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COMPUESTOS DE COLORANTE DERIVADOS DE GENIPINA O MATERIALES QUE
CONTIENEN GENIPINA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la invencion

La presente informaciéon hace referencia a los compuestos de colorante aislados a partir de una
reaccion del zumo de Genipa americana, la genipina, o analogos de genipina, y una amina,

composiciones que comprenden la misma, asi como a los métodos de fabricacion y su uso.

2. Antecedentes de la invencion

La desconfianza de los consumidores en el uso de colorantes sintéticos, principalmente debido a su
toxicidad, ha llevado a la investigacion y al desarrollo de compuestos naturales del color. Estos
compuestos se han utilizado durante muchos siglos, pero los recientes avances tecnologicos
permitieron que estos colorantes sean industrial y comercialmente viables y capaces de competir con
los sintéticos. Consulte “Market Brief in the European Union for selected natural ingredients derived
from native species; Genipa americana” [Pequefio mercado en la Union Europea para ingredientes
naturales seleccionados derivados de especies nativas; Genipa americana], presentado en la
Conferencia de las Naciones Unidas sobre Comercio y Desarrollo (2005). A nivel internacional, los
colores naturales como los colorantes azul y negro de Genipa americana son utilizados en la industria

alimentaria, cosmética y textil.

Se han notificado procedimientos de preparacion de colorantes azules. Por ejemplo, Echeverri et al.
(Patente en EE.UU. n.° 7.927.637), cuyo contenido completo se incorpora aqui a modo de referencia,
describieron un método para elaborar un colorante azul estable con pH, derivado de la mezcla del jugo
crudo sin procesar obtenido a partir de la pulpa y glicina del fruto de Genipa americana. Otros
ejemplos de la preparacion de colorantes azules se incluyen en las publicaciones de Patentes en Japon
n.° 52053932A2 y 52053934A2, H. Okuyama et al., que describen un colorante azul violeta elaborado
a partir de una reacciéon espontanea de aminas primarias con la genipina; y Wu et al. (WO
2009/120579), que describe la mezcla del jugo de Genipa americana con otros zumos de frutos (como
la sandia) y aminoacidos. Por lo general, estos métodos existentes utilizan como resultado la mezcla
en bruto sin purificacion adicional, posiblemente debido a la dificultad reconocida en la técnica para
la purificacion de las mezclas. Consulte Touyama R. et al., Estudios sobre los pigmentos azules

producidos a partir de la genipina y la metilamina. I. Estructuras de los pigmentos rojo parduzco,



intermedios que conducen a los pigmentos azules, Chem Pharm. Bull 42, 66, 1994 (se ha descubierto
que el pigmento azul, derivado de una reaccion de la genipina o analogos estructurales, y los
aminoacidos “son una mezcla intratable de polimeros de alto peso molecular en funciéon a su
comportamiento cromatogréafico, espectro *C-RMN no analizable y mediante mediciones del peso
molecular”). Ha habido una descripcion limitada de la estructura molecular del material de pigmento
azul, ya que este material es casi soluble Unicamente en agua debido a su polaridad muy alta que
resulta en la intensa supervision de la Cromatografia en capa fina [TLC por sus siglas en inglés]. Se
ha notificado un polimero de peso molecular 9000 (consulte H. Jnouye, Y. et al., 26¢th Symposium on
the Chemistry of Natural Product [16.° Simposio sobre la quimica de productos naturales], Kioto,
extracto pag. 577-584, 1983). Mas recientemente, Wu y Horn (Publicacion en EE.UU.
n.°2013/0115252) describieron un método que consistia en enriquecer la genipina de la Genipa
americana y los usos del material de la genipina enriquecida. Sin embargo, el “extracto rico en
genipina” se describe como genipina de 30 - 97 % (Peso/Peso) con el resto de la composicion incluida
la humedad, grasa, pequefias cantidades de acidos y compuestos que contienen nitrégeno, siendo los

carbohidratos el equilibrio (consulte la Publicacion n.® 2013/0115252, pag. 3, columna izquierda).
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion contribuye a superar la falta de conocimiento sobre las estructuras moleculares
del material de pigmento azul derivado de una reaccion de genipina con un aminoacido. En este
documento se proporciona las composiciones de colorantes que comprenden compuestos de
colorantes sustancialmente purificados (como los polimeros), y los métodos de aislamiento de

compuestos de colorante y métodos de uso de los compuestos de colorante aislados.

Ciertos modos de realizacion apuntan hacia un compuesto sustancialmente purificado de formula 1A

o formula 1B, su isdmero geométrico, su tautomero, su sal, o una combinacion de ellos.
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Ciertos modos de realizacion apuntan hacia un compuesto sustancialmente purificado de Férmula 2,

3A o0 3B, o su isdmero geométrico, su tautdbmero, su sal, o una combinacion de ellos.
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Ciertos modos de realizacion apuntan hacia una composicion de colorante que comprende un

polimero de Férmula 4:

T'—A—CH,—)—T*

Formula 4

su isdmero geométrico, su tautdbmero, o su sal,
donde # es un nimero entero de 2 a 200;

donde cada A se selecciona de forma separada a partir del grupo que comprende la Foérmula 5A,

Formula 5B, Formula 5C, su isomero geométrico, su tautomero, su sal, y una combinacién de ellos:

Formula 5A Formula 5B Formula 5C

Donde:

R'es hidrégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, o terc-butilo;
R*y R" son por separado hidrogeno o alquilo Ci o

R’ es hidrégeno o COOH;



y donde T' es hidrégeno o un grupo metilo; y T> es hidrogeno o A-T', siendo A y T' definidos

anteriormente;

donde la composicion de colorante estd sustancialmente libre de un primer compuesto adicional
seleccionado del grupo que consiste en la Formula 6, Formula 7, Formula 8, su isdmero geométrico,

su tautomero, y su sal:

Formula 6 Formula 7 Formula 8

En algunos modos de realizacion, una composicion de colorante comprende un polimero de

Formula 4:

T'—{- A—CH,—}—T?

Formula 4

su isdmero geométrico, su tautdbmero, o su sal,
donde # es un niimero entero de 2 a 20;

donde cada A se selecciona de forma separada a partir del grupo que comprende la Formula 5'A,

Formula 5'B, Formula 5'C, su isdbmero geométrico, su tautdbmero, su sal, y una combinacion de ellos:

Formula 5'A Formula 5'B Formula 5'C



Donde:

R' es hidrégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, o terc-butilo; y donde

T' es hidrégeno o un grupo metilo; y T* es hidrogeno o A-T', siendo A y T' definidos anteriormente;

donde la composicion de colorante esta sustancialmente libre de un primer compuesto adicional
seleccionado del grupo que consiste en la Formula 2', Férmula 3'A, Féormula 3'B, su isémero

geométrico, su tautdmero, y su sal:

Foérmula 2' Férmula 3'A Férmula 3'B
En algunos modos de realizacion, R' es metilo. En algunos modos de realizacion, el peso total del

primer compuesto adicional es menor que 1 % por peso del polimero.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un compuesto sustancialmente purificado de formula 3'A

(Me) o formula 3'B (Me), su isdbmero geométrico, su tautdmero, su sal, o una combinacion de ellos:

Formula 3'A (Me) Formula 3'B (Me)
Ciertos modos de realizacion apuntan a un polimero sustancialmente purificado de Férmula 4:

T'—A—CH,—}—T?

Formula 4

su isdmero geométrico, su tautdbmero, o su sal,
donde 7 es un numero entero de 2 a 20;

donde cada A4 es de féormula 5'A (Me), su isdbmero geométrico, su tautomero, o su sal:



Foérmula 5'A (Me)

donde T' es hidrogeno o un grupo metilo; y T> es hidrogeno o A-T', siendo A y T' definidos

anteriormente.

Ciertos modos de realizacion apuntan a compuestos de colorante purificados y a métodos de
aislamiento de los compuestos de colorante derivados de una reaccion de genipina y glicina. En
algunos modos de realizacion, los compuestos de colorante se derivan de una reaccion de genipina
purificada (es decir, mas del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 99 % por peso) y glicina. En algunos modos
de realizacion, los compuestos de colorante se derivan de una reaccion de glicina y un zumo que
contiene genipina. En algunos modos de realizacion, los compuestos de colorante se derivan de una
reaccion de glicina y un zumo de fruto derivado de Genipa americana. En algunos modos de
realizacion, los compuestos de colorante se derivan de una reaccion de una glicina purificada con
genipina, donde la genipina es una genipina purificada (es decir, mas de 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o
99 % por peso) o un zumo que contiene genipina. En algunos modos de realizacion, los compuestos
de colorante se derivan de una reaccion de genipina y una mezcla que contiene glicina (es decir, un
zumo que contiene glicina, o una mezcla seca que contiene glicina, como un concentrado de zumo
que contiene glicina), donde la genipina es un genipina purificada (es decir, mas de 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 0 99 % por peso) o un zumo que contiene genipina. En algunos modos de realizacion, los
compuestos de colorante se derivan de una reaccion de un zumo que contiene glicina (por ejemplo,
zumo de fruto, como el zumo derivado de la sandia, uva blanca, pifia, lichi, melon, platano, naranja,
manzana, pera, limon, maracuya, uva roja, arandano, tamarindo, durazno, papaya, acai, ciruela, guaya,
mandarina, borojo, cupuazu, goji, o kiwi) y un zumo que contiene genipina (por ejemplo, zumo de
frutos, como el zumo derivado de la Genipa americana). En algunos modos de realizacion, los
compuestos de colorante se derivan de una reacciéon de un zumo derivado de la sandia y un zumo

derivado de la Genipa americana.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de aislamiento de compuestos de colorante. Este

método comprende: la extraccion de una mezcla azul derivada de una reaccion de la genipina y la



glicina con un disolvente alcoholico para producir una fraccion soluble en alcohol y una fraccion
insoluble en alcohol, y la purificacion tanto de la fraccion soluble en alcohol como de la fraccion
insoluble en alcohol. En algunos modos de realizacion, la mezcla azul es un polvo seco (por ejemplo,

un polvo liofilizado) derivado de la reaccion de la genipina y la glicina.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un compuesto de colorante sustancialmente purificado que
comprende un polimero purificado de Formula 4, su isomero geométrico, su tautomero, o su sal. En
algunos modos de realizacion, el compuesto de colorante sustancialmente purificado comprende un
dimero de Formula 2, 3'A (Me), o 3'B (Me). En algunos modos de realizacion, el compuesto de
colorante sustancialmente purificado, como un polimero (por ejemplo, de la Féormula 4, su isémero
geomeétrico, su tautomero, o su sal), esta libre de hidratos de carbono, como azlcares. En algunos
modos de realizacion, el compuesto de colorante sustancialmente purificado comprende un polimero
(por ejemplo, de la Férmula 4, su isdmero geométrico, su tautomero, o su sal) al menos 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 99 %, o 100 % libre de carbohidratos y al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %, o
100 % libre de otras impurezas, como mondémeros, dimeros, acidos grasos, grasas, proteinas y/o

acidos organicos.

En algunos modos de realizacion, un método de impartir color azul a un substrato incluye poner en
contacto el sustrato con una composicion de colorante descrita en este documento. En algunos modos
de realizacion, el sustrato es un alimento, un medicamento o producto nutracéutico, un producto
cosmético, o un dispositivo médico. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante
comprende un polimero purificado de Formula 4, su isémero geométrico, su tautomero, o su sal. En
algunos modos de realizacion, la composicion de colorante comprende un dimero sustancialmente

puro de Formula 2, 3'A (Me), o 3'B (Me).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las FIGURAS 1A-B muestran las férmulas quimicas para ambas formas isoméricas del compuesto

n°1.

Las FIGURAS 2A-B muestran otra representacion de las féormulas quimicas para ambas formas

isoméricas del compuesto n.° 1.

Las FIGURAS 3A-B muestran las formulas quimicas para ambas formas isoméricas del compuesto

n.° 3.

Las FIGURAS 4A-B muestran otra representacion de las féormulas quimicas para ambas formas

isomeras del compuesto n.° 3.



La FIGURA 5 muestra los espectros para la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

del compuesto n.° 1 aislado a partir de una reaccion de la genipina y la glicina.

La FIGURA 6 muestra los espectros para espectroscopia de RMN del compuesto n.° 3 aislado a partir

de una reaccion de la genipina y la glicina.

La FIGURA 7 muestra los espectros de RMN para las fracciones S31, S32, S33, y S34 (derivadas de

la fraccion S3) aisladas a partir de una reaccion de la genipina y la glicina.
La FIGURA 8 constituye el dibujo esquematico de una estructura de polimero que tiene la Formula 4.

La FIGURA 9 muestra un espectro de RMN para la fraccion insoluble aislada a partir de una reaccion

de la genipina y la glicina.

La FIGURA 10 muestra un espectro de RMN solida 'H-"C de un polimero aislado a partir de una

reaccion de la genipina y la glicina.

La FIGURA 11 muestra el perfil de masas obtenido por filtracion selectiva del peso molecular de un

polimero aislado a partir de una reaccion de la genipina y la glicina.

La FIGURA 12 muestra el perfil IR de un polimero aislado a partir de una reaccion de la genipina y

la glicina.

Las FIGURAS 13A-D muestran los indicios de la Cromatografia de liquidos de alto rendimiento
(HPLC por sus siglas en inglés) de cuatro muestras (A, B, C, y D) que contienen polimero azul a
partir de una reaccion del zumo de Genipa americana y glicina. A) Linea rosada a 240 nm, linea azul
a 590 nm con menor absorcion; B) Absorciones casi iguales a 240 y 590 nm; C) Absorciéon mayor a

590 nm; y D) materia prima con el portador.

La FIGURAS 14A-F muestran las curvas de calibracion 1 - 6, respectivamente, para las soluciones

estandar de referencia de polimero azul.

La FIGURA 15 muestra los espectros de la HPLC y absorciones UV de muestras las PF, FC y PC
(consulte el Ejemplo 10 para conocer la definicion de PF, FC y PC).

La FIGURA 16 muestra los parametros de color de las muestras PF, FC, y PC.

La FIGURA 17 muestra los espectros de la HPLC de la fraccion de polimero y la fraccion acuosa

eluida de la resina XAD-7.



La FIGURA 18 muestra los espectros de absorcion UV-vis de productos de reaccion del zumo de

Genipa americana con diferentes aminoacidos.

Las FIGURAS 19A-C muestran el analisis de la HPLC de productos de reaccion del zumo de Genipa
americana con diferentes aminoacidos, clasificados segun los aminoacidos. Las Figuras 19A-C
muestran, para cada aminoacido, (19A) Glicina, Lisina y Valina, (19B) Metionina y Prolina, y (19C)
Tirosina y Triptoéfano, lo siguiente: los espectros de la HPLC de los productos de reaccion del zumo
de Genipa americana con el aminoacido usando un método del Ejemplo 6; una vista ampliada de la

region de la HPLC, donde se identifica un polimero; y los espectros UV-vis de sefial seleccionada.

La FIGURA 20 muestra las estabilidades (expresadas en vidas medias) de productos de reaccion de
los diferentes aminoacidos con zumo de Genipa americana en soluciéon amortiguadora a pH 3,0 con

irradiacion UV a 254 nm.

La FIGURA 21A muestra un espectro de la HPLC de un extracto acuoso de los mesocarpios de los
frutos frescos de Genipa americana, el cual tiene un pico con un tiempo de retencion de 19 a 20
minutos, cerca del tiempo de retencion de la genipina (22 - 23 minutos), con una longitud de onda de

maxima absorcion a 240 nm.

La FIGURA 21B muestra un espectro de la HPLC de un extracto acuoso de los mesocarpios
(cascaras) de los frutos de Genipa americana que tienen la misma madures que las de la Figura 21A,
pero que se dejaron a temperatura ambiente durante tres dias antes de la extraccion. El espectro tiene

picos con tiempo de retencion de 19 - 20 minutos y 22 - 23 minutos.

La FIGURA 22 muestra una RMN de 'H del producto purpura obtenido a partir del extracto acuoso

de los mesocarpios (cascaras) del fruto de Genipa americana con glicina.

La FIGURA 23 muestra una RMN de 'H del producto azul obtenido a partir de un método de
reaccion de un extracto acuoso precalentado de los mesocarpios (cascaras) del fruto de Genipa

americana con glicina.

La FIGURA 24 muestra los frutos inmaduros de la Genipa americana (jagua) con el pericarpio

(cascara externa), endocarpo (pulpa) y mesocarpio (cascara) etiquetados.

La FIGURA 25A-B muestra los espectros de RMN de "H en CD;0D (con supresiéon de agua) de

genipina (25A) y el precursor encontrado en los mesocarpios (25B).

La FIGURA 26A-B muestra los perfiles de la HPLC (240 nm) del extracto de agua de mesocarpios
(26A) y particion con disolvente de acetato de etilo del extracto de agua (26B).



La FIGURA 27 muestra el perfil de la HPLC (240 nm) del extracto de agua de mesocarpios de los

frutos de la Jagua almacenados en condiciones ambientales durante varios dias después de la cosecha.

La FIGURA 28 muestra el experimento de la RMN de 'H para el extracto de agua del mesocarpio, el

campo se amplio para mostrar la region donde se espera la presencia de los picos de aldehido.

La FIGURA 29 muestra el espectro de la RMN de "°C para el precursor de genipina encontrado en el

mesocarpio de la Jagua.
La FIGURA 30 muestra las estructuras quimicas de la Genipina (1) y la Geniposida (2)

La FIGURA 31 muestra los cromatogramas obtenidos mediante Me - Gly: reaccion simultanea del
zumo de la Genipa americana con glicina y metionina; 1 + 2: reaccion de la metionina con el zumo de
la Genipa americana seguido por la glicina; y RN: reaccion del zumo de la Genipa americana con la

glicina sola.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

Segun se utiliza en este documento, el término “polimero” se refiere a un compuesto quimico o
mezcla de compuestos que se forman por polimerizacion y que consisten esencialmente en unidades

estructurales repetitivas.

