los cocientes y proporciones anotadas
son “por pesto” a menos que se especifique otra cosa. Ademas, todas las patentes,
solicitudes dé patente y publicaciones técnicas citadas se incorporan a la presenlte
mediante referencia.

Breve descripcion de los dibujos _
[0012] La Fig‘l. 1 es un diagrama de flujo que representa de una modalidad del proceso
para obtener‘Iun extracto alto en genipina producido a partir del fruto de la Genipa
americana. |

Descripcion detallada ‘
[0013] La presente revelacion proporciona un método para producir extractos estables
altos en genlipma a partir de la planta Genipa americana. El proceso involucra la
extraccion con solventes acuosos o polares y la extraccion con solventes organicos no
polares. La forma resultante en polvo' del extracto alto en genipina es de color blanco
mate y tiene U'Jn contenido de genipina de hasta cerca de 97%. La presente revelaciép
proporciona aqemés aplicaciones de los extractos altos en genipina en la produccion de
colorantes natyrales termoestables y como un nuevo agente de reticulacion para usar en
una amplia vaﬁiiedad de areas, como productos alimenticios, medicamentos, suplementos
nutricionales, Qroductos para el cuidado personal, cosméticos, alimentos para animales,
textiles, polime\ros biodegradables y produccién de biomateriales.

Materias prlmas

[0014] Las matenas primas que se usan en este proceso son los frutos o las hojas de una
planta de Gempa americana L., la cual también es conocida por numerosos nombres
informales: Gerl1ipap, huito, jaguar, bilito, cafecillo denta, caruto, caruto rebalsero, confitura
de singe, danlpa genipa, genipa, genipayer bitu, guaitil, guaaltoa, guayatil colorado
huitol, huitoc, \hUItu irayol, jagua blanca, jagua amarilla, jagua colorada, Jeupapelro,

junipero, maluco, mandipa, marmelade-box, nandipa, nandipa genipapo, tapaculo,
I ‘



tapoeripa, taproepa tlotumillo, yagua, yanupa-i, yenipa-i, yenipapa bi, genipapo,_huitoc,
vito, chipara, guanapéy, u otras variedades como jenipaporana, o jenipapo-bravo, etc. El
fruto es optimo para Fosechar cuando esta maduro en tamafio, firme y de color verde a
marrén verdoso.

[0015] Los materialeg pueden ser frutas completas, pulpa de la fruta, zumo de la fruta,
puré de la fruta, zumo de la fruta concentrado, polvo seco de fruta o zumo, partes no
hidrosolubles de la frulta y las hojas de la Genipa americana L.

Proceso de obtencion del extracto alto en genipina

[0016] Para poder prbducir los extractos altos en genipina de la presente invencién, los
frutos maduros de ;Genipa americana se procesan con agua o solvente polar en
proporciones de cerca de 1:0,5-5,0 (por peso) dependiendo de la eficiencia de la
extraccién, de preferéncia en proporciones de cerca de 1:1-1,5. Después de lavarlo y/o
blanquearlo, el fruto sFe pela y se corta en trozos; luego se muele o se mezcla con agua o
solventes polares; extraidos con o sin calentamiento, la pulpa, semillas y la piel se
separan por filtracién} y el liquido se recoge. La extraccién puede tener lugar durante
hasta cerca de 1 hora, de preferencia cerca de 15-30 min, a una temperatura de cerca de
15-40°C. La extraccion con agua o solvente polar de la pulpa de la fruta Genipa
americana se puede rgpetir 1- 3 veces. Entonces, el pH de los extractos de solvente polar
se mide y ajusta a cerca de 3,8-4,0 usando acidos. La concentracidén se puede llevar a
cabo en un evaporaaor giratorio al vacio y a temperatura de cerca de 40-46°C. El
contenido de soélidos e‘fn el concentrado puede ser mayor de 15% p/p, de preferencia cerca
de 40-70% p/p. |

[0017] A continuaciéh, el extracto acuoso o el extracto acuoso concentrado alto en
genipina puede ser extraido todavia mas con solventes organicos no polares con
mezclado adecuado {agitacion) en una proporcién de cerca de 1:1. Esos solventes
organicos no polares ’itienen un indice de polaridad de cerca de 0 a 5,0 y solubilidad en
agua menor de cerca de 30%. La fase de solvente organico se separa entonces de la fase
acuosa mediante deéantacién y sifonaje de la capa organica superior o usando una
centrifuga de alta velocidad. La extracciéon con solventes no polares se puede repetir 2-3
veces dependiendo dF la eficiencia de la extraccion. Los extractos altos en genipina
pueden secarse a continuacién por evaporacion y el solvente organico se puede reciclar y
reutilizar para la extraécién de la genipina. El sélido remanente de color amarillo o blanco
mate es un extracto alto en genipina en el cual contenido de genipina es de por lo menos
cerca de 70% p/p de los sdlidos.

[0018] Como alternativa, los frutos maduros de la Genipa americana se procesan con
solventes organicos directamente en una proporcién de cerca de 1:1-2. Después de
lavarlo y/o bIanquearIoi, el fruto se pela y se corta en trozos, luego se muele o se mezcla,
se extrae con solvente organico no polar directamente, con o sin calentamiento, se
separan la pulpa, las s‘,emillas y la piel y se recoge el extracto del solvente. La extraccién

puede tener lugar durbnte cerca de 1 hora, de preferencia cerca de 15-30 min a una

&



temperatura de cerca d'e 18-25°C. La extraccion con solvente organico se puede repetir 2-
3 veces dependiendo de la eficiencia de la extraccion. Los extractos altos en genipina
pueden secarse a corptinuacién usando un evaporador y condensador y el solvente
organico se puede reci?Iar y reutilizar. El sélido resultante de color blanco mate o amarillo
es un extracto alto en genipina que contiene genipina en cantidad mayor que cerca de
40% p/p de solido. !

[0019] Los extractos altos en genipina pueden ser extractos acuosos o de solvente polar
obtenidos de las fuen:tes de materia prima descritas. Los solventes polares incluyen
aquellos que tienen solybilidad en agua de hasta 100% y un indice de polaridad mayor de
cerca de 5,0, como agua, acido acético, metanol, etanol, n-propanol, iso-propanol,
dimetilsulféxido, dimetil!formamida, acetonitrilo, acetona, dioxano tetrahidrofurano, etc., o
soluciones de acidos acético o citrico amortiguadas con fosfato, o mezclas de las mismas
en diferentes proporciones. Esta lista no tiene por objeto limitar el solvente utilizado, pero
considerando ia segurﬂdad de los alimentos, para los usos del extracto en alimentos se
prefieren agua, etanol, n-propanol, iso-propanol, metanol y soluciones de acidos acético o

citrico amortiguadas con fosfato.

[0020] Los extractos alios en genipina como alternativa pueden ser extractos en solventes
organicos obtenidos de extractos acuosos o de solventes polares arriba descritos. Los
solventes organicos no polares incluyen aquellos que tienen menos de cerca de 30% de
solubilidad en agua y un indice de polaridad de 0 a cerca de 5,0, como acetato de etilo,
acetato de buitilo, n-[butanol, éter dietilico, hexano, 2-butanona, cloroformo, 1 ,2-
dicloroetano, benceno‘», xileno, éter metil-t-butilico, tolueno, tetracloruro de carbono,
tricloroetileno, ciclohexano, pentano y heptano, o mezclas de los mismos en diferentes
proporciones. Esta Iist? no tiene por objeto limitar solvente utilizado, pero considerando la
seguridad de los alimentos, los preferidos son acetato de etilo, acetato de butilo y n-
butanol.

[0021] Los extractos altos en genipina como alternativa pueden ser extractos en solventes
organicos obtenidos de las fuentes de materia prima arriba descritas. Los solventes
organicos incluyen aq’uellos que tienen un indice de polaridad menor de cerca de 6,0 y
mezclas de los mismos en diferentes proporciones. Se prefieren el solvente o la mezcla
de solventes con bajaI solubilidad en agua con el fin de obtener extractos incoloros altos
en genipina. |

[0022] Los métodos que se usan para la separacion sélido-liquido pueden ser, por
ejemplo, filtracién regylar, centrifugacion, filtraciéon por prensado vy filtracion por cartucho
de membrana. La separacion liquido-liquido se puede llevar a cabo, por ejemplo, usando
una centrifuga de alta’ velocidad, o mediante decantacion y sifonaje de la capa requerida
del liquido.

[0023] Los acidos quie se usan para el ajuste del pH pueden ser acidos organicos o

inorganicos, seleccion‘ados para que sean adecuados para el uso final deseado.



[0024] La concent"racién se puede llevar a cabo por cualquier método conocido del estado
de la técnica comé, por ejemplo, por evaporacién usando un evaporador giratorio al vacio,
un evaporador tipao flash, un dispositivo de filtracion por 6smosis, 0 un dispositivo de
ultrafiltracién con una membrana apropiada.

Propiedades del extracto alto en genipina

[0025] EI extracto‘falto en genipina es un polvo o compuesto cristalino de color blanco
mate. Algunos Iotés pueden tener in tinte ligeramente amarillento o verdoso si la pureza
es relativamente bl‘[aja. El contenido de genipina puede ser de hasta cerca de 97% (p/p)
dependiendo del , método de extraccidon. No se encontraron geniposido, acido
geniposidico, u otros compuestos iridioides en el extracto alto en genipina en el analisis
por HPLC. El rest(“p de la composicién del extracto alto en genipina es principalmente
humedad, grasa y también pequefias cantidades de acidos y compuestos nitrogenados,
en donde el resto son carbohidratos, como se anota en la siguiente tabla.