En este documento, un polimero purificado se puede interpretar como un compuesto quimico Unico
purificado con una estructura molecular especifica y un numero fijo de unidades estructurales
repetitivas. Un polimero purificado también se puede entender como una mezcla de compuestos
poliméricos formados en una reaccion de polimerizacion con diversos grados de polimerizacion (es

decir, el nimero de unidades estructurales repetitivas puede ser diferente).

El Esquema 1 muestra una reaccion de polimerizacion ejemplar del reactivo 1 (es decir, genipina,
R'=Me) y del reactivo 2 (es decir, glicina, R> = COOH, R* y R” son H). Un polimero purificado a
partir de la reaccion descrita en el Esquema 1 puede ser una composicion de polimero aislado de una
determinada pureza (por ejemplo, que contiene mas de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 0 95 % de polimero
por peso) de una sola molécula polimérica (una unica molécula de polimero de Formula 4 significa
que T', T>, A y n en la formula son fijos). Un polimero purificado a partir de la reaccién descrita en el
Esquema 1 también puede ser una composicion de polimero aislado de una determinada pureza (por
ejemplo, que contiene mas de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 0 95 % de polimero por peso) de una mezcla

de compuestos poliméricos formados en la mezcla de reaccidn que comparten las mismas unidades



estructurales repetitivas pero con grado variado de polimerizacion (por ejemplo, en la Férmula 4, los

compuestos poliméricos tendrian el mismo valor de A, pero con diferente valor de n).

0] OR!
H 2 1 T2
N R'B R3 - T —{—A—CHZ—)——n
+ >
NH,
HO H
Reactivo 1 Reactivo 2 Formula 4
Esquema 1

En ciertos modos de realizacion, en este documento, el polimero se caracteriza por una féormula
molecular, por ejemplo, la Férmula 4, su isomero geométrico, su tautdmero, o su sal. Segun se emplea

3

aqui, el frase “un polimero de formula 4” o polimeros de féormula 4 se refiere a un polimero o
polimeros que tienen una estructura segiin la Formula 4, o su isomero geométrico, su tautobmero, o su
sal. En ciertos modos de realizacion, en este documento, el polimero se caracteriza por los datos
fisicos (por ejemplo, datos espectrales, distribucion de peso molecular). Los métodos para la
caracterizacion de un polimero son conocidos en la técnica. Por ejemplo, un polimero se puede
caracterizar por los métodos espectroscopicos (por ejemplo, IR, UV/vis, RMN, MS, etc.); y el peso

molecular de un polimero se puede analizar para obtener un peso molecular promedio en niimero

(M,), y/o el peso molecular promedio en peso (My,).

El término “isémeros geométricos”, segun se emplea en este documento, se refiere a los isdémeros
medios de estructura idéntica, excepto con diferentes configuraciones en el(los) doble(s) enlace(s) (es
decir, isdémero E o Z, o isdbmero cis/trans). A modo de ilustracion, el Esquema 2 muestra un ejemplo
de un par de dos isomeros geométricos, donde la unica diferencia entre los dos isémeros es la

configuracion en el doble enlace.

Isomero geométrico 1 Isdbmero geométrico 2

Esquema 2



Segun se emplea en este documento, el término “tautomeros” o “isémeros tautomeros” se refiere a
compuestos que pueden ser interconvertibles a través de la tautomerizacion. La tautomerizacion es
conocida en la técnica y, en general, se refiere a una reacciéon como se muestra en el Esquema 3A. En

la mayoria de los casos, el grupo G en la reaccion es el hidrogeno.

G-X-Y=Z = X=Y-Z2-G
Tautomero 1 Tautomero 2
Esquema 3A

Un ejemplo adicional de tautomeros se muestra en el Esquema 3B. El Esquema 3B no debe ser

interpretado como una proyeccion de todas las posibles estructuras de tautdmeros.

Tautomero 1 Tautomero 2 Tautomero 3

Esquema 3B

Las flechas utilizadas en los Esquemas 2, 3A y 3B se usan para fines de ilustracion y no se deben

interpretar como el equilibrio real entre los isomeros o tautomeros.

Segun se emplea en este documento, el término “sal” incluye tanto la sal interna como la sal externa, a
menos que se especifique lo contrario. Los ejemplos de sales externas incluyen sales que tienen un
catién como un contraién, como un ion de metal alcalino (por ejemplo, Na', K, etc.), un ién de metal
alcalinotérreo (por ejemplo, Mg®*, Ca®", etc.), un ion amonio (por ejemplo, NH,", 0 un ion amonio
organico), etc. Ejemplos de sales externas incluyen también sales que tienen un ani6on como un
contraioén, como un anién inorganico (por ejemplo, CI', SO,*, Br, HSOy, etc.) o un anién organico

(por ejemplo, un anion del acido carboxilico, como el formiato, el acetato, etc.).

Segun se emplea en este documento, los “compuestos n.° 1, 2, y 3” se refieren a los compuestos
aislados a partir de una reaccion de la genipina y la glicina, segiin se describe en la seccion de

Ejemplos.

Segun se emplea en este documento, un “dimero” o un “compuesto dimérico” ser refiere a un

compuesto que consta esencialmente de dos mondmeros. Ejemplos de dimeros incluyen los



compuestos n.° 1, n.° 2, n.° 3, y los compuestos de formula 1A, 1B, 2, 3A, 3B, 2', 3'A, 3'B, 3'A (Me),
3'B (Me), 6, 7y 8.

Segun se emplea en este documento, la frase “sustancialmente libre de” un compuesto (por ejemplo,
un primer compuesto adicional, un segundo compuesto adicional, o una combinacion de los mismos)
se refiere que el peso total del compuesto es menor que 5 % por peso de una referencia (por ejemplo,
un polimero de Formula 4, su isdmero geométrico, su tautomero, o su sal). En algunos modos de
realizacion, la frase “sustancialmente libre de” un compuesto se refiere a que el peso total del
compuesto es menor que 4,5 %, menor que 4 %, menor que 3 %, menor que 2 %, menor que 1 %,
menor que 0,5 %, menor que 0,1 %, o menor que 0,01 % por peso de una referencia (por ejemplo, un
polimero de Formula 4, su isomero geométrico, su tautomero, o su sal). En algunos modos de
realizacion, una composicion (por ejemplo, una composicion de colorante) “sustancialmente libre de”
un compuesto se refiere a que la composicion esta libre del compuesto. En algunos modos de
realizacion, “sustancialmente libre de” un compuesto se refiere a que el peso total del compuesto es
0,01-5%, 0,01 - 4,5 %, 0,01 - 4%, 0,01 -3 %, 0,01 —2 %, 0,01 -1 %, 0,01 -0,5%,00,01-0,1%
por peso de una referencia (por ejemplo, un polimero de Formula 4, su isdomero geométrico, su

tautémero, o su sal).

Segun se emplea en este documento, el término “sustancialmente purificado” o un compuesto
sustancialmente puro (por ejemplo, un polimero sustancialmente purificado, un dimero
sustancialmente purificado) se refiere a un compuesto que tiene una pureza mayor que el 80 % (es
decir, mas del 80 %, 85 % , 90 %, 95 %, o0 99 % por peso (por ejemplo, el peso seco, es decir, sin
contar los componentes volatiles como los disolventes (por ejemplo, agua, CH;CN, MeOH, EtOH,
etc.)). En algunos modos de realizacion, un polimero sustancialmente puro de Formula 4, su isdbmero
geométrico, su tautomero, o su sal, comprende mas del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 99 % del polimero,

su isdmero geométrico, su tautdmero, o su sal por peso seco.

En este documento, el término “genipina purificada” se refiere a una sustancia que comprende mas
del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o 99 % por peso de genipina. Del mismo modo, el término “glicina
purificada” se refiere a una sustancia que comprende mas del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o 99 % por

peso de glicina.

La pureza de los colorantes de esta divulgacion se puede medir por métodos analiticos conocidos (por
ejemplo, el analisis de Cromatografia de liquidos de alto rendimiento [HPLC por sus siglas en
inglés]). Asi, la cuantificacion de un compuesto (por ejemplo, un dimero, un polimero) en una
muestra se puede lograr mediante la utilizacion de los métodos de HPLC, es decir, similar a los

métodos descritos en la seccion de Ejemplos.



Composiciones de colorante que comprenden un dimero

La presente invencion proporciona compuestos de colorantes y sus formulas estructurales
moleculares, asi como los métodos de aislamiento de los compuestos de colorante derivados de una
reaccion de la Genipa americana, la genipina y la glicina. En algunos modos de realizacion, los
compuestos se obtienen a partir de multiples fraccionamiento mediante cromatografia del material
resultante de la reaccion. En algunos modos de realizacion, las formulas estructurales moleculares se
determinan mediante experimentos de Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de 'H
(‘HNMR), J-Modulacién (JMOD), Espectroscopia de Correlacion H-H (COSY 'H-'H), y otros

analisis de herramientas estructurales moleculares.

En algunos modos de realizacion, un compuesto de colorante de la Formula 3A (en la presente

solicitud, la Formula 3A es para el Compuesto n.° 3 en la forma isomérica preferida):
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En otro modo de realizacion, el compuesto de colorante tiene la forma isomérica de la Formula 3B (en

la presente solicitud, la Formula 3B es para el compuesto n.° 3 en una forma isomérica):

Formula 3B
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Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de aislamiento del compuesto de colorante de la

Formula 3A:

Formula 3A
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Donde los métodos comprenden:
A. Aislamiento de la genipina proveniente del zumo de la Genipa americana;
B. Reaccion de la glicina con dicha genipina para obtener un material soluble en metanol;

C. Mediante cromatografia, separacion del material soluble en metanol en fracciones de S1, S2,

S3y S4.

D. Mediante cromatografia, nueva separacion de la fraccion S3 en fracciones S31, S32, S33 y
S34. Mediante cromatografia en fase inversa, aislamiento del compuesto de Formula I de la

fraccion S33.

Un modo de realizacion menos preferida apunta a un método de aislamiento de un compuesto que

tiene la forma isomérica de la Formula 3B:

Foérmula 3B
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El método comprende:
A. Aislamiento de la genipina proveniente del zumo de la Genipa americana,
B. Reaccion de la glicina con dicha genipina para obtener un material soluble en metanol;

C. Mediante cromatografia, separacion del material soluble en metanol en fracciones de S1, S2,

S3y S4.

D. Mediante cromatografia, nueva separacion de la fraccion S3 en fracciones S31, S32, S33 y

S34.

E. Mediante cromatografia en fase inversa, aislamiento del compuesto de Férmula I de la

fraccion S33.

Las FIGURAS 3A y 4A muestran representaciones de la formula quimica para la forma isomera
preferida del compuesto n.® 3. El compuesto n.’ 3 es una sustancia colorante azul muy oscuro. Las
FIGURAS 3B y 4B muestran la forma isomérica menos preferida del compuesto n.° 3. La FIGURA
6 muestra el perfil para la espectroscopia de Resonancia magnética nuclear (RMN) del compuesto

n.° 3. El analisis del perfil para la espectroscopia de RMN del compuesto n.° 3 muestra:
RMN de 'H (400 MHz, D,0). 0 8.6, 8.0, 7.9, 6.7, 3.90, 1.8 ppm.

RMN de C (100 MHz). 0 172.2, 166.3, 138.8, 135.6, 135.1, 133.3, 131.4, 127.1, 120.46, 118.9,
61.0, 53.3, 11.2 ppm.

m/z 505 [M+H]
El analisis adicional del compuesto n.° 3 mostr6 lo siguiente:

Los espectros de masas del compuesto n.°3 mostraron m/z = 505 [M+H]" en la espectrometria de
masas, indicando asi un isomero del compuesto descrito anteriormente. Sin embargo, los espectros de

'H y "CNM fueron muy diferentes en comparacion con ellos. En los espectros de protones, se
detectaron los siguientes singletes: d 8.0, 0 7.9, y 6.7 (2H cada uno) y un singlete adicional a 08.6
para la integracion de 'H. Otras sefiales fueron un singlete a d4.7 (N-CH2) y dos grupos metilo a )
3.9 (OCH;) y d1.8 (CHj; vinilo). Segtn el experimento de JMOD, también se observo los siguientes
atomos de carbono: un grupo carboxilo a 0 172.2, un éster metilico a o 166.3, (COOH), cinco atomos
de carbono cuaternarios a 8138.8, 8135.1, 8127.1, 8120.4, 8118.9, cuatro metinos a 8135.6, )
133.3, 0131.4, 0131.4, un metileno (N-CH,) a 061.0 y dos grupos metilo a 053.3 (OCH3)y 011.2

(vinilo CH3). La estructura de cada unidad de monomero fue asignada de acuerdo al experimento de



Correlacion heteronuclear multiple cuantica (HMBC por sus siglas en inglés): las sefales a 37.9 y )
8,0 fueron asignadas a protones del grupo piridilo, ya que se detectd una correlacion de largo alcance
con el grupo N-metileno a 961.0; ademas, el altimo protén mostrd un acoplamiento °J al carbonilo
del éster metilico a 0172.2. Asimismo, otro acoplamiento importante se mostré entre el singlete a o
131.4 (C-7) con protones del grupo metilo. Las bajas cantidades de proton aromatico y de vinilo
indicaron la presencia de una molécula dimérica simétrica, segiin se muestra en las FIGURAS 3A-
3B. Se podria asignar dos estructuras a esta molécula, de acuerdo con la orientacion relativa del grupo
éster metilico (FIGURAS 3A-3B), pero la estructura B tiene una baja probabilidad debido

nuevamente al impedimento estérico.

En otro modo de realizacion, un método de aislamiento del compuesto de colorante n.° 3 comprende

lo siguiente:
A. Aislamiento de la genipina proveniente del zumo de la Genipa americana;
B. Reaccion de la glicina con dicha genipina para obtener un material soluble en metanol;

C. Mediante cromatografia, separacion del material soluble en metanol en fracciones de S1, S2,

S3y S4.

D. Mediante cromatografia, nueva separacion de la fraccion S3 en fracciones S31, S32, S33 y
S34 (FIGURA 7). Mediante cromatografia en fase inversa, aislamiento del compuesto de

Formula I de la fraccion S33.

En la presente solicitud, los términos S1, S2, S3, S4 y S31, S32, S33 y S34 son una forma de definir
las fracciones derivadas de las etapas descritas del método. Sin embargo, estos términos (S1, S2, S3,
S4y S31, S32, S33 y S34) abarcan cualquier fraccion obtenida por etapas cromatograficas similares y
que podrian derivarse de una reaccion de la genipina y la glicina, donde se produce una fraccion
similar a S3 y fracciones derivadas de S3 (de espectroscopia de RMN similar segun se muestra en la
FIGURA 7). La FIGURA 7 muestra la espectroscopia de RMN de las fracciones S31, S32, S33 y
S34 derivadas de la fraccion de S3.

En algunos modos de realizacion, una composicion de colorante comprende un compuesto
sustancialmente puro de Formula 1A, 1B, 2, 3'A (Me) y 3'B (Me), aislado a partir de una reaccion de

la genipina y la glicina.

En algunos modos de realizacion, un método de aislamiento del compuesto de colorante n.°3

comprende lo siguiente:

A. Aislamiento de la genipina proveniente del zumo de la Genipa americana;



B. Reaccion de la glicina con dicha genipina para obtener un material soluble en metanol;

C. Mediante cromatografia, separacion del material soluble en metanol en fracciones de S1, S2,

S3y S4.

D. Mediante cromatografia, nueva separacion de la fraccion S3 en fracciones S31, S32, S33 y
S34 (FIGURA 7). Mediante cromatografia en fase inversa, aislamiento del compuesto de

Formula I de la fraccion S33.

Para fines de la presente solicitud, los términos S1, S2, S3, S4 y S31, S32, S33, S34 y M2S1R,
M2S2R, M2S3R, M2S4R e il e i2 son una manera de definir las fracciones derivadas de las etapas
descritas del método. Sin embargo, estos términos (S1, S2, S3, S4 y S31, S32, S33 y S34) abarcan
cualquier fraccion obtenida por etapas cromatograficas similares y que podrian derivarse de una
reaccion de la genipina y la glicina, donde se produce una fraccion similar a S3 y fracciones derivadas
de S3 (de espectroscopia de RMN similar segiin se muestra en la FIGURA 7). La FIGURA 7
muestra la espectroscopia de RMN de las fracciones S31, S32, S33 y S34 derivadas de la fraccion de
S3.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un compuesto sustancialmente purificado de Formula 3'A

(Me) o Formula 3'B (Me), su isomero geométrico, su tautomero, su sal, o una combinacion de ellos:

Formula 3'A (Me) Formula 3'B (Me)
Ciertos modos de realizacion apuntan a un compuesto sustancialmente purificado de Formula 1A o

Formula 1B, su isdbmero geométrico, su tautdmero, su sal, o una combinacion de ellos;

Formula 1A Formula 1B



Composicion que comprende un polimero

En ciertos modos de realizacion, un polimero purificado de la divulgacioén, por ejemplo, un polimero
de Féormula 4, su isomero geométrico, su tautomero, o su sal, puede ser utilizado como un colorante
unico o primario por su cuenta o en combinacion con otro colorante (por ejemplo, un dimero de
Formula 1A, 1B, 2, 3A, 3B, 2, 3'A, 3'B, 3'A (Me), 3'B (Me), o cualquier combinacion de las mismas).
En algunos modos de realizacion, un polimero purificado de la divulgacion, por ejemplo, un polimero
de Formula 4, su isomero geométrico, su tautomero, o su sal, se puede diluir mezclando el polimero
con un diluyente (como el agua). En algunos modos de realizacion, un polimero purificado de la
divulgacion, por ejemplo, un polimero de Formula 4, su isomero geométrico, su tautomero, o su sal,
se puede concentrar mediante la extraccion de un diluyente (como el metanol, el agua, etc.) de una

composicion que comprende el polimero y el diluyente.