[0026] Especificacié:n del material alto en genipina

Genipina l 30-90%
Acidos grasos f <1,0%
Grasas : <5,0%
Proteinas ‘, <1,0%
Acidos organicos x <0,5%

i
[0027] Se pueden usar métodos de HPLC para determinar el contenido de genipina y
llevar a cabo otros a&\élisis de iridioides.
[0028] EI contenido de genipina de el polvo blanco mate alto en genipina es estable
cuando se almacena a temperatura de refrigeracion. El nivel de genipina se redujo menos
de cerca de 5% desb:ués de 3 meses de almacenamiento. No obstante, cuando se mezcla
el extracto alto en genipina con compuestos que tienen un grupo de amina primaria, la
genipina reaccionarélicon rapidez generando colorantes y/o polimeros.
[0029] El extracto con alto contenido de genipina se disuelve rapidamente en alcohol,
mezclas alcohol-agué, 0 agua caliente. Su solubilidad en agua fria es limitada.
Produccion de colml:antes
[0030] La presente invencion también proporciona un método para manufacturar un
colorante azul usando el extracto alto en genipina reaccién y mezclandolo con agua y
aminoacidos como, :ipor ejemplo (pero sin limitaciones), lisina, histidina, arginina,
glutamina, asparagina, metionina, glicina, acido glutamico, tirosina, valina, alanina, serina,
leucina, taurina, carnitina, ornitina y citrulina, en presencia de oxigeno. Se puede usar
calentamiento para a"‘celerar la velocidad de la reaccién. Los cocientes molares del
extracto alto en genipiha a aminodacidos son de cerca de 1: 0,5 a cerca de 1:10. Los tonos

! . . .
de azul generados son variables entre azul profundo, violeta-azul, azul brillante y azul-
i



|
verdoso dependier?do del aminoacido empleado. E! colorante azul generado a partir del

extracto alto en genipina es un pigmento estable al calor y al acido.

[0031] También se: pueden generador colorantes azules similares haciendo reaccionar el
extracto alto en ge:nipina con otros extractos, zumos de frutas y vegetales, materiales de
plantas y animale:s, que incluyen productos lacteos y huevos, los cuales contienen
aminoacidos, polipéptidos, proteinas y compuestos con uno 0 mas grupos de aminas
primarias. El colorlazul también puede ser generado por reaccion del extracto alto en
genipina con co|égbno, gelatina, quitosano, enzimas y microbios. El colorante producido
pueden ser conce‘ptrado todavia mas o depositado sobre arcilla u otros vehiculos y
empleado en aplicaiciones de alimentos, cosméticos (dentifrico, maquillaje, tintes para el
pelo, etc.) y textiles (prendas de vestir).

[0032] La presente :invencién proporciona un método para manufacturar un colorante rojo
usando el extractof alto en genipina. El extracto alto en genipina es hidrolizado para
quitarle un grupo metilo y convertir la genipina en acido genipinaico el cual a su vez
reacciona con com}puestos que contienen aminas, en presencia de acidos organicos
adicionales y en cor‘pdiciones anaerobias, para generar el pigmento rojo. Se puede usar el
calentamiento para}acelerar la formacién del pigmento rojo. La solucion roja se puede
purificar todavia mé? sobre una columna de intercambio i6nico y el material eluido puede
ser concentrado sobre un evaporador giratorio al vacio. El rojo de genipa es un pigmento
termoestable y tamb:ién es estable a pH alto.

[0033] El extracto aIt:o en genibina pueden ser dispersado o disuelto en etanol cerca de 5-
50%, de preferencia:cerca de etanol 5-15% y en solucién de hidroxido de sodio o solucion
de hidroxido de potasio cerca de 0.5-1.5 N, a una concentracion de extracto de cerca de
5-10% p/p. La hidrélﬁsis se puede llevar a cabo con o sin calentamiento durante cerca de
30 minutos a 24 ho‘;as, de preferencia cerca de 2- 10 horas a temperatura ambiente
(~20°C). ‘i

[0034] La hidrdlisis del extracto alto en genipina puede ser neutralizada con pH usando
acidos, de preferencil,a acidos organicos, como acido acético, acido férmico, acido lactico,
acido citrico, acido té\rtérico, acido adipico, acido oxalico, acido succinico, acido fumarico
y acido malico, de p‘Peferencia acido acético y/o acido tartarico. El pH de la solucion de
hidrolisis se puede ajustar en el intervalo de cerca de 3,5-5,0.

[0035] Entonces la sblucién acidificada se calienta a cerca de 65-85°C y de preferencia
cerca de 70- 75°C, ‘i-durante cerca de 5-120 minutos, de preferencia cerca de 10-20
minutos. Los subproc?uctos marrones insolubles se eliminan porque no contribuyen a la
formacién del color rojo. La separacion del precipitado se puede lograr por cualquiera de
los métodos de fiItrac:ién o centrifugacién conocidos en el estado de la técnica como, por
ejemplo, por método{s de filtracion regular, centrifugacién, filtracién por prensado, o
filtracion por flujo tangencial o filtracién por cartucho de membrana. La formacién de los
subproductos marrones insolubles puede intensificarse todavia mas por la adicion de.

carbonato de calcio péra ajustar el pH a cerca de 5-7,5 y mezclando durante cerca de 5-



|
30 minutos. La sepéracién del precipitado se puede lograr por los métodos arriba
descritos. |
[0036] La solucion transparente arriba descrita se puede ajustar a un pH de cerca de 4,0-
4,6 con acidos o salés organicas, de preferencia acido acético y/o acetato de sodio. El
color rojo se genera Hespués de mezclar con compuestos que tienen grupos de aminas
primarias y de calentar a cerca de 70- 95°C, de preferencia cerca de 80-85°C, durante
cerca de 2 horas, 0 ‘cerca de 90-95°C, durante cerca de 1 hora. Los compuestos con
grupos de aminas pri"marias se pueden seleccionar de entre aminoacidos, como alanina,
arginina, lisina, écido‘aspértico, acido glutamico, glicina, histidina, valina, leucina y serina.
Esta lista no tiene porL objeto limitar compuestos utiles con grupos de aminas primarias.
[0037] La presente | invencion, ademas, proporciona un método para manufacturar
colorante verde usando el extracto alto en genipina. El extracto alto en genipina puede
reaccionar con ciertos aminoacidos, como isoleucina, treonina, cisteina y triptéfano, para
generar color verde.| También puede reaccionar con compuestos que contienen aminas
primarias y mezclarse con carotenoides, pigmentos de achiote y clircuma para generar
color verde. Dado que el verde de genipa puede proporcionar una tonalidad verde
resistente al calor, resulta bastante Util en la industria de los alimentos a causa de la
inestabilidad térmicaldel pigmento verde natural, la clorofila.
[0038] También se pueden generar colorantes verdes similares haciendo reaccionar el
extracto alto en genipina con otros extractos, zumos de frutas y vegetales, materiales de
plantas y animalesL que incluyen productos lacteos y huevos, que son altos en
aminoacidos como, por ejemplo, isoleucina, treonina, cisteina y triptéfano. El color verde
también puede ser generado por reaccion del extracto alto en genipina con colageno,
gelatina, quitosano, enzimas y microbios y mezclandolo con carotenoides, pigmentos de
achiote y curcumal para generar color verde. El colorante producido pueden ser
concentrado todavia mas o depositado sobre arcilla u otros vehiculos y empleado en
aplicaciones de alimentos, cosméticos (dentifrico, maquillaje, tintes para el pelo, etc.) y
textiles (prendas de yestir).
[0039] La presente invencion, ademas, proporciona un medio para generar otros
colorantes, como pQrpura, rojo, amarillo, naranja, marrén y negro usando el extracto alto
en genipina. Los purpuras y rojos se pueden crear mezclando le extracto alto en genipina
con carmin, zumo qe remolacha y colorantes y soluciéon de antocianina con compuestos
que contienen aminas. Los naranjas y amarillos pueden ser creados haciendo reaccionar
el extracto alto en anipina con pentosas, como xilosa, ribosa, o vitamina C. Los tonos de
color negro pueden generarse cuando se involucran metales alcalinotérreos (p.gj.,
magnesio o calcio),Ko metales con valencias multiples durante la reaccién de la genipina
con compuestos que contienen un grupo de amina primaria.
Agente de reticulagién
[0040] La presente‘invencién proporciona nuevos materiales que contienen hasta cerca

de 97% de conten‘ido de genipina. El extracto alto en genipina puede reaccionar con



cualquier compuesto que contiefne un grupo de amina primaria, como colageno, gelatina,
quitosano, glucosamina vy variés enzimas y proteinas, para formar nuevos materiales
texturizados que se usan, pofr ejemplo, en las industrias de alimentos, cosmeéticos,
biomateriales y polimeros.
[0041] La presente invencion tlémbién proporciona un agente de reticulacion obtenido de
la planta natural, Genipa amfericana, que puede reemplazar sustancias quimicas de
sintesis, como glutaraldehidof, formaldehido, gluoxal, malonaldehido, succinaldehido,
compuestos epoéxicos, etc. EI“ extracto alto en genipina que se usa como agente de
reticulacién tiene una toxicida{j mucho menor que los reactivos sintéticos de reticulacion

de uso comun. !
[0042] El extracto alto en geni:pina puede funcionar como un agente de reticulacion natural
para la produccién de encaésulacién en las industrias alimenticia y farmacéutica. Los
materiales encapsulados puéden ser ingredientes nutricionales, como aceite omega-3,
vitamina A, aceite linolénico fconjugado, o medicamentos. Gelatina, colageno, proteinas
del suero, caseina, quitosaf']o, proteinas de la soya y otras proteinas de plantas y
animales, son buenas materias primas en conjunto con el extracto alto en genipina para
hacer una coraza, pelicula 0 micromembrana de encapsulacion. Los productos tienen
buena estabilidad térmica y rhecénica, asi como su propiedad biocompatible.