En algunos modos de realizacion, una composicion de colorante comprende un polimero de

Férmula 4:

T'—A—CH,——T*

Férmula 4
su isomero geométrico, su tautomero, o su sal,
donde # es un nimero entero de 2 a 200;

donde cada A se selecciona de forma separada a partir del grupo que comprende la Formula 5A,

Foérmula 5B, Formula 5C, su isdmero geométrico, su tautémero, su sal, y una combinacion de ellos:

Formula 5A Formula 5B Formula 5C
Donde:

R' es hidrégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, o terc-butilo;
R”y R” son por separado hidrogeno o alquilo Ci 0

R’ es hidrogeno o COOH;



y donde T' es hidrégeno o un grupo metilo; y T> es hidrogeno o A-T', siendo A y T' definidos

anteriormente;

donde la composicion de colorante estd sustancialmente libre de un primer compuesto adicional
seleccionado del grupo que consiste en la Formula 6, Formula 7, Formula 8, su isdmero geométrico,

su tautomero, y su sal:

Rs—é R2
R%2

Formula 6 Formula 7 Formula 8
En algunos modos de realizacion, R® es H. En algunos modos de realizacion, R es COOH.

En algunos modos de realizacion, uno de R* y R” es hidrogeno. En algunos modos de realizacion,
tanto R” como R son hidrégeno. En algunos modos de realizacién, uno de R* y R" es hidrogeno; y el
otro de R* y R es una cadena de alquilo lineal C.;o no sustituido (por ejemplo, el metilo, etilo,
propilo, butilo, pentilo, hexilo, etc.), o una cadena de alquilo lineal C;_j sustituido con grupos metilo 1

- 3, como el isopropilo, isobutilo, isopentilo, etc.

B R?

ﬁ/

En algunos modos de realizacion, A representa un residuo de aminoécido (R es COOH y R?
y/o R” representa la(s) cadena(s) lateral(s)). En algunos modos de realizacion, el residuo de
aminoacido es un residuo de Glicina, Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Serina, Cisteina, Treonina,
Metionina, Prolina, Fenilalanina, Tirosina, Triptofano, Histidina, Lisina, Arginina, Aspartato,
Glutamato, Asparagina, taurina, carnitina, ornitina, citrulina, o Glutamina. En algunos modos de

realizacion, el residuo de aminoacido es un residuo de Glicina.

En algunos modos de realizacion, R' puede ser hidrogeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo,
sec-butilo, isobutilo, o terc-butilo, por ejemplo, R' puede ser hidrogeno, metilo o etilo; R' puede ser

metilo.

. ., 1 . , .
En algunos modos de realizacion, T" puede ser hidrogeno o metilo.



En algunos modos de realizacion, n oscila entre 2 - 200, 2 - 150, 2 - 100, 2 - 50, 2 - 25,2 - 20,2 — 15,
2-10,02-5.

En algunos modos de realizacion, una composicion de colorante comprende un polimero de

Formula 4:
T'—A—CH,—=—T?

Formula 4

su isdmero geométrico, su tautdbmero, o su sal,
donde # es un niimero entero de 2 a 200;

donde cada A se selecciona de forma separada a partir del grupo que comprende la Formula 5'A,

Formula 5'B, Formula 5'C, su isdbmero geométrico, su tautdbmero, su sal, y una combinacion de ellos:

Formula 5'A Formula 5'B Formula 5'C

Donde:

R'es hidroégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, o terc-butilo;
y donde T' es hidrogeno o un grupo metilo; y T* es hidrogeno o A-T', siendo A y T' definidos

anteriormente;

donde la composicion de colorante esta sustancialmente libre de un primer compuesto adicional
seleccionado del grupo que consiste en la Formula 2', Férmula 3'A, Formula 3'B, su isémero

geométrico, su tautdmero, y su sal:

Formula 2' Formula 3'A Formula 3'B
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En algunos modos de realizacion, R" es metilo.

En algunos modos de realizacion, los polimeros adecuados de Férmula 4, su isémero geométrico, su
tautomero del mismo, o su sal, tienen varias unidades de repeticion (es decir, diferente “A” en la
Férmula 4), diversos grupos terminales (por ejemplo, diferentes T', T o ambos), y/o diferentes
longitudes de cadena. En otro modo de realizacion, los polimeros adecuados de Formula 4, su isdmero
geométrico, su tautdbmero, o su sal, incluyen aquellos que tienen espectros de absorcion UV-Vis
caracteristicos (por ejemplo, longitud de onda de absorcién méxima (Amax), espectros de RMN,
espectros de IR, peso molecular promedio (por ejemplo, peso molecular promedio en numero (M,)), o
una combinacién de ellos. En otro modo de realizacion, los polimeros adecuados de Formula 4, su

isomero geométrico, su tautomero, o su sal, incluyen aquellos que tienen ciertos niveles de pureza.
Estructura del polimero

En algunos nodos de realizacion, cada A del polimero de Formula 4 es independientemente una
formula 5'A, formula 5'B, formula 5'C, su isomero geométrico, su tautomero, o su sal. En algunos
modos de realizacion, cada A en el polimero de Formula 4 es una formula 5'A, su isdomero
geométrico, su tautomero, o su sal. En algunos modos de realizacion, cada A en el polimero de
Formula 4 es una formula 5'B, su isomero geométrico, su tautdmero, o su sal. En algunos modos de
realizacion, cada A en el polimero de Formula 4 es una formula 5'C, su isomero geométrico, su
tautomero, o su sal. En otros modos de realizacion, el polimero de Formula 4 puede incluir unidades
repetidas que comprenden tanto la féormula 5'A como la formula 5'B, tanto la féormula 5'A como la
formula 5'C, tanto la formula 5'B como la formula 5'C, o la formula 5'A, formula 5'B, y la formula

5'C.

Los polimeros de Formula 4 con diversos grupos R' (por ejemplo, el hidrogeno, metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, o terc-butilo) son utiles como compuestos de colorante azul.
En algunos modos de realizacion, R' puede ser hidrogeno, metilo, o etilo. En algunos modos de
realizacion, cada A en el polimero de Formula 4 es una formula 5'A, su isomero geométrico, su
tautdmero, o su sal, y R' en la formula 5'A es hidrégeno. En algunos modos de realizacion, cada A en
el polimero de Formula 4 es una formula 5'A, su isdbmero geométrico, su tautémero, o su sal, y R'en
la formula 5'A es metilo. En algunos modos de realizacion, cada A en el polimero de Formula 4 es
una formula 5'A, su isdmero geométrico, su tautdmero, o su sal, y R' en la formula 5'A es etilo. En
algunos modos de realizacion, cada A en el polimero de Féormula 4 es una formula 5'B, su isdmero
geométrico, su tautdomero, o su sal, y R' en la formula 5'B es hidrogeno. En algunos modos de
realizacion, cada A en el polimero de Formula 4 es una féormula 5'B, su isomero geométrico, su
tautdmero, o su sal, y R' en la formula 5'B es metilo. En algunos modos de realizacion, cada A en el

polimero de Formula 4 es una formula 5'B, su isdmero geométrico, su tautdmero, o su sal, y R" en la



formula 5'B es etilo. En algunos modos de realizacion, cada A en el polimero de Formula 4 es una
féormula 5'C, su isdbmero geométrico, su tautomero, o su sal, y R' en la formula 5'C es hidrégeno. En
algunos modos de realizacion, cada A en el polimero de Formula 4 es una féormula 5'C, su isémero
geométrico, su tautomero, o su sal, y R' en la formula 5'C es metilo. En algunos modos de realizacion,
cada A en el polimero de Formula 4 es una formula 5'C, su isomero geométrico, su tautdmero, o su

sal, y R' en la formula 5'C es etilo.

La presente divulgacion también proporciona polimeros de formula 4 con diferentes grupos
terminales. En algunos modos de realizacion, un grupo terminal adecuado es cualquiera de los
formados de acuerdo a una reaccion mostrada en el Esquema 1. En algunos modos de realizacién, T'
es un grupo hidrégeno o metilo; y T? es hidrogeno o A-T', siendo A y T' descritos en el presente

documento.

En algunos modos de realizacion, los polimeros purificados de férmula 4, su isdmero geométrico, su
tautomero, o su sal, con un grado diferente de polimerizacion son adecuados para los diversos usos
descritos en la presente divulgacion. En algunas formas de realizacion, n en la formula 4 es un nimero
entero del 2 al 20, del 2 al 18, del 2 al 16, del 2 al 14, del 2 al 12, del 2 al 10, del 2 al 8, del 2 al 6, del
2 al 4, del 4 al 20, del 4 al 18, del 4 al 16, del 4 al 14, del 4 al 12, del 4 al 10, del 4 al 8, del 4 al 6, del
6 al 20, del 6 al 18, del 6 al 16, del 6 al 14, del 6 al 12, del 6 al 10, del 6 al 8, del 8 al 20, del 8 al 18,
del 8 al 16, del 8 al 14, del 8 al 12, del 8 al 10, del 10 al 20, del 10 al 18, del 10 al 16, del 10 al 14, o
del 10 al 12. En algunos modos de realizacion, cuando un polimero purificado es un compuesto
quimico unico purificado de la férmula general 4, entonces n en la formula 4 es 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o0 20.
Caracteristicas del Polimero

En ciertos modos de realizacion, los polimeros, como un polimero de Féormula 4, su isdémero
geométrico, su tautomero, o su sal, que cuentan con ciertas caracteristicas son adecuados para su uso

en una composicion de colorante.

En algunos modos de realizacion, el polimero tiene una longitud de onda de absorcién maxima (A
max) en el rango de 580 aproximadamente a 610 nm aproximadamente en un espectro UV-Vis. En
algunos modos de realizacion, el polimero tiene una longitud de onda de absorcion maxima (Amax) de
580 nm aproximadamente, 585nm aproximadamente, 590 nm aproximadamente, 595 nm
aproximadamente, 600 nm aproximadamente, 605 nm aproximadamente, o 610 nm aproximadamente.
En algunos modos de realizacion, el polimero tiene una longitud de onda de absorcién maxima (A
max) de menos de 580 nm aproximadamente (por ejemplo, 570 nm aproximadamente, 560 nm,

aproximadamente, etc.). En algunos modos de realizacion, el polimero tiene una longitud de onda de



absorcion maxima (Amax) de mas de 610 nm aproximadamente (por ejemplo, 620 nm

aproximadamente, 630 nm aproximadamente, etc.).

En algunas formas de realizacion, el polimero se caracteriza por tener un tiempo de retencion de
HPLC de aproximadamente 10,3 minutos, por ejemplo, cuando se analiza mediante el método
descrito en el Ejemplo 6. En algunos modos de realizacion, el polimero se caracteriza por tener una
absorcion mas sélida a 590 nm en comparacion con la absorcion a 240 nm. En algunas formas de
realizacion, el polimero se caracteriza por tener una traza de HPLC sustancialmente idéntica a la del

espectro de la FIGURA 13C.

En ciertos modos de realizacion, los polimeros de formula 4, su isomero geométrico, su tautomero, o
su sal, que tienen diferente peso molecular promedio son adecuados para el uso en una composicion
de colorante. En algunos modos de realizacion, el polimero tiene un peso molecular promedio en el
rango de 1 000 aproximadamente a 20 000 aproximadamente. En algunos modos de realizacion, el
polimero tiene un peso molecular promedio en el rango de 3 000 aproximadamente a 15 000
aproximadamente, o de 3 000 aproximadamente a 10 000 aproximadamente. En algunos modos de
realizacion, el polimero tiene un peso molecular promedio en el rango de 4 500 aproximadamente a
7 500 aproximadamente. En algunos modos de realizacion, el polimero tiene un peso molecular
promedio de 5000 aproximadamente, 5 500 aproximadamente, 6 000 aproximadamente, 6 500
aproximadamente, o 7 000 aproximadamente. En algunos modos de realizacion, el polimero tiene un
peso molecular promedio de 6 000 aproximadamente. En algunos modos de realizacion, el peso
molecular promedio es un peso molecular promedio en nimero (M,). En algunos modos de
realizacion, el peso molecular promedio es un peso molecular promedio en peso (M,,). En algunos
modos de realizacion, el peso molecular promedio es cualquier peso molecular promedio conocido en
la técnica, tales como un peso molecular promedio en viscosidad (M,), un peso molecular promedio Z
(M,), etc. Los métodos para medir y/o calcular el peso molecular promedio (es decir, M,, M,,, M,, o

M,) son conocidos en la técnica.

En ciertos modos de realizacion, los polimeros que tienen una absorcion de IR especificado son
adecuados para su uso en una composicion de colorante. En algunos modos de realizacidn, el
polimero se caracteriza por un espectro de IR que tiene los siguientes picos (+ 5 cm™): 3393, 2949,
1726, 1630, y 1540 cm™. En algunos modos de realizacion, el polimero se caracteriza por tener un
espectro de IR sustancialmente idéntico al espectro mostrado en la FIGURA 12. En algunos modos
de realizacion, el polimero se caracteriza por un espectro de IR que tiene los siguientes picos
5 cm"l): 3393, 2949, 1726, 1630, y 1540 cm’, o que tienen un espectro de IR sustancialmente
idéntico al espectro mostrado en la FIGURA 12.



La RMN de 'H es otro método espectroscopico para la caracterizacion de un polimero. En algunos
modos de realizacion, el polimero tiene RMN de 'H seglin se muestra en la FIGURA 9. En algunos
modos de realizacion, la composicion de colorante comprende un polimero, en el que la RMN de 1H
del polimero es sustancialmente idéntica al espectro que se muestra en la FIGURA 9. En algunos
modos de realizacion, el polimero tiene una RMN de 'H sustancialmente idéntica al espectro en la

FIGURA 9 y/o un espectro de IR sustancialmente idéntico al espectro se muestra en la FIGURA 12.

La Espectrometria de masas es otro método para la caracterizacion de un polimero. En algunos modos
de realizacion, los polimeros que tienen fragmentos de MS (m/e) de 701 y/o 475 se utilizan en
composiciones de colorante azul. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante
comprende un polimero caracterizado por tener un fragmento de MS (m/e) de 701 o 475. En algunos
modos de realizacion, el polimero se caracteriza por tener fragmentos de MS (m/e) de 701 y 405. En
algunos modos de realizacion, los fragmentos de MS (m/e) de 701 y 405 corresponden a la formula 9,

izquierda y derecha, respectivamente.
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Formula 9

En algunos modos de realizacion, el polimero se caracteriza por tener fragmentos de MS (m/e) de 701
y 405, también tiene una RMN de 1H sustancialmente idéntica en comparacion con el espectro en la
FIGURA 9. En algunos modos de realizacion, el polimero se caracteriza ademas por un espectro de
IR sustancialmente idéntico al espectro en la FIGURA 12. En algunos modos de realizacion, el
polimero se caracteriza por tener un perfil de masa sustancialmente idéntico a los mostrados en la
FIGURA 11. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante estd sustancialmente

libre de un primer compuesto adicional de formula 6, 7 o 8.



Pureza de Polimero

En ciertos modos de realizacion, los polimeros adecuados incluyen, por ejemplo, los descritos en el
presente documento con ciertos niveles de pureza. En algunos modos de realizacion, la composicion
de colorante comprende un polimero de formula 4, donde la composicion de colorante esta
sustancialmente libre de un primer compuesto adicional seleccionado del grupo que comprende la
formula 6, formula 7, formula 8, su isdbmero geométrico, su tautdmero, y su sal. En algunos modos de
realizacion, la composicion de colorante esta sustancialmente libre de un primer compuesto adicional
seleccionado del grupo que comprende la formula 2', formula 3'A, formula 3'B, su isémero
geométrico, su tautomero, y su sal. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante esta
sustancialmente libre de un primer compuesto adicional seleccionado del grupo que comprende la

formula 2, formula 3'A (Me), formula 3'B (Me), su isdbmero geométrico, su tautdmero, y su sal:

Formula 2 Formula 3'A (Me) Formula 3'B (Me)

En algunos modos de realizacion, el peso total del primer compuesto adicional es menor que 4,5 %,
menor que 4 %, menor que 3 %, menor que 2 %, menor que 1 %, menor que 0,5 %, menor que 0,1%,
o menor que 0,01 % por peso del polimero. En algunos modos de realizacion, el peso total del primer
compuesto adicional es menor que 1 % por peso del polimero. En algunos modos de realizacion, el
peso total del primer compuesto adicional es menor que 0,1 % por peso del polimero. En otros modos
de realizacion, el peso total del primer compuesto adicional es menor que 0,01 % por peso del
polimero. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante esta libre del primer
compuesto adicional. En algunos modos de realizacion, el peso total del primer compuesto adicional
oscila entre 0,01 - 5 %, 0,01 - 4,5 %, 0,01 - 4 %, 0,01 - 3 %, 0,01 -2 %, 0,01 - 1 %, 0,01 — 0,5 %, o
0,01 - 0,1 % por peso del polimero.

En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante comprende un polimero de féormula 4,
donde la composicion de colorante estd sustancialmente libre de un segundo compuesto adicional
seleccionado del grupo que comprende la formula 1A, féormula 1B, su isomero geométrico, su

tautémero, y su sal:
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Formula 1A Férmula 1B

En algunos modos de realizacion, el peso total del segundo compuesto adicional es menor que 1% por
peso del polimero. En algunos modos de realizacion, el peso total del segundo compuesto adicional es
menor que 0,1 % por peso del polimero. En otros modos de realizacion, el peso total del segundo
compuesto adicional es menor que 0,01 % por peso del polimero. En algunos modos de realizacion, la
composicion de colorante estd libre del segundo compuesto adicional. En algunos modos de
realizacion, el peso total del segundo compuesto adicional oscila entre 0,01 - 5 %, 0,01 - 4,5 %, 0,01 -

4%, 0,01 -3 %, 0,01 -2 %, 0,01 - 1%, 0,01 - 0,5 %, 0 0.01 - 0,1 % por peso del polimero.