[0043] Los siguientes ejempfllos se dan con el objeto de ilustrar todavia mas la presente

revelacion, pero en ningun sentido habran de tomarse como limitantes.

Ejemplo 1
[0044] Se generd un extracto alto en genipina basado en el siguiente proceso:

a) Se pelaron los frutos del Huito para dar 866,0 g de fruto pelado. El fruto pelado fue
cortado en trozos y;"mezclado con 1300 g de agua desionizada (DI) y convertido
en puré con una |icufadora para producir un puré;

b) el puré se dejo repq!éar 15 minutos a temperatura ambiente; y el sélido insoluble se
separo del extracto‘l'acuoso por filtracion. Entonces se afiadieron 1212,4 g de agua

DI al filtrado y se rfnezclé durante 15 minutos seguido de una segunda etapa de

filtracion; f
c) el filtrado se ajustq“ a pH < 4,0 usando acido citrico y concentrado a 25-55% (p/p)

de contenido de sdlidos sobre un rotovapor;

d) entonces, el extra¢to acuoso concentrado fue extraido usando acetato de etilo en
proporcion de 1:1.; Se recogio la capa incolora o ligeramente amarilla transparente
de acetato de etilq’. Esta extraccion liquido-liquido se repitié 2 veces;

e) entonces, las capas combinadas del extracto y acetato de etilo se evaporaron
sobre un rotovapor a una temperatura de 40°C y al vacio de 35 mm Hg para
remover el solvente. El acetato de etilo condensado se puede reutilizar para la
extraccion de la Qenipina. Después de evaporar el acetato de etilo, se obtuvo un
polvo blanco méte o ligeramente amarillo. El polvo contenia 74,4% p/p de

genipina.



Ejemplo 2
[0045] Se generd un extracto‘alto en genipina con base en siguiente proceso:

|

a) Los frutos del Huito, 462 g, se pelaron y mezclaron con agua DI 537 g para
producir un puré; |

b) el puré se dejd reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y el sélido
insoluble se separ6 ’del extracto acuoso por filtracién. Entonces, se afiadid la

| . .. -
misma cantidad de agua DI a la parte sélida y la etapa de extraccion se repitio 2

veces, |

c) al extracto acuoso cbmbinado se ajusté a pH < 4,0 usando acido citrico y se
concentro hasta 24,9?% (p/p) de contenido de sélidos usando un rotovapor;

d) entonces, el extracto jEacuoso concentrado fue extraido usando acetato de butilo en
proporcion de 1:1. Sé recogio6 la capa de acetato de butilo incolora a ligeramente
amarilla transparente! Esta extraccion liquido-liquido se repiti6 2 veces;

e) a continuacidn, el extracto combinado con acetato de butilo se evapor6 sobre un
rotovapor a una temperatura de 55°C y al vacio de 35 mmHg para remover el
solvente. El acetato de butilo condensado se puede redutilizar para la extraccion de
la genipina. Despuéé de evaporar el acetato de butilo, se obtuvo un polvo blanco
mate o ligeramente amarillo. El polvo contenia 90,9% p/p de genipina.

Ejemplo 3 ;
[0046] E! extracto alto en geknipina obtenido por el método del Ejemplo 2 se examiné para
determinar su estabilidad. El polvo alto en genipina, 0,20 g cada uno, se guardo sellado

en viales y se almacené 4°C.

Las muestras se extrajeron a las 0, 4 semanas, 6 semanas y 12 semanas y el contenido
de genipina se determind usando el método de HPLC. Los resultados se muestran en la

Tabla 1. |
Tabla 1. Estabilidad del extracto alto en genipina
|

Tiempo de almacenamientol'(semanas) Genipina % p/p
0 83,9
2 ’ 86,0
6 | 85,3
12 | 84,7

[0048] El material de genipir'wa fue estable durante el periodo de prueba.

Ejemplo 4 |

[0048] Se disolvieron 15 gramos de extracto alto en genipina obtenido por el método del
Ejemplo 1 en 118,10 g de solucién de etanol al 10%. Se afadieron 16,89 g de solucién de
OH 0,9 N a la anterior meZcla y la genipina fue hidrolizada bajo agitaciéon a temperatura
ambiente (22°C) durante 7,5 horas. El pH de la solucion de hidrélisis se ajusté a menos de
4,0 con acido tartarico. La solucién se calentoé a 74°C durante 15 min y se dej6 enfriar. El
precipitado se filtré6 a través de papel de filtro #2. A continuacién, el pH del filtrado se
|
10



ajusté a ~ 6,5 usando carbonato de calcio y la lechada se mezcl6 durante 10 minutos. El
precipitado resul!tante se filtré y el pH del filtrado se ajustd a 4,0-4,5 mediante la adicion de {
acido acético. Después se afiadio alanina (4,50 g), el color rojo de genipina se desarroll6

por calentamiento a 82°C durante 2 horas. El color fue analizado tomando 0,30 g del color i
rojo de genipina: y diluyéndolos a 30,0 g con agua DI. Se midieron los valores L-, a-y b-r
en un espectrometro Hunter Lab y la curva de absorcién se midié en un espectrometro .
]

UV/VIS. Los resultados se muestran en la siguiente Tabla.
|

Parametros | Valor

Valor Hunter L | 27,86

Valor Hunter a | 10,21

Valor Hunter b | 2,26

Longitud de ond['a (max., nm) 550,09 |
Absorcion (méx!) 0,67314

Ejemplo 5

[0049] Se disol\:/ieron tres gramos de extracto alto en genipina obtenido por el método del:
Ejemplo 2 en 23,5 g de solucién de etanol al 10%. Se afiadieron 3,78 g de solucién 1,0 N
de KOH a la a;nterior mezcla y la genipina fue hidrolizada bajo agitacion a temperatura
ambiente (22°Q) durante 8,0 horas. El pH de la solucién de hidrdlisis se ajusté a menos de
4,0 con acido tartarico. La solucién se calenté a 74°C durante 15 minutos y se dejé enfriar.
El precipitado $e removio por filtracién sobre papel de filtro #2. A continuacion, el pH defl
filtrado se ajus:té a -7,0 usando carbonato de calcio y la lechada se mezcld durante 15
minutos. El precipitado resultante se filtrd y el pH del filtrado se ajusto a 4,0-4,5 medianté
la adicién de é\'cido acético. Después de afiadir alanina (1,20 g), el color rojo de genipina
se desarrollé por calentamiento a 84°C durante 2 horas. El color fue analizado tomand?
0,50 g del color rojo de genipina y diluyéndolos a 30,0 g con agua DI. Los valores L, ay b

L. | . .y . e
se midieron en un espectrometro Hunter Lab y la curva de absorcion se midié en un
\

espectrémetrolUVNIS. Los resultados se muestran en la éiguiente Tabla.
Parametros ' Valor f
Valor Hunter L! 27,42 '
Valor Hunter a 9,46
Valor Hunter b" 2,32
Longitud de onda (max., nm) 549,97
Absorcion (max) 0,94423

| !
Ejemplo6 ;

[0050] Se disolvieron 1,5 gramos de extracto alto en genipina obtenido por el método del
Ejemplo 2 en 11,8 g de solucién de etanol al 10%. Se afiadieron 1,97 g de solucion 1,0 N

!
11
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de KOH a la anterior mezcla y la genipina se hidrolizd bajo agitacién a temperatura
ambiente (22°C) durante 8,0 horas. El pH de la solucién de hidrélisis se ajustd a menos de
4.0 con acido tartarico. La sollhcién se calenté a 74°C durante 15 minutos y se dejo enfriar.
El precipitado se removio por,'filtraci()n a través de papel de filtro #2. A continuacién, el pH
del filtrado se ajusté a -7,0 usando carbonato de calcio y la lechada se mezclé durante 15
minutos. El precipitado resultante se filtro y el pH del filtrado se ajusté a 4,0- 4,5 mediante
la adicién de acido acético. Ijespués de afiadir alanina (0,60 g), taurina (0,60 g) y cloruro
de magnesio (0,4486 g), se éesarrollé un color marrén oscuro-negro por calentamiento a
84°C durante 2 horas. El color fue analizado tomando 1,0 g de color de genipina y
diluyéndolo a 30,0 g con agﬂaa DI. Los valores L, a y b se midieron en un espectrometro
Hunter Lab y la curva de abs'orcién se midié en un espectrometro UV/VIS. Los resultados

se muestran en la siguiente Tabla.

Parametros Valor
Valor Hunter L | 2473
Valor Hunter a ‘ | 0,29
Valor Hunter b | 0,85
Longitud de onda (max., nm) 542,83
Absorcion (max) | 0,0170
Longitud de onda (2° pico, n\'m) 595,06
Absorcion (2° pico) : 0,88795

Ejemplo 7
[0051] Se dispersaron 0, 108 g de extracto alto en genipina, obtenido por el método del

Ejemplo 2, en 8,6 g de solucron acuosa de etanol al 8% en un tubo de ensayo. Los sélidos
se disolvieron por completo después de calentamlento en bafio de agua a ~50°C.

Entonces, se pusieron alrcuotas de 1,0 mL de la anterior solucién de genipina dentro de
tubos de ensayo por separiado y se afadieron L-treonina 0,012 g, L-isoleucina 0,014 g, o
L- histidina 0,016 g, respe‘[ctivamente. Todos los tubos de ensayo se calentaron en un
barfio de agua a 80°C dura;ﬂe 2 horas. El color fue analizado tomando 0,30 g del color de
genipina producido y diluyéndolos a 30,0 g con agua DI. Los valores L, a y b se midieron
en un espectrometro Huntier Lab y la curva de absorcion se midié en un espectrometro

UV/VIS. Los resultados se 'muestran en la siguiente Tabla.
!