En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante sustancialmente libre de un primer
compuesto adicional esta ain mads sustancialmente libre de un segundo compuesto adicional. En el
presente documento, se describen los porcentajes por peso adecuados del primer o segundo
compuesto adicional a los del polimero. En algunos modos de realizacion, el peso combinado de un
primer y segundo compuesto adicional es menor que 5 % (es decir, menor que 4,5 %, menor que 4 %,
menor que 3 %, menor que 2 %, menor que 1 %, menor que 0,5 % , menor que 0,1 %, menor que
0,01 %) por peso del polimero. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante esta
libre del primer y segundo compuesto adicional. En algunos modos de realizacion, el peso total del
primer y segundo compuesto adicional oscila entre 0,01 - 5 %, 0,01 - 4,5 %, 0,01 - 4 %, 0,01 - 3 %,
0,01 -2 %, 0,01 - 1%, 0,01 - 0,5 %, 0 0.01 - 0,1 % por peso del polimero.

En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante comprende un polimero de féormula 4
sustancialmente libre de compuestos, salvo el polimero, que tienen una longitud de onda de absorcion
maxima (vkmax) en el rango de 580 - 610 nm. En algunos modos de realizacion, el peso total de los
compuestos, salvo el polimero, que tienen una longitud de onda de absorcion maxima (xmax) en el
rango de 580 - 610 nm es inferior a 5 % (es decir, menor que 4,5 %, menor que 4 %, menor que 3 %,
menor que 2 %, menor que 1 %, menor que 0,5 %, menor que 0,1 %, menor que 0,01 %) por peso del
polimero. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante esta libre de compuestos,

salvo el polimero, que tienen una longitud de onda de absorcion méaxima ('Arnax) en el rango de 580 -



610 nm. En algunos modos de realizacion, el peso total de los compuestos, salvo el polimero, que

tienen una longitud de onda de absorcion maxima ('7\max) en el rango de 580 - 610 nm, oscila entre
0,01-5%, 0,01 - 4,5 %, 0,01 - 4 %, 0,01 - 3 %, 0,01 -2 %, 0,01 - 1%, 0,01 - 0,5 %, 0 0.01 - 0,1 %

por peso del polimero.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un polimero sustancialmente purificado de la Formula 4, su

isomero geométrico, su tautomero, o su sal.

En algunos modos de realizacion, el polimero sustancialmente purificado comprende lo siguiente:

T'—{A—CH,——T?

Formula 4

su isdmero geométrico, su tautdbmero, o su sal,
donde # es un niimero entero de 2 a 20;

donde cada A4 es de formula 5'A (Me), su isdbmero geométrico, su tautomero, o su sal:

Foérmula 5'A (Me)

donde T' es hidrégeno o un grupo metilo; y T es hidrogeno o A-T', siendo A y T' definidos
anteriormente. En algunos modos de realizacion, el polimero sustancialmente purificado se caracteriza
por tener un peso molecular promedio descrito en este documento (por ejemplo, un peso molecular
promedio en niimero (M,) de aproximadamente 6 000). En algunos modos de realizacion, el polimero
sustancialmente purificado se caracteriza por tener un espectro de IR descrito en el presente
documento (por ejemplo, un espectro de IR con los siguientes picos (+ 5 cm™): 3393, 2949, 1726,
1630, y 1540 cm™). En algunos modos de realizacién, la composicion de colorante comprende un
polimero de formula 4, donde la composicion de colorante esta libre de o sustancialmente libre de

carbohidratos, como los azlcares. En algunos modos de realizacién, la composicion de colorante esta



libre de carbohidratos y al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %, o 100 % libre de otras impurezas,

como los mondmeros, dimeros, acidos grasos, grasas, proteinas o acidos organicos.

Meétodo de preparacion del polimero purificado

En ciertos modos de realizacion, los polimeros de la presente divulgacion se preparan mediante
reaccion de un derivado de genipina (por ejemplo, la genipina) con una amina (por ejemplo, la
glicina) segun se describe en el Esquema 1. En algunos modos de realizacion, los polimeros
purificados se obtienen mediante la purificacion de la mezcla de reaccion de un derivado de genipina

(por ejemplo, la genipina) y una amina (por ejemplo, la glicina) segun se describe en el Esquema 1.

En algunos modos de realizacion, el polimero se prepara mediante reaccion de la genipina con una
amina. En algunos modos de realizacion, el polimero se prepara mediante reaccion de la genipina con
una amina de alquilo primaria (por ejemplo, amina de metilo, amina de etilo, amina de propilo, u otras
aminas primarias Ci.19). En algunos modos de realizacion, el polimero se prepara mediante reaccion
de la genipina con una amina de alquilo secundaria (por ejemplo, la isopropilamina, u otras aminas
secundarias Cj.j0). En algunos modos de realizacion, el polimero se prepara mediante reaccion de la
genipina con un aminoacido (por ejemplo, la glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, lisina,
tirosina, metionina, prolina, fenilalanina, etc.). En algunos modos de realizacion, el polimero se

prepara mediante reaccion de la genipina con la glicina.

En algunos modos de realizacion, la genipina es una genipina purificada, o un zumo que contiene
genipina. En algunos modos de realizacion, el polimero de la presente divulgacion es un producto
formado por la reaccion de una genipina purificada (por ejemplo, mas del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o
99 % por peso) y la glicina. En algunos modos de realizacion, el polimero de la presente divulgacion
es un producto purificado obtenido de una reaccion de la glicina y un zumo que contiene genipina. En
algunos modos de realizacion, el jugo que contiene genipina es un zumo de fruto. En algunos modos

de realizacion, el zumo de fruto se deriva de la Genipa americana.

En algunos modos de realizacion, la glicina es una glicina purificada. En algunos modos de
realizacion, la glicina es una mezcla que contiene glicina (por ejemplo, un zumo que contiene glicina,
0 una mezcla seca que contiene glicina, como un concentrado de zumo que contiene glicina). En
algunos modos de realizacion, la glicina es un zumo que contiene glicina (por ejemplo, el zumo de
fruto, como el zumo derivados de la sandia, uva blanca, pifia, lichi, melon, platano, naranja, manzana,
pera, limén, maracuya, uva roja, arandano, tamarindo, durazno, papaya, acai, ciruela, guaya,
mandarina, borojo, cupuacu, goji, o kiwi). En algunos modos de realizacion, la glicina es un zumo que
contiene glicina y que se deriva de la sandia. En algunos modos de realizacion, la glicina es un zumo

que contiene glicina y que se deriva de la sandia fresca.



En algunos modos de realizacion, el polimero se deriva de la reaccion de un zumo derivado de la
sandia y la genipina. En algunos modos de realizacion, el polimero se deriva de la reaccion de un
zumo derivado de la sandia y un zumo derivado de la Genipa americana. En algunos modos de
realizacion, el polimero se deriva de la reaccion de un zumo derivado de la sandia y una genipina

purificada (por ejemplo, mas del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 99 % por peso).

Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de aislamiento de polimeros a partir de una mezcla
de reaccion de la genipina y una amina. En algunos modos de realizacion, el método comprende (a) la
extraccion de una mezcla azul derivada de una reaccion de la genipina y una amina con un disolvente
(por ejemplo, el metanol) a fin de producir una fraccion soluble y una fraccion insoluble; y (b) la
purificacion de la fraccion insoluble. En algunos modos de realizacion, la etapa de purificacion (b)

implica someter la fraccion insoluble a una purificacion mediante HPLC.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de aislamiento de polimeros a partir de una mezcla
de reaccion de la genipina y la glicina. En algunos modos de realizacion, el método comprende (a) la
extraccion de una mezcla azul derivada de una reaccion de la genipina y la glicina con metanol a fin
de producir una fraccion soluble en metanol y una fraccion insoluble en metanol; y (b) la purificacion
de la fraccion insoluble en metanol. En algunos modos de realizacion, la mezcla azul se deriva de una
reaccion de la genipina purificada (por ejemplo, mas del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 99 % por peso) y
la glicina. En algunos modos de realizacion, la mezcla azul se deriva de una reaccion de la glicina y el
zumo derivado de la Genipa americana. En algunos modos de realizacion, la mezcla azul es un polvo
seco (por ejemplo, un polvo liofilizado) derivado de la reaccion de la genipina y la glicina. En algunos
modos de realizacion, la etapa de purificacion implica someter la fraccion insoluble a una purificacion
mediante HPLC. En algunos modos de realizacion, la purificacion mediante HPLC es una
purificacion mediante HPLC de fase inversa. En algunos modos de realizacion, la etapa de
purificacién (b) es similar a la etapa de purificacidon descrita en la seccion de Ejemplos. En algunos
modos de realizacion, el método de purificacion proporciona un polimero purificado segiin se

describe en el presente documento.

En algunos modos de realizacion, un producto colorante es producido mediante los métodos descritos
en el presente documento. En algunos modos de realizacion, el producto colorante es producido
mediante (a) la extraccion de una mezcla azul derivada de una reaccion de la genipina y la glicina con
metanol a fin de producir una fraccion soluble en metanol y una fraccion insoluble en metanol; y (b)
la purificacion de la fraccion insoluble en metanol para obtener el producto colorante. En algunos
modos de realizacion, la mezcla azul es un polvo seco (por ejemplo, un polvo liofilizado) derivado de
la reaccion de la genipina y la glicina. En algunos modos de realizacion, el producto colorante esta
sustancialmente libre de cualquier compuesto de las Férmulas 6, 7 o 8 descritas en este documento.

En algunos modos de realizacion, el producto colorante se puede caracterizar por tener (a) un espectro



de RMN sustancialmente idéntico al que se muestra en la FIGURA 9; (b) un espectro de IR que tiene
los siguientes picos (+ 5 cm™): 3393, 2949, 1726, 1630 y 1540 cm™; (c) un peso molecular promedio
(por ejemplo, un peso molecular promedio en nimero (M,)) de aproximadamente 6 000; (d) un

espectro de MS que muestra fragmentos de MS de 701 y/o 475; o (e) cualquier combinacion de (a) -

(d).
Composicion de colorante sustancialmente libre de carbohidratos

Ciertos modos de realizacion apuntan a una composicion de colorante que comprende un polimero
purificado (por ejemplo, un polimero de formula 4), donde la composicion de colorante esta
sustancialmente libre de carbohidratos (por ejemplo, monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos o
polisacaridos). En algunos modos de realizacion, el carbohidrato es un azicar (por ejemplo,
monosacaridos y disacaridos). En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante
sustancialmente libre de carbohidratos también estd sustancialmente libre de otras impurezas (por
ejemplo, un dimero de formula 1A, 1B, 2, 3A o 3B). En algunos modos de realizacion, la
composicion de colorante esta libre de carbohidratos, por ejemplo, la composicion de colorante no
contiene carbohidratos que se pueden detectar, por ejemplo, mediante el método descrito en el
Ejemplo 7. Los términos “carbohidrato” y “azucar” se usan indistintamente en el presente documento,

a menos que se diferencie de otro modo.

En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante libre o sustancialmente libre de
carbohidratos incluye composiciones que tienen los materiales adicionales que no sea el polimero
purificado, por ejemplo, monomeros, dimeros, acidos grasos, grasas, proteinas o acidos organicos. En
algunos modos de realizacidon, la composicion de colorante libre o sustancialmente libre de
carbohidratos comprende también un compuesto adicional (por ejemplo, un dimero de féormula 1A,
1B, 2, 3A, o 3B, un colorante adicional (como un aditivo de color aprobado por la FDA)). En algunos
modos de realizacion, la composicion de colorante libre o sustancialmente libre de carbohidratos
también esta libre de, o sustancialmente libre de, por ejemplo, mondmeros, dimeros (por ejemplo, un
dimero de formula 1A, 1B, 2, 3A o 3B), un colorante adicional (como un aditivo de color aprobado
por la FDA), 4cidos grasos, grasas, proteinas o acidos orgéanicos. En algunos modos de realizacion, la
composicion de colorante libre o sustancialmente libre de carbohidratos se prepara mediante un
proceso que comprende la mezcla de un polimero purificado sustancialmente libre de carbohidratos
con un compuesto adicional (por ejemplo, un dimero de formula 1A, 1B, 2, 3A, o 3B, un colorante
adicional (como un aditivo de color aprobado por la FDA)) que esta sustancialmente libre de

carbohidratos.

En algunos modos de realizacion, el polimero purificado se deriva de una reaccion de la genipina y la

glicina. En algunos modos de realizacion, el polimero purificado se deriva de una reaccion de la



genipina purificada (por ejemplo, mas del 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 99 % por peso) y la glicina. En
algunos modos de realizacion, la genipina purificada se deriva de la Genipa americana. En algunos
modos de realizacion, el polimero purificado se deriva de una reaccion del zumo que contiene la
genipina y la glicina. En algunos modos de realizacion, el polimero purificado se deriva de una
reaccion del zumo de fruto (por ejemplo, el zumo derivado de la Genipa americana, el zumo
enriquecido con genipina derivado de la Genipa americana)) y la glicina. En algunos modos de
realizacion, el polimero purificado se deriva de una reaccion de la genipina y un zumo que contiene la
glicina (por ejemplo, el zumo de frutos como la sandia y otros segiin se describe en el presente

documento).

En algunos modos de realizacion, el polimero purificado se caracteriza por tener un tiempo de
retencion de HPLC de aproximadamente 10,3 minutos cuando se analiza, por ejemplo, mediante el
método descrito en el Ejemplo 6. En algunos modos de realizacion, el polimero purificado se
caracteriza por tener una absorcion mas solida a 590 nm en comparacion con la absorcion a 240 nm.
En algunos modos de realizacion, el polimero purificado se caracteriza por tener una traza de HPLC

sustancialmente idéntica a la del espectro de la FIGURA 13C.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de preparacion de una composicion de colorante
sustancialmente libre de carbohidratos. En algunos modos de realizacion, el método comprende la
purificacion de una composicion de colorante en bruto con cromatografia en columna (por ejemplo, la
cromatografia en columna de exclusion por tamaio, la HPLC de fase inversa, etc.); el analisis de las
fracciones para determinar la presencia de carbohidratos (por ejemplo, mediante cromatografia en
capa fina); y la recoleccion de fracciones que estan sustancialmente libres de carbohidratos. En
algunos modos de realizacion, la composicion de colorante en bruto se deriva de una reaccion de la
genipina (por ejemplo, una genipina purificada, un zumo derivado de la Genipa americana, un zumo
enriquecido con genipina, un zumo enriquecido con genipina derivado de la Genipa americana) y la
glicina. En algunos modos de realizacion, el método produce una composicion de colorante que tiene
una traza de HPLC sustancialmente idéntica a la del espectro de la FIGURAS 13A, 13B o 13C. En
algunos modos de realizacion, el método produce una composicion de colorante que tiene una traza de

HPLC sustancialmente idéntica a la del espectro de la FIGURA 13C.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de preparacion de una composicion de colorante
libre de aztcar. En algunos modos de realizacion, el método comprende (a) la mezcla del zumo de la
Genipa americana y un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en glicina, valina, lisina,
metionina, prolina, tirosina, triptéfano, y cualquier combinacion de los mismos; (b) la extraccion del
azucar de la mezcla de (a); y (c) el aislamiento de una composiciéon de colorante a partir del producto
sin azucar de (b), donde la intensidad de la composicion de colorante obtenida mediante el método es

mayor que, por ejemplo, al menos dos veces, la intensidad de una composicion de colorante obtenida



de la mezcla de la etapa (a) sin la extraccion del azicar. En algunos modos de realizacion, la
intensidad de la composicion de colorante se mide por absorbancia UV-vis a una longitud de onda
determinada (por ejemplo, a Amax de la composicion de colorante, a una longitud de onda en el rango
de 580 - 610 nm, a una longitud de onda de 590 nm, etc.). En algunos modos de realizacion, el
contenido del polimero es un porcentaje % (muestra de g/100g) y es determinado mediante la
medicion de HPLC, y la intensidad del color se determina usando un espectrofotometro (por ejemplo,
valor de absorbancia de 0,6). En algunos modos de realizacion, el método comprende la extraccion
del azucar (por ejemplo, de la mezcla de reaccion del zumo de la Genipa americana y un aminoacido
(como la glicina, valina, lisina, metionina, prolina, tirosina, triptéfano, o cualquier combinacion de los
mismos)) mediante fermentacion, cromatografia en columna (como la cromatografia de exclusion por
tamafio, la HPLC), filtracion de 6smosis inversa, ultrafiltracion, microfiltracion, dialisis (por ejemplo,
los métodos de dialisis con gradientes osmoticos), separacion de resina a medida (por ejemplo,
separacion de resina a medida XAD4, XAD7 o XADS), o cualquier combinaciéon de las mismas. En
ciertos modos de realizacion, la estabilidad microbiologica de los productos fermentados se mejora
mediante la eliminacion del contenido de azucar, que, por ejemplo, puede generar facilmente agentes

microbianos mesofilos, como hongos y levaduras.

En algunos modos de realizacion, el método comprende la extraccion de azucar mediante
fermentacion. En algunos modos de realizacion, la fermentacion se lleva a cabo con la levadura (por
ejemplo, la levadura natural, levaduras genéticamente modificadas, como aquellas con mayor
eficiencia en la degradacion de azlicar) o las bacterias (incluidas bacterias genéticamente modificadas
que han aumentado la eficiencia en la degradacion de azucar). En algunos modos de realizacion, la
levadura o las bacterias se inmovilizan (por ejemplo, siendo adheridas a un soporte so6lido;

encapsuladas con microcapsulas).