Parametros ‘ L-Treonina L-Isoleucina L-Histidina

Dilucién (g/mL) ; 0.50/100 0.30/100 0.10/100

Color | Verde Verde Azul

Valor Hunter L ; 79,12 87,41 71,13

Valor Hunter a ‘ -5,91 -3,42 -7,82 ’
Valor Hunter b ! -2,42 -0,77 -17,46 *




Longitud de onda (max., nm)

596,32

600,12

592,2

Absorcion (max)

0,11914

0,06746

0,2537

Ejemplo 8 '

|
[0052] Se dispersaron‘ 0,37 g de extracto alto en genipina, obtenido por el método del
Ejemplo 2, en 34,63 g de solucién acuosa de etanol al 10% en un vaso de precipitados.

Se afiadieron alanina 0,7 g y xilosa, 1,4 g y se disolvieron. La muestra se calentd a 92°C

durante 1 hora. DespuL’as de enfriar, el color fue analizado tomando 1,50 g de la solucion

de color y diIuyéndoIoL a 30,0 g con agua DI. El color observado fue naranja-rojo en

contraposicion con el color rojo observado cuando la alanina se mezclé sola con el

extracto alto en genipina. Los valores L, a y b se midieron en un espectrometro Hunter

Lab y los resultados se;muestran en la siguiente Tabla.

Parametros | Valor

Color Naranja-rojo
Valor Hunter L 25,12

Valor Hunter a 2,48

Valor Hunter b -0,22
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1.

Un método para preparar material alto en genipina a partir del fruto de la Genipa

americana, que comprende

(a) proporcionar zumoko extracto del fruto de una planta de Genipa americana, el cual
contiene suficiente genipina o derivados de la genipina capaces de formar la
aglucona, genipina

(b) extraer la genipina/derivados de la genipina del fruto usando un solvente

seleccionado de entre agua, solvente polar y mezclas de los mismos;

(c) ajustar el pH de la etapa (b) de extraccion para formar la aglucona genipina

(d) extraer la agluconé genipina de la mezcla de la etapa (c) usando un solvente no
polar; y

(e) procesar el extracto de la etapa (d) para formar un material que contiene por lo
menos cerca de 70% genipina usando una o mas etapas seleccionadas de entre
mezcla, separacién, tratamiento térmico, ajuste del pH, tratamiento enzimatico y
remocion del solvente.

El método de la reivindicacidén 1 que se caracteriza porque la genipina/derivado de la

genipina se selecciona de entre genipina, genipina-gentiobidsido, genipésido, acido

geniposidico, gardindsido y mezclas de las mismas.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2 que se caracteriza porque el solvente

no polar se selecciona de entre acetato de etilo, acetato de butilo, n-butanol, éter
dietilico, hexano, 2-butanona, cloroformo, 1 ,2- dicloroetano, benceno, xileno, éter
metil-t-butilico, tolueno, tetracloruro de carbono, tricloroetileno, ciclohexano, pentano,
heptanos y mezclas de las mismas.

El método de la reivindicacion 1 que se caracteriza porque la fuente de genipina se
selecciona de entre frdta completa, zumo de la fruta, puré de la fruta, zumo de la fruta
concentrado, formas d:e frutas 0 zumo en polvo seco, partes no hidrosolubles del fruto
y mezclas de las mismas, a partir del fruto de Huito, Genipa americana, o variedades
de los mismos.

Un método para preparar un material alto en derivados de la genipina a partir del fruto
de la Genipa american!a, que comprende:

(a) proporcionar zdmo o extracto del fruto de una planta de Genipa americana, el
cual contiene suficiente genipina o derivados de la genipina capaces de formar
la aglucona, genipina;

(b) extraer la genipina/derivados de la genipina a partir del fruto usando un
solvente organico no polar; y

(c) procesar el extracto de etapa (b) para formar un material que contiene por lo

menos cerca de 40% de genipina usando una o mas etapas seleccionadas de

3



10.

11.

12.

13.

14.