En algunos modos de realizacion, un método de preparacion de una composicion de colorante
comprende los siguiente: (a) la mezcla del zumo de la Genipa americana y un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en la glicina, valina, lisina, metionina, prolina, tirosina,
triptofano, y cualquier combinacion de los mismos; (b) la esterilizacion de la mezcla de la etapa (a);
(c) la inoculacion de la mezcla esterilizada de la etapa (b) con una levadura o una bacteria; (d) la
incubacion de la mezcla inoculada de la etapa (c) bajo condiciones de fermentacion a fin de producir
un producto de fermentacion; y (e) el aislamiento de una composicion de colorante del producto de
fermentacion de la etapa (d), donde la intensidad de la composicion de colorante obtenida mediante el
método es mayor que, por ejemplo, al menos dos veces, la intensidad de una composicion de

colorante obtenida de la mezcla de la etapa (a) sin fermentacion.

En algunos modos de realizacion, la incubacion de la etapa (d) es de al menos 6 horas (por ejemplo,

6-24,6-18,6-12,6-9,9-24,9-18,9-12,12 - 24, 12-18, o mas de 24 horas). En algunos modos



de realizacion, la incubacion de la etapa (d) es inferior a 6 horas (por ejemplo, 6, 5, 4, 3,2, 1, 0.5
horas). Ciertos modos de realizacién apuntan a un método de cuantificacion de un polimero en una
muestra que comprende el uso de un método de HPLC con el polimero en forma pura como referencia
externa. En algunos modos de realizacion, el polimero es el polimero azul derivado de una reaccion
de la genipina y la glicina. En algunos modos de realizacion, el polimero en forma pura como
referencia externa esta sustancialmente libre de carbohidratos. En algunos modos de realizacion, el
polimero en forma pura como referencia externa se caracteriza por tener una traza de HPLC

sustancialmente idéntica a la del espectro de la FIGURA 13C.

Los métodos para producir composiciones Colorante

Ciertos modos de realizaciones apuntan a un método de preparacion de una composicion de colorante.
En algunos modos de realizacion, un método de preparacion de una composicion de colorante
comprende lo siguiente: (a) el aislamiento del zumo del fruto de la Genipa americana; (b) la mezcla
del zumo y un primer aminoacido seleccionado del grupo que consiste en glicina (GLY), valina
(VAL), lisina (LYS), prolina (PRO), metionina (MET), tirosina (TYR), y triptofano (TRP) y un
segundo aminodcido seleccionado del grupo que consiste en glicina (GLY), valina (VAL), lisina
(LYS), prolina (PRO), metionina (MET), tirosina (TYR), y triptofano (TRP); (c) después de la etapa
(b), el aislamiento de una composicion de colorante. Ciertos modos de realizacién apuntan a
composiciones de colorante que comprenden un producto formado por reaccion del zumo del fruto de
la Genipa americana con una combinacion de aminoacidos, como la glicina y la metionina. En ciertos
modos de realizacion, las frutas frescas se utilizan dentro de uno o dos dias luego de la recoleccion
(por ejemplo, dentro de aproximadamente 0 -6, 0- 12, 0- 18, 0 -24, 0 - 36, o 0 - 48 horas). En otros
modos de realizacion, los frutos se utilizan después del almacenamiento en condiciones de
refrigeracion dentro de 1,5 semanas (por ejemplo, dentro de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9,
10, 11, o 12 dias) o dentro de 2 semanas (por ejemplo, dentro de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11, 12, 13, o 14 dias). En otro modo de realizacion, el fruto no estda maduro, es decir, el fruto
estda duro y tiene la piel uniforme en contraste con el fruto maduro que es suave y tiene la piel
irregular. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante es azul, azul verde, purpura,

r0jo 0 negro.

En algunos modos de realizacion, un método de preparacion de una composicion de colorante
comprende lo siguiente: (a) la mezcla de la genipina o un derivado de la genipina con un primer
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en glicina (GLY), valina (VAL), lisina (LYS),
prolina (PRO), metionina (MET), tirosina (TYR) o triptéfano (TRP) y un segundo aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en glicina (GLY), valina (VAL), lisina (LYS), prolina (PRO),
metionina (MET), tirosina (TYR) o triptofano (TRP), y el aislamiento de una composicion de

colorante formada de los mismos. Ciertos modos de realizacion apuntan a composiciones de colorante



que comprenden un producto formado mediante reaccion de la genipina o un derivado de la genipina
con una combinacion de aminoacidos, como la glicina y la metionina. En algunos modos de

realizacion, la composicion de colorante es azul, azul verde, purpura, rojo o negro.

Composiciones de colorante de color purpura

Los frutos inmaduros de la Genipa americana son una fuente de genipina, un metabolito iridoide que
reacciona con aminas para proporcionar productos de color azul. En los frutos de la Genipa
americana (Jagua), la genipina se encuentra en los endocarpos (pulpa) y el resto de la fruta se
descarta. El material del mesocarpio (cascara) de la Jagua se descarta debido a su bajo contenido de

genipina.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de preparacion de una composicion de colorante de
color purpura. En algunos modos de realizacion, un método de preparacion de una composicion de
colorante purpura comprende los siguiente (a) el aislamiento del mesocarpio del fruto de la Genipa
americana; (b) la preparacion de un extracto de zumo del mesocarpio; (c) la mezcla del extracto de
zumo Yy la glicina; (d) después de la etapa (c), el calentamiento de la mezcla del zumo y la glicina; y
(e) el aislamiento de una composicion de colorante purpura después de la etapa (d). En algunos modos
de realizacion, el calentamiento en la etapa (d) es de al menos 90 minutos (por ejemplo, de 90 minutos
a aproximadamente 3, 4, 5, o 6 horas, 0 mas de 6 horas). Segun se emplea en este documento, el
término “mesocarpio” se refiere a la cascara del fruto, como el fruto de la Genipa americana. En
ciertos modos de realizacion, las frutas frescas se utilizan dentro de uno o dos dias luego de la
recoleccion (por ejemplo, dentro de aproximadamente 0 - 6, 0 - 12, 0 - 18, 0 - 24, 0 - 36, 0 0 - 48
horas). En otros modos de realizacion, los frutos se utilizan después del almacenamiento en
condiciones de refrigeracion dentro de 1,5 semanas (por ejemplo, dentro de aproximadamente 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, o 12 dias) o dentro de 2 semanas (por ejemplo, dentro de aproximadamente 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, o 14 dias). En otro modo de realizacion, el fruto no esta maduro, es
decir, el fruto esta duro y tiene la piel uniforme en contraste con el fruto maduro que es suave y tiene

la piel irregular.

Ciertos modos de realizacién apuntan a composiciones de colorante que comprenden un producto
formado por la reaccion de un extracto acuoso que contiene un derivado de la genipina con una amina
(por ejemplo, un aminoacido como la glicina, valina, prolina, lisina, triptéfano, tirosina, o metionina).
En algunos modos de realizacion, el extracto acuoso que contiene un derivado de la genipina se
prepara mediante un método que comprende lo siguiente: (a) el aislamiento del mesocarpio del fruto
de la Genipa americana; y (b) la extraccion del mesocarpio con agua. En algunos modos de
realizacion, la composicion de colorante es una composicion de colorante parpura que comprende un

producto formado por el extracto acuoso del mesocarpio del fruto de la Genipa americana y la



glicina. En algunos modos de realizacion, el extracto acuoso tiene menos del 20 %, 15 %, 10 %, 5 %,
3%, 2%, 1%, 0,5%, o 0,1 % por el ABC (Area bajo la curva en un espectro de HPLC) de la
genipina. En algunos modos de realizacion, el aminoacido es la glicina. En algunos modos de
realizacion, el producto se forma mezclando el extracto acuoso del mesocarpio del fruto de la Genipa
americana con la glicina, y luego calentando la mezcla, teniendo en cuenta que el extracto acuoso no
se precalienta. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante comprende un precursor
de genipina que consta de una geniposida (+)- o un precursor iridoide B-glicdsido de la genipina, que

se deriva del mesocarpio (cascara) del fruto de la Genipa americana.

La geniposida es el glucosido de la genipina. La geniposida tiene diferentes cinéticas y propiedades

quimicas de la genipina. La glucosa forma parte de la estructura de la geniposida.

La glucosa esta presente en el zumo de la Genipa americana en la pulpa (endocarpio) como glucosa
libre. Sin embargo, la genipina se encuentra en el endocarpio, que produce un colorante azul cuando
se produce reaccion con la glicina. La reaccion de la glicina con la geniposida del mesocarpio resulto

en un colorante de color parpura.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un método de preparacion de una composicion de colorante
que comprende lo siguiente: (a) el aislamiento del mesocarpio del fruto de la Genipa americana; (b)
el aislamiento de la geniposida del mesocarpio; (c) la mezcla de la geniposida y el aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en glicina (GLY), valina (VAL), lisina (LYS), prolina (PRO),
metionina (MET), tirosina (TYR), triptofano (TRP), o cualquier combinacion de los mismos; y (d) el
aislamiento de una composicion de colorante después de la etapa (c). En algunos modos de
realizacion, la geniposida se estabiliza mediante la liofilizacion o la congelacion flash. En algunos

modos de realizacion, la composicion de colorante es de color purpura.
Composiciones de colorante de colores verde y negro

Ciertos modos de realizacidon apuntan a un método de preparacion de una composicion de colorante
verde o negro. La reaccion del zumo de la Genipa americana con diferentes aminoacidos origind
productos de diferentes colores, por ejemplo, azul (GLY y LYS), verde azul (VAL, MET y TYR),
verde (PRT) y negro (PRO). Algunos modos de realizacion apuntan a un método de preparacion de
una composicion de colorante negro que comprende lo siguiente: (a) la preparacion de un extracto del
zumo del fruto de la Genipa americana; (c) la mezcla del extracto del zumo y la prolina; y (e) el
aislamiento de una composicion de colorante negro resultante de la etapa (c). Algunos modos de
realizacion apuntan a un método de preparacion de una composicion de colorante verde que

comprende lo siguiente: (a) la preparacion de un extracto del zumo del fruto de la Genipa americana;



(c) la mezcla del extracto del zumo y el triptoéfano; y (e) el aislamiento de una composicion de

colorante verde de la etapa (c).

Uso de composiciones de colorante que comprenden un polimero y/o un dimero

Ciertos modos de realizacion apuntan al uso de un polimero purificado (por ejemplo, un polimero de
Férmula 4, su isdbmero geométrico, su tautdbmero, o su sal, o un polimero (como un polimero derivado
de una reaccion de la genipina y la glicina) sustancialmente libre de hidratos de carbono) o un dimero
purificado (por ejemplo, un compuesto sustancialmente puro n.°1, 2, 3, o un compuesto
sustancialmente puro de Formula 1A, 1B, 2, 3'A (Me), 3'B (Me), o una combinacioén de los mismos)
con la finalidad de impartir un color azul a un sustrato (por ejemplo, un alimento, un cosmético, un
farmaco o un producto nutracéutico, un producto textil, o un dispositivo, como un dispositivo

médico).

En algunos modos de realizacion, el método de imparticion de un color azul a un sustrato (por
ejemplo, un alimento, un cosmético, un farmaco o un producto nutracéutico, un producto textil, un
dispositivo, como un dispositivo médico) comprende poner en contacto el sustrato con una
composicion de colorante que incluye un polimero purificado (por ejemplo, un polimero de Férmula
4, su isdmero geométrico, su tautdmero, o su sal, o un polimero (como un polimero derivado de una
reaccion de la genipina y la glicina) sustancialmente libre de hidratos de carbono) o un dimero
purificado (por ejemplo, un compuesto sustancialmente puro n.°1, 2, 3, o un compuesto
sustancialmente puro de Formula 1A, 1B, 2, 3'A (Me), 3'B (Me)), una composicion de colorante
descrita en el presente documento, o cualquier combinacion de los mismos. En algunos modos de
realizacion, la composicion de colorante comprende un polimero de Foérmula 4, su isomero
geométrico, su tautomero, o su sal. En algunos modos de realizacion, la composicion de colorante
comprende un dimero. En algunos modos de realizacion, el dimero es un compuesto sustancialmente
purificado de féormula 1A, 1B, 2, 3'A (Me), o 3'B (Me). En algunos modos de realizacién, la
composicion de colorante se prepara mediante un proceso de mezcla de un compuesto de Formula 1A,
1B, 2, 3'A (Me), o 3'B (Me) con cualquiera de los polimeros descritos en este documento. En algunos
modos de realizacion, la composicion de colorante se prepara mezclando un polimero o un dimero
descrito en este documento con un aditivo de color (por ejemplo, un aditivo de color aprobado por la
FDA). En algunos modos de realizacion, el sustrato es un producto alimenticio. En algunos modos de
realizacion, el sustrato es un dispositivo médico. En algunos modos de realizacion, el sustrato es un
producto farmacéutico. En algunos modos de realizacion, el sustrato es un producto nutracéutico. En

algunos modos de realizacion, el sustrato es un producto cosmético.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un producto alimenticio que comprende un elemento

alimenticio y una composicion de colorante descrito en este documento (por ejemplo, una



composicion de colorante que comprende un polimero purificado descrito en este documento, o una
composicion de colorante que comprende un dimero purificado descrito en este documento). El
elemento alimenticio puede ser un alimento sélido o un alimento liquido. En algunas formas de
realizacion, el producto alimenticio es un producto lacteo, un producto de panaderia, un refresco, un
producto de confiteria (como dulces o barras de cereales, etc.), o una bebida. En algunos modos de
realizacion, el elemento alimenticio es una bebida. En algunos modos de realizacion, el elemento
alimenticio es una bebida carbonatada. En algunos modos de realizacion, el elemento alimenticio es
para el consumo humano. En algunos modos de realizacion, el elemento alimenticio es un alimento
veterinario, como un alimento para mascotas (como comida para gatos, comida para perros, etc.) o un
alimento para animales de granja (como comida para vacas). En algunos modos de realizacion, el
elemento alimenticio es un elemento alimenticio vegetal, como un fertilizante. En algunos modos de
realizacion, el elemento alimenticio es un alimento de dosificacion unitaria, como un yogur de

dosificacion unitaria, pudin, sopa, etc.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un producto farmacéutico que comprende un farmaco (por
ejemplo, un farmaco aprobado por la FDA) y una composicion de colorante descrita en este
documento (por ejemplo, una composicion de colorante que comprende un polimero purificado
descrito en este documento, o una composicion de colorante que comprende un dimero purificado
descrito en este documento). En algunos modos de realizacidon, el medicamento estd en forma de
dosificacion liquida. En algunos modos de realizacion, el medicamento esta en forma de dosificacion
solida. En algunos modos de realizacion, el medicamento esta en forma de dosificacion seleccionada
del grupo que consiste en comprimidos, capsulas de gel, perlas, pellets, pildoras, grageas, pastillas,
pomadas, capsulas, polvos, liquidos, geles, jarabes, soluciones de cremas y suspensiones. En algunos

modos de realizacion, el medicamento esta en forma de jarabe.

Ciertos modos de realizacion apuntan a un producto nutracéutico (por ejemplo, vitaminas,
suplementos vitaminicos, o mezclas y paquetes dietéticos) que comprende un nutracéutico y una
composicion de colorante indicada en el presente documento (por ejemplo, una composicion de
colorante que comprende un polimero purificado descrito en este documento, o una composicioén de
colorante que comprende un dimero purificado descrito en este documento). En algunos modos de
realizacion, el nutracéutico esta en forma de dosificacion liquida. En algunos modos de realizacion, el
nutracéutico estd en forma de dosificacion solida. En algunos modos de realizacion, el nutracéutico
esta en forma de dosificacion seleccionada del grupo que consiste en comprimidos, capsulas de gel,
perlas, pellets, pildoras, grageas, pastillas, pomadas, capsulas, polvos, liquidos, geles, jarabes,
soluciones de cremas y suspensiones. En algunos modos de realizacion, el nutracéutico esta en forma

de comprimido, o una capsula de gel.



Ciertos modos de realizacion apuntan a un producto cosmético que comprende un cosmético y una
composicion de colorante descrito en este documento (por ejemplo, una composicion de colorante que
comprende un polimero purificado descrito en este documento, o una composicion de colorante que
comprende un dimero purificado descrito en este documento). En algunos modos de realizacion, el
cosmético es un producto de bafio, como geles de ducha, geles de bafio, o jabon. En algunos modos de
realizacion, el cosmético puede ser un producto para los ojos y maquillaje facial, esmaltes de uiias,
labiales, o tatuajes. En algunos modos de realizacion, el cosmético puede ser un producto para el
cuidado oral (por ejemplo, enjuagues bucales, geles dentales, o pastas de dientes). En algunos modos
de realizacion, el cosmético puede ser un producto para el cuidado de la piel (por ejemplo,
acondicionadores de piel, geles (como un gel de mano), lociones y cremas, o mascarillas). En algunos
modos de realizacion, el cosmético puede ser un producto para el afeitado (por ejemplo, una crema de
afeitar). En algunos modos de realizacion, el cosmético puede ser un producto para el cuidado del

cabello (por ejemplo, productos para teiiir el cabello).

Ciertos modos de realizacion apuntan a un dispositivo médico tefiido por una composicion de
colorante descrita en este documento (por ejemplo, una composicion de colorante que comprende un
polimero purificado descrito en este documento, o una composicion de colorante que comprende un
dimero purificado descrito en este documento). En algunos modos de realizacion, el dispositivo

médico es un dispositivo quirargico (por ejemplo, hilos quirargicos, tijeras, guantes, etc.).

Ciertos modos de realizacion apuntan a un producto textil tefiido mediante una composicion de

colorante descrito en este documento.

En ciertos modos de realizacion, la cantidad de una composicion de colorante que serd incorporada en
un producto alimenticio, un producto cosmético, un producto farmacéutico, un dispositivo médico, o
un producto textil depende del color final que se obtendra. En algunos modos de realizacion, el
producto alimenticio, el producto cosmético, el producto farmacéutico, el dispositivo médico, o el
producto textil comprende una composicion de colorante descrita en este documento en una cantidad
eficaz, por su cuenta o con otro colorante, a fin de impartir al producto alimenticio, producto
cosmético, producto farmacéutico, o dispositivo médico un color seleccionado del grupo que consiste
en azul claro, azul de la Fuerza Aérea, Azul la Superioridad Aérea, azul Alicia, azur, azul bebé, Azul
Francia, azul, azul-gris, azul Bondi, azul Brandeis, azul Cambridge, azul Carolina, celeste, ceruleo,
azul Cobalto, azul Columbia, azul Aciano, Cian, azul oscuro, azul cielo profundo, dril de algodon,
azul Dodger, azul duque, azul egipcio, azul eléctrico, azul Eton, azul Glauco, aiiil eléctrico, aiiil, azul
Klein internacional, iris, azul claro, azul Majorelle, azul maya, azul medio, azul medianoche, azul
marino, azul non-photo (indetectable en fotografias), azul Oxford, azul Palatinado, bigaro, azul persa,
azul Phthalo, azul polvo, azul Prusia, azul real, azul cielo zafiro, azul Acero, azul del trullo, azul

Tiffany, True Blue, azul Tufts, turquesa, azul UCLA, ultramarino, azul violeta, azul Yale, y zaffre. La



eficacia de la composicion de colorante se puede determinar mediante la comparacion (como la
comparacion visual) de un color que se obtiene (por ejemplo, azul claro) con el producto o dispositivo

tefiido con una cantidad de la composicion de colorante.

Aunque la descripcion presenta modos de realizacion preferidos de la presente invencion, se podrian
realizar cambios adicionales en la forma y la disposicion de las partes sin desviarse de las ideas ni de

los principios basicos abarcados en las reivindicaciones.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Aislamiento de la genipina a partir del zumo de Genipa americana

Un liofilizado solido (liofilizado) (900 gramos) de 10 litros del zumo verde de Genipa americana fue
extraido por Soxhlet con diclorometano; el disolvente generado se evapord bajo presion reducida
dando como resultado un residuo de color pardo (240 g); se separd una alicuota de 1 g mediante
cromatografia de exclusion por tamafio, utilizando como fase movil una mezcla de
hexano/metanol/diclorometano (2:2:1) de donde hubieron cuatro fracciones resultantes; la genipina
fue identificada en una de las fracciones mediante la cromatografia en capa fina y mediante la
comparacion con un patréon de genipina previamente conocido. La fraccion que contenia la genipina
se purifico multiples veces con una columna cromatografica de gel de silice y una fase movil de
hexano/acetato de etilo hasta que se obtuvo un producto puro (200 mg de genipina) de acuerdo con los

espectros de RMN.

Ejemplo 2. Reaccion de la genipina y la glicina

Se calentd a 70 © la glicina (2 g) disuelta en agua (200 ml). Luego, se afiadié la genipina (5 g) en
metanol (10 ml) y se agitdé la mezcla durante cuatro horas. La mezcla de reaccion se liofilizo
(liofilizado) y se extrajo el polvo azul con acetato de etilo con la finalidad de eliminar el exceso de

genipina y otros componentes polares bajos.

Ejemplo 3. Fraccionamiento de componentes

El polvo azul (5,7 g) se extrajo con metanol (5 x 100 ml), el disolvente generado se evapord bajo
presion reducida y se obtuvo una resina azul (2,2 g). La resina azul disuelta en metanol de 90 % se
separ6 con Sephadex ® LH 20 (fase movil de metanol), que dio como resultado cuatro fracciones que

fueron denominadas (para fines de esta solicitud de patente) S1 (1,5 g), S2 (0,3 g), S3 (100 mg) y S4
(5 mg).

La fraccion S1 se separd con el uso de una resina de adsorcion (Amberlite ® XAD-7) utilizando

inicialmente el etanol de 15 % y terminando con agua pura. Tres fracciones fueron separadas con



espectros de IR y RMN idénticos. Las tres fracciones se combinaron y se determind que se trataba de

un polimero.

La fraccion S2 se separd con el uso de una resina de adsorcion (Amberlite ® XAD-7) utilizando
inicialmente el etanol de 15 % y terminando con el etanol de 95 %. Cuatro subfracciones se generaron
a partir de la fraccion S2. Estas subfracciones de S2 fueron denominadas (para fines de esta solicitud
de patente) M2S1R, M2S2R, M2S3R y M2S4R. La M2SIR era RP-C18 separada varias veces con
diferentes fases moviles (mezclas de etanol-agua y metanol-agua) hasta que se obtuvo dos
compuestos; uno de dichos compuestos se denomind compuesto n.° 1 (7 mg). Las caracteristicas

espectroscopicas del compuesto n.° 1 (FIGURA 5) son las siguientes:
RMN de 'H (400 MHz, D,0). O 8,77; 8,53:7,54; 5,30 - 4,95: 3,94; 2,25; 1,66 ppm.

RMN de "C (100 MHz). & 170,0; 164,16; 157,80; 157,44; 148,29; 146,41; 139,76; 137,83; 124,16;
63,35; 62,6; 56,19; 53,89; 17,43; 14,93 ppm.

Un analisis mas detallado del compuesto n.° 1 mostro6 lo siguiente:

La RMN de 1H mostr6 algunas sefiales: dos protones arométicos como singletes a 08,77 y 8,53, un

proton vinilico a 7,54, un singlete 34,95, (2H) y tres singletes integrando el 3H, cada uno a 3,94
(OCHs), 2,25 (grupo vinilo metilo), y 1,66.

El experimento de JMOD mostro las siguientes sefales: tres grupos metilo a 14,93, 17,43 y 53,89, un
metileno a 62,68, asignable a un metileno derivado de la glicina, tres metinos a 157,44, 146,41,
137,83 y finalmente, siete atomos de carbono cuaternarios a 170,00 (carboxilico), 164,16 (carbonilo
de éster metilico), 157,80, 148,29, 139,76, 124,16 y 53,89. Asi, se ha conservado la fraccion de
genipina y el residuo de glicina, pero la molécula se vuelve aromatica con un residuo de piridilo,
debido a la posicion de los protones y a los atomos de carbono en los espectros de RMN. Sin
embargo, un nuevo grupo metilo aparecid en la estructura y su posicion era asignable sobre la base de
los experimentos de JIMOD, HMQC y HMBC. Asi, COSY 1H-1H mostré una conectividad alilica
entre el grupo metilo a 2,25 con el proton vinilico a 7,54; en el experimento de HMBC este proton
mostré un acoplamiento 3J a éstos metilos (157,44 en RMN de "°C) y el grupo metilo alifatico a 14,93
(1,66 en RMN de 'H), que a su vez, establecié una correlacion con el atomo de carbono cuaternario a
53,89 y aromatico a 157,80 y 148,29. Otras conectividades de largo alcance detectadas fueron: N-
CH2 (62,68) a ambos protones aromaticos a 8,77 y 8,53, y el primero al carbonilo de éster metilico.
Finalmente, MS mostré un am/z 522 [M" + H] que indica una molécula dimérica simétrica, como se
puede ver en las FIGURAS 1A-1B y 2A-2B. El puente de conexion entre los mondmeros se dedujo a

atomos de carbono de C-8 y C-8', pues la aparicion de un grupo metilo como singlete, que esta



acoplado mutuamente con el otro grupo metilo en el experimento de HMBC. Hay dos isémeros

posibles, como los de la formula 1A o 1B (consulte las FIGURAS 1A, 1B, 2A y 2B).

La fraccion S3 se separ6 mediante cromatografia con Sephadex ® usando una fase mévil de metanol
de 95 % generando cuatro fracciones S3 que, a efectos de esta solicitud de patente, se denominaron
S31, S32, S33 y S34 . La fraccion S33 se separd varias veces mediante cromatografia inversa RP-C18
utilizando diferentes fases moviles (mezclas de etanol-agua y metanol-agua) hasta que se obtuvo un
compuesto que se denomind compuesto n.° 3 (4 mg). Las caracteristicas espectroscopicas del

compuesto n.° 3 (FIGURA 6) son las siguientes:
RMN de 'H (400 MHz, D,0). 0 8.6; 8,0; 7,9; 6,7; 3,90; 1.8 ppm.

RMN de “C (100 MHz). 8172,2; 166,3; 138,8; 135,6; 135,1; 133,3; 131,4; 127,1; 120,46; 118,9;
61,0; 53,3; 11,2 ppm.

m/z 505 [M+H]
El analisis adicional del compuesto n.° 3 mostr6 lo siguiente:

Los espectros de masas del compuesto n.°3 estdn representados m/z = 505 [M+H]" en la
espectrometria de masas, indicando asi un isomero del compuesto descrito anteriormente. Sin

embargo, los espectros de 'H y ?CNM fueron muy diferentes al mismo. En los espectros de protones,
se detectaron los siguientes singletes: 08,0; 67,9; y 06,7 (2H cada uno) y un singlete adicional a 0
8,6 para la integracion de 1H. Otras sefiales fueron un singlete a 64,7 (N-CH2) y dos grupos metilo a
33,9 (OCH;3) y 01,8 (vinilo de CH3. Segun el experimento de JMOD, también se observo los
siguientes atomos de carbono: un grupo carboxilo a 0172,2, un éster de metilo a 0 166,3, (COOH),
cinco atomos de carbono cuaternarios a 0 138,8; 0135,1; 0127,1; 0120,4; d118,9, cuatro metinos a
0135,6; 0133,3; 0131,4; 0131,4; un metileno (N-CH2) a 061,0 y dos grupos metilo a 0533
(OCH3) y 0 11,2 (vinilo de CH3). La estructura de cada unidad de monémero fue asignada de acuerdo
con el experimento de HMBC: sefiales a 07,9 y 08,0 fueron asignadas a protones del grupo piridil,
pues se detecté una correlacion de largo alcance con el grupo N-metileno a 061,0; asimismo, el
ultimo protdon mostréo un acoplamiento 3J al carbonilo del éster metilico a 0172,2, Ademas, otro

acoplamiento importante se mostré entre el singlete a 0 131,4 (C-7) y los protones del grupo metilo.
Las bajas cantidades de proton aromatico y de vinilo indicaron la presencia de una molécula dimérica
simétrica, como se muestra en las FIGURAS 3A-3B. Se podria asignar dos estructuras a esta
molécula, de acuerdo con la orientacion relativa del grupo éster metilico (FIGURAS 3A-3B), pero la

estructura B tiene una baja probabilidad debido al impedimento estérico.



Ejemplo 4. Purificacion de fraccion insoluble en metanol

Los componentes insolubles en metanol se separaron utilizando Sephadex LH-20, eluyendo con
MeOH-agua, y se recogieron subfracciones il (3,1 g) e i2 (100 mg). La subfraccion i2 se separd
usando una columna RP-C18 repetida, eluyendo con MeOH/agua a fin de obtener el compuesto puro

n.° 2 (25 mg). Se mostrd que el compuesto n.° 2 cuenta con la estructura de Formula 2.

La subfraccion il se separd en dos fracciones principales utilizando una columna RP-C18. Sin
embargo, las dos fracciones cuentan con espectro de IR y RMN idénticos y se combinan para producir
un polimero purificado. Una estructura esquematica del polimero purificado se muestra en la

FIGURA 8.
El analisis de RMN, IR y espectroscopia de masas del polimero purificado muestra lo siguiente:

Los espectros de IR (FIGURA 12) mostraron bandas asignables al acido carboxilico (3393 cm™), CH
alifatico (2949), éster (1726) y el sistema de piridinio aromatico (1630, 1540).

Se interpreté las huellas en la RMN de 'H y "C de pequefias moléculas azules, especificamente

dimeros aislados e identificados previamente, y genipina. La RMN de 'H (FIGURA 9) mostro las
siguientes sefiales: 09,50 (proton de puente de doble enlace), & 8,00 - 9,00 (derivados de piridina
aromatica o dobles enlaces conjugados), O 5,0 - 7,0 (doble enlace en el anillo ciclopentano), & 5,0 —
4,5 (CH, unido al nitrégeno cuaternario), & 3.8 - 4,1 (OCHs), 8 1,5 - 2,3 (CHs). La RMN de “C
mostré sefiales a O 160 - 175 (grupos carboxilicos y ésteres), 0 150,0 - 120,0 (enlaces aromaticos y/o
dobles), 860,0 - 62,0 (CH, unido al nitrégeno cuaternario), 0 50,0 - 55,0 (OCH3), 642,0 - 48,0 (CH,)
y, finalmente, 0 10,0 - 15,0 (CH3).

Posteriormente, se obtuvo espectros en estado solido de RMN 'H - °C (FIGURA 10) y no se detecto
enlaces o picos caracteristicos: enlaces carbonilo, aromatico, doble, grupos N-metileno, metoxi y
metileno. Hubo ausencia de los grupos metilo o de senales de metileno exociclico, lo que indica que la

participacion de un metileno exociclico original (o grupo hidrometil) en el proceso de polimerizacion.

El analisis de HPLC/MALDI mostré que el polimero purificado tiene un peso molecular de
aproximadamente 6000, aproximadamente 12 unidades de un dimero. Se observo fragmentos de MS

correspondientes a m/e de 701 y 475; consulte la estructura mostrada en la formula 9.
Ejemplo 5. Reaccién del zumo de la Genipa americana y la glicina

El zumo liquido en crudo (100 ml) se mezcld con la glicina (0,8 g, la cantidad de glicina se puede

ajustar en funcion del contenido de genipina en el zumo liquido en crudo, de manera que la relacion



molar de glicina y genipina sea aproximadamente 1:1) y la temperatura de reaccion se mantuvo a
70 °C durante 2 horas. Después de ello, el disolvente se evapord y la presion se redujo, o se liofilizo

para obtener una mezcla en polvo de color azul oscuro.

El polvo de color azul oscuro se extrajo primero con acetato de etilo y, luego, mas exhaustivamente
con metanol. El componente soluble en metanol (800 mg) se separd mediante cromatografia en
columna con el uso de Sephadex LH-20 y metanol. En la primera fraccion, la mayoria del producto de
color azul profundo (600 mg) se obtuvo como polimero purificado después de la evaporacion del
metanol. Pequefias cantidades de compuestos 1 (1 mg), compuesto 2 (1,5 mg) y compuesto 3 (1 mg)

se obtuvieron también a partir de la fraccion soluble en metanol.

La fraccion insoluble en metanol (1,2 g) también se separ6é usando columnas con Sephadex LH-20,
eluyendo con metanol:agua (9:1). Después, una fase inversa C-18 de separacion se llevo a cabo para
producir un polimero purificado. El polimero purificado a partir de la fraccion insoluble en metanol se
combiné con el polimero purificado a partir de la fraccion soluble en metanol para dar 1,8 gramos de
polimero en total. Los datos analiticos del polimero obtenido por reaccion del zumo de la Genipa
americana y la glicina son idénticos a los obtenidos a partir de la reaccion de la genipina purificada

con la glicina.
Ejemplo 6. Cuantificacion del polimero

Se desarrollé6 un método de HPLC/PDA con el fin de evaluar la pureza del polimero azul y para
cuantificar su contenido en el extracto de la Jagua (obtenido de la reaccion del zumo de la Genipa

americana y la glicina).

Una prominencia UFLC Shimadzu con un desgasificador en linea (DGU-20 AS5), una bomba
cuaternaria (LC 20AT), un muestreador automatico (SIL 20A HT), un horno de columna (CTO 20A),
y un detector de matriz de fotodiodos (SPD MZ20A) controlado por un moédulo de bus de

comunicaciéon (CBM 20A) se utilizaron para estos estudios analiticos.

Se utilizaron varias columnas, como la fase inversa C18 Luna (Phenomenex) 150 x 4,6 mm SHM,

Supelcosil (Sigma) C8, 150 x 4,6 mm 5 pm, y Luna PFP 150 x 4,6 mm 5 pum.

La naturaleza altamente polar del polimero en el extracto de la Jagua limit6 el uso de columnas de

fase normal.

El acetonitrilo y el metanol se utilizaron en un niimero de relaciones que oscilan de 100 % a 100 % de

agua.



Se utilizé una velocidad de flujo de 1 ml/min y no se realizé modificaciones durante el proceso de

desarrollo.

Se utilizd un detector PDA y se controlé las longitudes de onda de 200 a 800 nm en el modo de

grafico maximo y a 590 nm para detectar el polimero azul.

Aunque se evaluaron varias columnas y temperaturas celulares del detector, los mejores resultados se
obtuvieron usando la columna Luna PFP. Los resultados del andlisis llevado a cabo con otras
columnas no fueron satisfactorios, ya que solo se observaron picos un-retenidos independientemente
del volumen de la mezcla disolvente; se utilizd la temperatura de la columna y del detector, la

velocidad de flujo o el volumen de inyeccion.

Después de la seleccion de la columna se evalud el gradiente del disolvente, los mejores resultados en
la separacion se obtuvieron con el metanol y agua como eluyentes, pero la forma del pico y la anchura
necesarias para la mejora en esta etapa, varios ensayos con diferentes temperaturas de horno de

columnas permitieron tener una buena forma y anchura sin un efecto sobre el tiempo de retencion.
Un resumen de las mejores condiciones de separacion incluyo lo siguiente:

Columna Luna PFP 100A (Phenomenex) con cartucho de agente de seguridad:

Longitud 150 mm
Diametro interno 4,6 mm
Tamatfio de particula 5 pum.

Fase movil: Eluyente A: Agua y Eluyente B: Metanol

Gradiente linear:

Gradiente linear (minutes) % A % B
0 80 20
80 20
6 0 100
Gradiente linear (minutes) % A % B
10 0 100
11 80 20
20 80 20




Velocidad de flujo: 1 ml/min
Temperaturas:
T muestras: Ambiente (20 — 24 °C)
T columna: 40 ° C
T célula del detector: 40 ° C
Deteccion: Grafico maximo 230 - 800 nm (perfil del extracto);
Grafico méximo 590 nm (cuantificacion del polimero azul).