15.

entre m‘ezcla, separacion, tratamiento térmico, ajuste del pH, tratamiento

enzimétti:o y remocion del solvente.
El método de Ié reivindicacion 5 que se caracteriza porque la genipina/derivado de la
genipina se sefecciona de entre genipina, genipina-gentiobidsido, genipésido, acido
geniposidico, gr‘ardinésido y mezclas de las mismas.
El método de IIa reivindicacion 6 que se caracteriza porque el solvente organico no
polar se selecci‘ona de entre acetato de etilo, acetato de butilo, n-butanol, éter dietilico,
hexano, 2-buta|f10na, cloroformo, 1 ,2- dicloroetano, xileno, éter metil-t-butilico, tolueno,
tetracloruro delcarbono, tricloroetileno, ciclohexano, pentano, heptano y mezclas de
los mismos. |
El método de Ia reivindicacion 5 que se caracteriza porque la fuente de genipina se
selecciona de éntre frutas completas, zumo de la fruta, puré de la fruta, zumo de la
fruta concentraho, formas de frutas o zumo en polvo seco, partes no hidrosolubles de
la fruta y mezclas de las mismas, a partir del fruto Huito, Genipa americana, o
variedades de los mismos.
El método parA manufacturar un colorante estable al calor y al acido mezclando el
material alto en genipina obtenido en la reivindicacion 5 con agua y un reactivo
seleccionado de entre zumos de frutas y vegetales, materiales de plantas y animales,
polipéptidos, pfoteinas, compuestos que tienen uno o mas bgrupos de aminas primarias
y mezclas de llos mismos, en presencia de oxigeno, siendo el cociente molar del
extracto alto en genipina a aminoacido de cerca de 1:0,5 a cerca de 1:10.
El método de acuerdo con la reivindicacién 9 que se caracteriza porque el reactivo es
un aminoacido seleccionado de entre lisina, histidina, arginina, glutamina, asparagina,
metionina, glicina, acido glutamico, tirosina, valina, alanina, serina, leucina, taurina,
carnitina, ornitina, isoleucina, treonina, cisteina, triptéfano, citrulina y mezclas de los
mismos. '
El método de acuerdo con la reivindicacion 10 que se caracteriza porque el colorante
se purifica todavia mas y se concentra usando una columna de intercambio iénico y/o
un filtro de membrana.
El método para manufacturar colorantes rojos mezclando el material alto en genipina
obtenido en la reivindicacion 1 con un aminoacido, en presencia de acidos organicos
adicionales y én condiciones anaerobias.
El método de acuerdo con la reivindicacion 12 que se caracteriza porque el
aminoacido se selecciona de entre alanina, arginina, lisina, &cido glutamico y mezclas
de los mismos.
El método dejacuerdo con la reivindicacion 9 que se caracteriza porque la mezcla de
reaccion ademas contiene metales alcalinotérreos o metales con multiples valencias y
se obtiene uncolor de tonalidad negra.
El método de acuerdo con la reivindicacién 14 que se caracteriza porque el reactivo

adicional se splecciona de entre magnesio, calcio y mezclas de los mismos.
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16. 16. Alimentos y productos comestibles coloreados que contienen una cantidad efectiva
del colorante obtenido de acuerdo con la reivindicacion 9.

17. Alimentos y productos comestibles coloreados que contiene una cantidad efectiva del
colorante rojo obtenido de acuerdo con la reivindicacion 12.

18. El método de obtencion de materiales texturizados haciendo reaccionar el extracto alto
en genipina hecho de acuerdo con la reivindicacion 1 con un compuesto que contiene
un grupo de ar“nina primaria seleccionado de entre colageno, gelatina, quitosano,
glucosamina, en%imas, proteinas y mezclas de los mismos.

19. El método de obt"encién de materiales texturizados haciendo reaccionar el extracto alto
en genipina hecr')o de acuerdo con la reivindicacion 5 con un compuesto que contiene
un grupo de arﬁxina primaria seleccionado de entre colageno, gelatina, quitosano,
glucosamina, eniimas, proteinas y mezclas de los mismos.

20. Un producto en!capsulado comestible que se caracteriza porque el material de
encapsulacion sél obtiene haciendo reaccionar el extracto alto en genipina obtenido de
acuerdo con la n{eivindicacién 1 con un compuesto seleccionado de entre gelatina,
colageno, protein‘ias del suero, caseina, quitosano, proteinas de la soya y mezclas de
los mismos, el cual material de encapsulacion encapsula un material alimenticio,
nutricional o farmacéutico.

21.Un producto enc‘gzapsulado comestible que se caracteriza porque el material de
encapsulacion se obtiene haciendo reaccionar el extracto alto en genipina obtenido de
acuerdo con la reivindicacién 5 con un compuesto seleccionado de entre gelatina,
colageno, proteinés del suero, caseina, quitosano, proteinas de la soya y mezclas de

los mismos, el cual material de encapsulacién encapsula un material alimenticio,
nutricional o farmé‘céutico.



RESUMEN |
Se revela un método para preparar materiales altos en genipina a partir del fruto de la

Genipa americana para usarlo como agente de reticulacion y como materia prima para

. | . " .
producir colorantes. Los materiales altos en genipina se pueden usar en una amplia
variedad de aphcamopes que incluyen cuidado personal, cosméticos, suplementos

alimenticios, empaques, textiles, bebidas, productos alimenticios, medicamentos y

alimentos para animales.
I
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Figura 1 Proceso para preparar un extracto alto en genipina
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