Preparacion de la muestra: En un matraz volumétrico de 10 o 25 ml; pese 10 mg de muestra por lotes
que se analizara y el volumen completo con agua desionizada. 10 uL de esta solucién se inyecta

usando un muestreador automatico.
Rendimiento del sistema: En el método estandar del polimero azul se eluyo a 10,3 minutos.
Ejemplo 7 Purificacién del polimero azul libre de azicares

El polimero azul libre de azlcares se purific6 mediante cromatografia en columnas utilizando

Sephadex LH-20.

Se disolvieron 10 g del extracto liofilizado de la Jagua (obtenido de la reaccion del zumo de la Genipa
americana y la glicina) en 10 ml de agua desionizada y se filtr6. Posteriormente, la solucion del
colorante se aplicé a la parte superior de la columna. La composicién de la fase movil era 100 %
metanol, 80 % metanol, 50 % metanol y 100 % agua. Se recopilaron un total de 14 fracciones y se
verifico mediante cromatografia en capa fina para identificar el contenido de azticar eluyendo con una
solucién de isopropanol: agua: acido acético (2: 0,5: 0,5). La placa se roci6 con acido sulftrico (5 %)
y se calent6 a 105 °C. Primero, las fracciones eluyentes y sin azucares se mezclaron y se secaron en
condiciones de vacio y, luego, fueron sometidas a una etapa de purificacion utilizando las mismas

condiciones de elucion descritas anteriormente hasta detectar la pureza deseada mediante la HPLC.

Una alicuota de las fracciones se diluyo y se filtré a través de 0,45 pm usando un filtro de membrana

de nylon (Acrodisc, Pall) antes del anélisis mediante HPLC usando el método del Ejemplo 6.

Los criterios de seleccion para la pureza deseada del polimero azul obtenido del extracto de la Jagua

utilizaron los estandares de UV-vis y HPLC, es decir, las fracciones de la columna de Sephadex



estaba libre de azucar bajo el método de TLC, y la absorbancia del pico principal detectado a 590 nm

era igual o mayor que la absorbancia a 240 nm, respectivamente.

Las FIGURAS 13A-D muestran las trazas de HPLC (espectros) del lote de materia prima y tres
fracciones con diferente pureza. La FIGURA 13C representa una traza de HPLC del polimero azul

puro (utilizado como “estandar de referencia”) libre de azlicares.

Ejemplo 8. Cuantificacion del contenido de polimero azul en las muestras del extracto de Jagua

Estandar de referencia del polimero azul libre de azlcares elaborado en el Ejemplo 7 fue utilizado
como un estandar externo para cuantificar el contenido del polimero azul en muestras del extracto de

Jagua utilizando el método analitico descrito en el Ejemplo 6.

Curvas de calibracion

Las soluciones del estandar de referencia se prepararon a partir del estandar de referencia del polimero
azul. Cada area bajo la curva (ABC) del estandar de referencia se representd graficamente frente a la

concentracion y se aplico la regresion lineal para obtener la ecuacion de la curva de calibracion.

Las soluciones del estandar de referencia se inyectaron por triplicado para cinco concentraciones y en

algunos casos se realizaron mas inyecciones.

Se obtuvo que el método era lineal en el rango de 20 - 100 um/mL.

Se obtuvo seis curvas de calibracion diferentes. Las curvas de calibracion 1 - 6 se muestran en las

FIGURAS 14A-F, respectivamente.

Limites de deteccion y cuantificacion

El método desarrollado para medir la concentracion del polimero azul en el extracto de Jagua fue
capaz de detectar sefiales a 10,2 min monitorizados a 590 nm a una concentracion limite inferior de
2 pg/mL. De acuerdo con la formula 2H/h, donde H es la altura del pico del estandar de referencia y h
es la altura en el tiempo de retencidon en un cromatograma en blanco (se inyecté 10 uL. de metanol o
agua). El valor (2 x 3423 / 2.836 = 2,4) es el limite inferior que se aceptara como limite de deteccion.
Los valores medios de la altura pico del estindar de referencia y los cromatogramas en blanco se

utilizaron para los célculos.

Se determiné que el limite de cuantificacion para el polimero azul era 20 pg/ml.

Cuantificacion de los polimeros azules en las muestras del extracto de Jagua



El polimero azul del extracto de Jagua se cuantifico como porcentaje usando el método estandar

externo.

Cada lote se peso por triplicado para obtener tres mediciones por separado de la dilucion a 10 ml en
dos dias; la dilucion a 25 mL se realizo por triplicado en un solo dia. Para el lote 5312005 solo se
analiz6 la dilucion de 10 mL, ya que el proposito de los dos volumenes de la dilucion de la muestra
era evaluar si la concentracion era un parametro a tener en cuenta al analizar el extracto de Jagua. En
la Tabla 1, los resultados de los lotes 5312001 a 5312004 se muestran para las diluciones de 25 y

10 mL donde los valores medios pueden compararse.

La siguiente formula se utilizo para calcular la concentracion del polimero azul cuando la muestra se

diluye a 10 ml:

%zy—if)>< 25 X100
a 1000 w

H

cuando la muestra se diluye a 25 ml; y = area de pico del ensayo del polimero azul a 590 nm; b =
interseccion de la linea de regresion; a = pendiente de la linea de regresion; w = peso (mg) de la

muestra.

Se calculo los porcentajes de las muestras para cada curva de calibracion generada. Se excluyo los
datos de curva de calibracion 1. Cuando los datos de las seis ecuaciones de la curva de calibracion se
obtuvieron para cada lote analizado, los resultados de la curva de calibracion 1 fueron diferentes de
otros valores, y si se promediaban, el % RSD aumentaba, probablemente por errores en la preparacion

de la dilucion y la muestra o en la etapa de pesaje.

Tabla 1. Porcentaje del polimero azul en el extracto de Jagua

Volumen de Porcentaje
Lote dilucion % SD % RSD
(mL) (n=5)
5312001 10 27.88 1.48 5.32
25 29.44 1.65 5.61
5312002 10 31.59 2.22 7.04
25 31.24 1.90 6.08
5312003 10 31.00 2.67 8.63
25 30.93 1.85 5.98




5312004 10 24.43 1.54 6.34
25 22.97 1.19 5.20
5312005 10 32.29 2.32 7.19

Ejemplo 9. Extraccion de azicar por fermentacion

El extracto de Jagua (4,5 L, obtenido de la reaccion del zumo de la Genipa americana y la Glicina,
Lote 5113003) se esterilizo en un Tuttnauer de autoclave vertical 3870 ELV (85 litros) (Tuttnauer
Europe BV, Paises Bajos) a 121 °C, 15 psi durante 20 m. Se permitié6 que el extracto de Jagua
esterilizado se enfrie dentro del autoclave. El caldo resultante se inoculé con 25 g de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) de grado comercial (Levapan, Colombia), que se activo previamente en el
mismo caldo estéril a 30 °C. La fermentacion se llevo a cabo en un biorreactor de 7 L con un volumen

de trabajo de 5 L.

La mezcla se incubd durante 24 horas en el biorreactor BioFlo 110 (New Brunswick Scientific,
EE.UU.), utilizando el software Biocommand 6.1.7601 Variables de control de lotes para el
monitoreo. Cuatro muestras de 500 ml se pusieron a prueba (cada 3 horas durante las primeras 12
horas de incubacion). Después de ello, el volumen de operacion fue de aproximadamente 2,5 L de

caldo.

La Tabla 2 muestra las condiciones de operacion para el proceso de fermentacion. El sistema
comenzo en anaerobiosis y no se afiadioé nada de oxigeno externo durante el proceso de fermentacion.
El porcentaje detectado de oxigeno (DO, (%)) muestra el oxigeno presente en la muestra sin adicion
de oxigeno externo. Durante el proceso de fermentacion, la temperatura se mantuvo constante a 30 =

2 °C.

Tabla 2. Condiciones de operacion de los biorreactores

Tiempo Agitacién DO, (%) pH Temperatura
(HH:MM:SS) (rpm) (°0)

0:00:06 149.80 11.55 5.61 32.59

26:19:07 150 9.13 5.53 29.99

Después de 23 horas y 19 minutos, el proceso de fermentacion termind. Se refrigeré la mezcla de la
reaccion y fue sometida a centrifugacion en Labouge Thermo Scientific a 200 - 4800 rpm durante 20

minutos (Thermo Fischer Scientific, NJ, EUA). A continuacion, se retir6 la levadura.



Las muestras centrifugadas fueron analizadas para determinar la existencia de s6lidos solubles (°Brix)
usando un refractometro digital Atago PAL-3 (Atago Co. Ltd. Tokio, Japon) y el contenido de
humedad usando MA35M Brand Sartorius (The Sartorius Group, Goettingen, Alemania). Se analiz6
el contenido de azlicar de las muestras usando el método TLC con placas de aluminio recubiertas con
gel de silice 60 F254 4x5 cm, eluyéndolo con una mezcla de isopropano: acido acético: agua
(2:0,5:0,5). Se roci6 acido sulfurico en etanol al 10 % a las placas de TLC, luego fueron calentadas a
110 °C. Se usé glucosa pura, fructosa y sacarosa como estandares. El analisis de las mezclas de
reaccion a las 3, 6, 9, y 12 horas mostré que 6 horas de fermentacion fueron suficientes para eliminar
todos los azlicares. No se observo azucar mediante el método de TLC descrito anteriormente en la

mezcla de reaccion después de 6 horas de la fermentacion.

Ejemplo 10. Comparacion de las caracteristicas de los productos fermentados y los productos

no fermentados
Preparacion de la muestra

El extracto de jagua fermentado preparado en el Ejemplo 9 (centrifugado y filtrado) se concentrd en
un evaporador rotatorio, y luego se le secé por atomizacion usando Biichi B-290 (BUCHI
Labortechnik AG, Flawil, Suiza), con o sin un vehiculo transportador (almidén alimenticio
modificado (Capsul®)). Las condiciones de secado fueron: 150 °C de temperatura interna y 103-110
°C de temperatura externa; con un bombeo de 25 % (290 mL/h), con una tasa de flujo aéreo de 400 y

una aspiracion de 85 %.

El extracto de Jagua no fermentado (del mismo lote usado para la preparacion de los productos
fermentados) se seco en las mismas condiciones descritas en el presente para los productos

fermentados.
En resumen, se preparé tres productos:
(1) PF: un producto fermentado, centrifugado y concentrado, sin vehiculo;

(2) FC: un producto fermentado, centrifugado y concentrado, con vehiculo (Capsul®) como

vehiculo (60 % de solidos totales del producto - 40% de solidos totales del vehiculo);

(3) PC: un producto no fermentado, con vehiculo (Capsul®) (60 % de solidos totales del

producto — 40 % de sdlidos totales del vehiculo);

Se analiz6 las caracteristicas los tres productos en polvo (PF, FC y PC) para determinar el contenido
de humedad, el contenido del polimero, la intensidad del color y la estabilidad en una solucion

amortiguadora a pH 3. También se probara la estabilidad microbiologica de los productos.



Contenido del polimero

Se midio el contenido de polimero de PF, FC y PC usando el método de la HPLC segtn se describe
en los Ejemplos 6 - 8. Los resultados de la HPLC se muestran en la Tabla 3. Las cromatografias de

HPLC se muestran en la FIGURA 15.

Tabla 3. Resultados de cuantificacioén del polimero

Muestra Peso AUC % Polimero Media Desviacion
E1-PFR1 10 2173179 74,36 74,01 0,38
E1-PFR2 10 2164260 74,06
E1-PFR3 10 2151113 73,61
E2-FCR1 10,2 1280814 43,16 42,26 0,81
E2-FCR2 10,2 1247237 42,04
E2-FCR3 10,2 1233766 41,59
E3-PcR1 10 1089373 37,51 37,09 0,39
E3-PcR1 10 1074862 37,02
E3-PcR1 10 1066861 36,75

Intensidad del color
Parametros de color

Se analiz6 las soluciones de colorantes acuosos (0,015 g en polvo/40 mL) de PF, FC y PC en tres
ejemplares usando la espectrofotometria GENESYS 10S UV-VIS con el software VISIONIite para
determinar los parametros CIELab. Los parametros de color de las tres muestras se muestran en la

FIGURA 16.

Los parametros CIELab mostraron que los productos fermentados (PF y FC) tuvieron un color azul
mas intenso que el producto no fermentado. Tanto el PF como el FC tuvieron valores de L mas bajos
(menos brillo), menos valores a negativos (lo que podria significar un color més violeta), pero valores
b similares en comparacion con PC. La FIGURA 16 también muestra que el PF tuvo la mayor
absorbencia, dos veces mas que la de PC; y el FC tuvo una absorbencia 1.6 mas fuerte en

comparacion con la del PC.
Estabilidad de los productos en solucién amortiguadora a pH 3

Se evalud la estabilidad de PF, FC y PC en una solucion amortiguadora a pH 3.0 bajo tres
condiciones de almacenamiento: refrigerador (6 °C), temperatura (20 °C) y camara (45 °C) durante 19

dias.



Se probo cada uno de los productos (PF, FC y PC) en tres ejemplares en una concentracion de 15 mg
de la muestra en 40 mL del amortiguador. Se supervis6 las muestras en la misma espectrofotometria
de 350 a 800 nm (medidos en intervalos de 2 nm). Se determind los cambios de color mediante los
parametros CIELab usando el software VISIONIite version 2 con Dgs y un angulo de observacion de
10 °. Se calculd los cambios de color usando la ecuacion [1] (mostrada posteriormente) usando los

parametros L (luz, blanco 0/negro 100), a (- verde / rojo +), y b (- azul / amarillo +).

AE, == \/(Li— Lo)? + (ai-a0)? + (bi- bo)? 1]
Se superviso los parametros relacionados con el color, A (absorbencia), L, a, b, y AE,, de PF, FC y

PC con el paso del tiempo.

Se calcul6 la semivida de acuerdo con la cinética de primer orden a partir de la tasa constante de
reaccion (la inclinacion se obtuvo del grafico de Ln (area azul), / (area azul), vs tiempo). Se realizé un
analisis estadistico usando Statgraphics Centurion XV de prueba. Se utilizo la diferencia minima

significativa de Fischer (LSD, por sus siglas en inglés) para diferenciar las medias.
La Tabla 4 muestra los resultados de la semivida del PF, FC y PC en dias.

Tabla 4. Semivida promedio en dias

Condicion Valor P Meétodo: LSD de 95,0 por ciento
Muestra Réplica Media

Camara (45 °C) 0,0002 PF 3 25,4233 X
FC 3 25,7067 X

PC 3 29,7767 X

Ambiente (20 °) 0,0122 FC 3 63,5767 X
PF 3 66,6967 X

PC 3 95,8833 X

Refrigerador (6 °C) 0,0004 FC 3 121,697 X
PF 3 146,747 X

PC 3 169,267 X

El contenido de humedad del PF, FC y PC, determinado por un analizador de humedad (Sartorius
Brand MA35M), fue de 4,12 %, 3,24 % y 3,15 % respectivamente.



El proceso de fermentacion elimindé de manera eficiente todos los aztcares de los extractos de jagua
en seis horas. Los productos fermentados resultantes (PF y PC) tuvieron un color azul mas intenso. El

PF tuvo un color azul dos veces mas intenso que el del producto no fermentado PC.

El producto fermentado PF estuvo estable cuando se le seco por atomizacion sin la adicion de un

encapsulante de vehiculo (p. ¢j. el almidon).

Se probara la estabilidad microbiologica de los productos fermentados afiadiendo una cantidad
conocida de un microorganismo (p. ej. una bacteria, un hongo o una levadura) a los productos
fermentados y midiendo posteriormente (p. ¢j. después de 7 dias) la estabilidad microbiologica de los

productos fermentados (p. ¢j. midiendo la actividad del microorganismo afadido).

Ejemplo 11. Eliminacion de azicar del extracto de Jagua por medio de XAD-7

El zumo en crudo del fruto de la Genipa Americana (150 mL) reaccioné con la glicina (1,5 g) durante
2 horas a 70 °C. Luego, se procedid a enfriar la mezcla de la reaccion a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadio resina XAD-7 (100 g) a la mezcla de reaccion enfriada. Luego de 24 horas,

se filtrd la resina XAD-7.

Primero, se eluyo6 con agua la resina resultante para generar una fraccion acuosa, y luego se eluyo6 con
una mezcla de agua y etanol para generar una fraccion de polimero. Se confirm¢é la identidad del
polimero en la fraccion del polimero mediante un anélisis de la HPLC usando un método del Ejemplo
6. Se determind el contenido de aztcar de la fraccion del polimero usando el método TLC descrito en
el Ejemplo 9. El analisis por TLC mostré una ausencia de azucares en la fraccion del polimero. Por
otra parte, la fraccién acuosa estaba rica en azlicares. Ademas, el analisis de la HPLC mostré que la
fraccion acuosa contenia un poco de polimero. La FIGURA 17 muestra los espectros de la HPLC de

la fraccion del polimero y de la fraccion acuosa.

La Tabla 5 muestra las caracteristicas espectrofotométricas de las fracciones obtenidas por medio de

la purificacion con resina HP XAD?7.

Tabla 5. Caracteristicas espectrofotométricas de las fracciones obtenidas por medio de la purificacion

con resina HP XAD7
Muestra L a b Absorbencia 590 nm
POL 6,3 6,7 27,2 9,9999
H,0 95 -0,6 -2,9 0,0768
RN 93 -2,8 -6,2 0,1267




RN: Reaccion del zumo del fruto de Genipa americana con la glicina.

POL: Fraccion del polimero, eluida con etanol, que contiene la mayoria de polimero

H,O: Fraccion acuosa, eluida con agua, rica en azlicares

Ejemplo 12. Reaccion del zumo del fruto de la Genipa Americana con diferentes aminoacidos

El zumo del fruto de la Genipa Americana se sometié a reaccion con diferentes aminoacidos para
determinar los perfiles de color resultantes. El zumo del fruto de la Genipa americana (50 mL) en un
matraz Erlenmeyer (se determind un contenido de genipina de 2,42% mediante una HPLC en un
sistema Shimadzu Prominence - Cromatografo Liquido Ultra Rapido (UFLC, por sus siglas en inglés)
(Japon) junto con un detector de haz de diodos y una Matriz de fotodiodos, PDA) fue mezclado con
cantidades equimolares de glicina (GLY), valina (VAL), lisina (LYS), prolina (PRO), metionina
(MET), tirosina (TYR), o triptéfano (TRP). Se movio el zumo resultante + las mezclas de
aminoacidos durante 2 horas a 70 °C. Se superviso las reacciones usando una cromatografia de capa
fina en placas de aluminio recubiertas con gel de silice F254 4x5 cm, eluyendo con una mezcla de
metanol con agua 4:1. Los productos de reaccion se analizaron por la HPLC mediante un método
descrito en el Ejemplo 6. Se realizo la caracterizacion espectrofotométrica de los productos de
reaccion usando el software de espectrofotometria GENESYS 10S UV-VIS con VISIONIite version
2.0. Para los experimentos de caracterizacion, se prepardé muestras diluyendo 20 uL de la solucion de
reaccion en 5 mL de agua desionizada, salvo que en el caso de las reacciones con triptéfano y prolina,
las muestras se prepararon diluyendo 100 y 200 uL de la solucion de reaccion en S mL de agua

desionizada, respectivamente.

Se evalud la estabilidad de los productos de reaccion producidos de manera similar al método descrito
en el Ejemplo 10 usando una soluciéon amortiguadora a pH 3.0, salvo que en el Ejemplo actual, los
productos de reaccion también fueron sometidos a radiacion con una ldmpara ultravioleta UVGL-58
Handheld UV (Ultra-Violet Products Ltd., Cambridge, RU) a 254 nm por 7.46 horas. Los productos
de reaccion fueron probados en tres ejemplares en una concentracion de 40 uL del producto de

reaccion por 10 mL de solucién amortiguadora a pH 3.0.

La FIGURA 18 muestra los espectros de absorcion de los productos de reaccion del zumo del fruto
de la Genipa americana con diferentes aminoacidos. Los parametros de color de estos productos se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Parametros de color de los productos de reaccion del zumo del fruto de la Genipa americana

con diferentes aminoacidos



Aminoacido L* a* b* Amax Absorbencia

Amax

GLY 56,5 -9,5 -22,1 594 0.9217
LYS 67,6 -10,4 -9,7 596 0.5907
VAL 72,9 -12,4 -7,6 598 0.5205
MET 72,3 -14,7 -11,1 602 0.575
PRO 88,6 -0,7 3,4 350 0.3902
TYR 78,4 -12,1 -9 602 0.4272
TRP 93,1 -2,9 1,4 350 0.2582
PRO 200* 34,2 0,9 11,1 350 3.1127
TRP 100* 72,1 -10,4 4,3 350 1.1678

*Para el PRO200, se us6 200 microlitros de mezcla de reaccion en crudo, en cambio, para el PRO, se
usé 20 microlitros. Para el TRP100, se usé 100 microlitros de mezcla de reaccion en crudo, en

cambio, para el TRP, se us6é 20 microlitros.

La FIGURA 19A-C muestra el anélisis de la HPLC de los productos de reaccion del zumo del fruto
de la Genipa americana con diferentes aminoacidos, categorizados segun el aminoacido. La
FIGURA 19A-C muestra, para cada aminoacido, los espectros de la HPLC de los productos de
reaccion del zumo del fruto de la Genipa americana con el aminodcido usando un método del
Ejemplo 6; una vision ampliada de la region de la HPLC donde se identifica un polimero; y unos

espectros UV-vis de la sefial seleccionada.

Los productos de reaccion de los aminoacidos LYS, VAL, MET y PRO y el zumo del fruto de la
Genipa americana tienen tiempos de retencion en un rango de 10,3 minutos (10,3 minutos + 5 %).
Este tiempo de retencion es similar al tiempo de retencion observado en el polimero derivado del
zumo del fruto de la Genipa americana con la glicina, no obstante, las sefiales de los productos de la
reaccion del zumo del fruto de la Genipa americana con los aminoacidos LYS, VAL, MET y PRO
fueron més complejas que las sefiales observadas en los productos de la reaccion entre el zumo del
fruto de la Genipa americana con la glicina (consultar FIGURA 19A-B). Sin regirse por la teoria,
estos resultados podrian indicar la formacién de un mayor nuimero de componentes o cadenas de

polimeros de diferentes tamafios con el uso de los aminoacidos LYS, VAL, MET, y PRO.

La reaccion del zumo del fruto de la Genipa americana con la tirosina o el triptéfano no formo
productos con un tiempo de retencion dentro del rango de 10.3 minutos (es decir, 10,3 minutos +
5 %). La longitud de onda de absorcion méaxima (Ay.x) de estos productos superaba los 600 nm (ver

FIGURA 19C).



La FIGURA 20 muestras las estabilidades (expresadas en semividas) de los productos de reaccion de
los diferentes aminoacidos con el zumo del fruto de la Genipa americana en una solucién

amortiguadora a pH 3,0 con una radiacion UV a 254 nm.

La reaccion del zumo del fruto de la Genipa americana con diferentes aminoacidos origind productos
de diferente color: azul (GLY y LYS), verde azulado (VAL, MET y TYR), verde (TRP), y negro
(PRO).

El producto formado de la reaccion entre la metionina (MET) con el zumo del fruto de la Genipa
americana tuvo el doble de estabilidad de pH que un producto derivado de glicina (GLY) y zumo del
fruto de la Genipa americana, cuando se sometid a prueba en una soluciéon amortiguadora a pH 3,0

con una radiacion UV a 254 nm por 7,46 horas.

El analisis de la HPLC mostr6 que la reaccion del zumo del fruto de la Genipa americana con la
tirosina (TYR) o el triptofano (TRP) formdé componentes con una polaridad relativamente menor en
comparacion con el polimero derivado de la glicina (GLY) y el zumo del fruto de la Genipa
americana (segun se indico por los mayores tiempos de retencion de los productos de las reacciones

con TYR y TRP en comparacién con la GLY).

Ejemplo 13. Colores producidos por la reaccion de los extractos del mesocarpio de la fruta

Genipa americana con la glicina

Extractos acuosos del mesocarpio del fruto de la Genipa americana

Se prepar6 extractos acuosos del mesocarpio de la fruta Genipa americana con la glicina (es decir, de
la cascara de la fruta). Se utilizd frutas inmaduras, que eran duras y tenian una céascara dura y
uniforme en comparacion con las frutas maduras, que son suaves y tienen una cascara irregular. Se
licud los mesocarpios de los frutos frescos de Genipa americana (es decir, dentro de 1-2 dias después
de la cosecha) (76 g) con 300 mL de agua desionizada. Este zumo se filtro y analizo por medio de
TLC y la HPLC (en un sistema Shimadzu Prominence UFLC junto con un detector de haz de diodos
(DAD, por sus siglas en inglés)) para determinar el contenido de genipina y otros iridoides de
genipina. Para la comparacion, se dejo a temperatura ambiente frutas intactas de la misma edad por
tres dias (fruta no fresca) antes de la extraccion con agua desionizada descrita anteriormente. Ademas,
el zumo resultante fue analizado usando la TLC y la HPLC para determinar el contenido de genipina y
otros iridoides de la genipina. Para la comparacion, se dejo frutas intactas de la misma edad a
temperatura ambiente durante tres dias (fruta no fresca) antes de exprimirla con el agua desionizada
segun se describe anteriormente. El zumo resultante también fue analizado usando la LTC y la HPLC

para determinar el contenido de genipina y otros iridoides de la genipina.



La FIGURA 21A muestra espectros de la HPLC de un extracto acuoso de mesocarpios de frutos
frescos de Genipa americana, que tuvieron un pico con un tiempo de retencion de 19 a 20 minutos, el
cual estaba cerca al tiempo de retencion de la genipina (22 - 23 minutos), con una longitud de onda de

maxima absorcion de 240 nm.

La FIGURA 21B muestra un espectro de la HPLC de un extracto acuoso de mesocarpios de frutas de
Genipa americana de la misma edad que las de la FIGURA 21A, pero que se dejaron a temperatura
ambiente por tres dias (no frescas) antes de realizar el extracto. Los espectros tuvieron picos de

tiempo de retencion de 19 - 20 minutos y 22 - 23 minutos).
Reaccion del extracto acuoso de los mesocarpios (cascara) con la glicina

Un extracto acuoso de mesocarpios (zumo filtrado, 300 mL) preparado como se describid
anteriormente fue mezclado con glicina (450 mg) en un matraz Erlenmeyer de 500 mL.
Posteriormente, se movio la mezcla resultante durante 90 minutos a 4000 rpm y 75 °C en una placa
caliente con un agitador magnético (VELP, Italia). Este método produjo un producto con un color

purpura oscuro.

El producto de reaccion fue filtrado y analizado con la espectrofotometria GENESYS 10S UV-VIS
con software VISIONIite version 2.0. El producto de reaccion crudo fue analizado mediante una
espectroscopia de RMN de 'H y una espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés). La
FIGURA 22 muestra una RMN de 'H del producto purpura obtenido por este método que mezcla el

extracto acuoso con la glicina.
La Tabla 7 muestra algunas sefiales detectadas en la mezcla de colorante ptrpura.

Tabla 7. Seiiales detectadas en la mezcla de colorante purpura analizado

Masa molecular Masa promedio Abundancia
absoluta
A 15375.9 15375.9 [M+H] + 87.09
B 3619.7 3619.7 [M+H] + 72.58
C 2510.9 2510.9 [M+H] + 57.10
D 10512.7 10512.7 [M+H] + 100.00
E 11100.4 11100.4 [M+H] + 60.96
F 4617.0 4617.0 [M+H] + 77.03
G 6276.6 6276.6 [M+H] + 91.86
H 15503.8 15503.8 [M+H] + 61.33
I 2720.1 2720.1 [M+H] + 64.16



J 8447.5 8447.5 [M+H] + 94.78

La deconvolucion realizada en la Tabla 7 muestra la deconvolucion de sefiales de los componentes en

m/z 257,2.

De forma alternativa, se aplicod el método en el extracto acuoso que fue precalentado a 70 °C antes de
afiadir la glicina, el producto obtenido tuvo un color azul. El producto tenia el mismo color azul
obtenido en la mezcla de la genipina y la glicina. La FIGURA 23 muestra una RMN de 'H del

producto azul obtenido por este método que mezcla el extracto acuoso precalentado con la glicina.

Estos resultados muestran que el producto de reaccion del zumo obtenido de los mesocarpios del fruto
de la Genipa americana y la glicina dependia de si el extracto acuoso estaba precalentado antes de
afiadir la glicina. Después del procedimiento en donde la glicina se mezclé con el extracto acuoso (sin
precalentar), el producto formado tuvo un color purpura oscuro. Después del procedimiento en donde
el extracto acuoso se precalent6 a 70 °C antes de afiadir la glicina, el producto formado tuvo un color

azul.
Caracterizacion del precursor de genipina del extracto acuoso de mesocarpios
I. Método de extraccion de agua y liofilizacion

Se cortd frutos frescos inmaduros (dos dias después de la cosecha) de la Genipa americana en cuatro
piezas y se separd los mesocarpios (cascara) de los endocarpios (pulpa) y pericarpios (piel externa).
En la FIGURA 24 se muestra una imagen de la Genipa americana inmadura. Se exprimi6é 360 g de
mesocarpios con 300 mL de agua desionizada en una licuadora y el zumo resultante se filtr6 mediante
aspiracion a través de algodon, y el zumo se liofilizé de forma inmediata toda la noche con un equipo

LABCONCO.

Se extrajo 50 mg del producto liofilizado con 1 mL de CD;OD mediante sonicacion durante 5
minutos y se filtré. La solucién fue analizada mediante una RMN de 'H y "°C a 300 y 75 MHz,

respectivamente, en un Bruker Fourier 300 con supresion de agua.
II. Método de congelacion con nitrogeno liquido

Se exprimié los mesocarpios recién cortados después de congelarlos con nitrégeno liquido y se
extrajo 50 mg del polvo resultante con 1 mL de CD;0OD mediante sonicacion durante 5 minutos y se
filtro, la solucion fue analizada mediante una RMN de 'H y °C a 300 y 75 MHz, respectivamente, en

un Bruker Fourier 300 con supresion de agua.



III. Resultados

Los resultados de la RMN de 'H de los mesocarpios liofilizados y congelados con nitrégeno
mostraron un espectro muy bien resuelto con un patréon similar de huellas de genipina (FIGURA

25A-B)

El extracto de agua de los mesocarpios de la Jagua tuvo un pico de HPLC (240 nm) a los 19 minutos
que desaparecio tras el calentamiento o la extraccion con acetato de etilo. Se esperaba detectar el pico
de genipina a los 21 - 22 minutos. La FIGURA 26A-B muestra los perfiles de la HPLC (240 nm) de

la separacion del agua del extracto de mesocarpios y el solvente de acetato de etilo, respectivamente.

La formacion de genipina del precursor en el mesocarpio de las frutas de Jagua fue espontanea segin
lo determinaron los perfiles de la HPLC de los extractos de agua preparados con frutas mantenidas en
condiciones de ambiente durante varios dias después del analisis presentado en la FIGURA 26A. Se
observo genipina a los 21 - 22 minutos, y se pudo detectar su precursor a los 19 minutos a 240 nm

(FIGURA 27).

La rapida y espontanea formacion de genipina de su precursos enconctrado en los mesocarpios de
Jagua indic6é un cambio estructural (es decir, una formacion del anillo hamiacetal) en el precursor
activado por oxigeno o calor, provocando una division de genipina o enzimas de la molécula del
precursos para liberar la genipina al endocarpio de la fruta. El experimento de RMN de 'H para el

extracto de agua del mesocarpio no muestra un proton de aldehido (12 ppm), consulte la FIGURA 28.

Se detectd dos ejemplares a 5,1 y 4,7 pm y sefiales de carbon a 100 y 70 - 80 ppm, los que no
estuvieron presentes en la genipina y son caracteristicos de los protones anoméricos y de las porciones

de carbohidratos en los azucares, admitiendo que el precursor fue un glicosido de genipina.
Datos del espectro de (+)- Geniposida:

RMN de 'H: (300 MHz, CD;0D): 87,53 (s, 1H), & 5,81 (s,1H), 95,17 (d,J = 7,6 1H), 34,73 (d,J = 7.8
Hz,1H), 84,33 (d,J = 14,6 Hz, 1H), 84,20(d,J = 14,3 Hz, 1H), 63,83 (d,J=11,7 Hz, 1H), 63,72 (s,
3H), 03,66 (dd,j = 12,2; 5,7 = Hz, 1H), 83,39 - 3,42 (m, 1H), 83,15 - 3,28 (m,3H), 82,83 (dd,16,5; 8,4
Hz, 1H),d 2,53 (dd,J = 7,95; 15,75 Hz, 1H), 82,05 - 2,14 (m, 1H)

RMN de "C: (75 MHz, CD;0OD): 8168,71; 152,23; 142,98; 127,37; 111,15; 98,90; 96,99; 76,82,
76,34; 73,39; 71,43; 61,12; 60,00; 50,77; 45,58; 38,29; 35,03.

Ejemplo 14. Adicion de Metionina y Glicina al zumo del fruto de la Genipa americana



El zumo del fruto de la Genipa americana fue sometido a reaccion con la metionina y la glicina para
determinar los perfiles de color resultantes. Se afiadié zumo del fruto de la Genipa americana (50 mL)
a una mezcla de 100 mg de metionina y 100 mg de glicina, y la reaccion se mantuvo en 70 °C durante

2 horas.

En un segundo experimento, inicialmente se afiadié zumo del fruto de la Genipa americana (50 mL) a
100 mg de metionina y luego de una hora de reaccion, se afiadié 100 mg de glicina adicionales, y la

reaccion se mantuvo durante una hora mas.

El color resultante de casa una de esas reacciones se midio mediante soluciones acuosas de colorantes
en polvo a 0,015 g/40 mL en una absorcion UV-vis del espectrofotometro GENESYS 10S en un
rango de entre 400 y 700 de longitud de onda para determinar la absorcion maxima y los parametros

CIELab.

Independientemente del orden de la adicion de aminoacidos, el resultado es la formacion de un color
azul oscuro. Una cromatografia de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) mostro la formacion de
polimero, y muestra que el componente principal fue el mismo independientemente del orden de la
adicion de los reactivos y que el color fue el mismo se haya usado metionina o glicina de forma
independiente o una mezcla de metionina y glicina. La TLC mostré una formacion de colorante azul.
Los productos de reaccion fueron analizados mediante espectrofotometria tal como se muestra en la

Tabla 8.

Tabla 8. Parametros CIELab de las reacciones entre el zumo del fruto de la Genipa americana 'y

mezclas de metionina y glicina y la glicina

Muestra L a b Absorbencia 590 nm
M+G 87 -3.6 -11.2 0.2374
1+2 88.1 -4.2 -10.5 0.221
RN 93 -2.8 -6.2 0.1267

M+G: Reaccion simultanea del zumo del fruto de la Genipa americana con la glicina y la metionina

1+2: Reaccion de la metionina con el zumo del fruto de la Genipa americana seguida por glicina.

RN: Reaccion del zumo del fruto de la Genipa americana con la glicina.




El tiempo de retencion en la cromatografia HPLC del polimero que se identifico en la mayoria de la
mezcla del zumo del fruto de la Genipa americana y el aminoacido y fue el mismo que el colorante
producido mediante la reaccion entre la glicina y el zumo del fruto de la Genipa americana
unicamente. La absorcion maxima fue 590 nm. La glicina y la metionina enriquecieron de manera
simultanea al zumo del fruto de la Genipa americana. Los cromatogramas obtenidos mediante las
reacciones entre el zumo del fruto de la Genipa americana y los aminoacidos glicina y metionina, asi

como la glicina de manera independiente se muestran en la FIGURA 31.



