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EXTRACAO DE GENIPINA A PARTIR DO JENIPAPO (Genipa americana
Linnaeus) PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS!

Autor: Anelise Stein Bellé

Orientador: Plinho Francisco Hertz

RESUMO

O consumo e a utilizacdo de produtos naturais, tanto para a alimentacdo quanto
para utilizacdo industrial é cada vez mais frequente. Assim, este trabalho teve como
objetivo principal extrair um iridoide natural a partir do jenipapo, a genipina, a fim de
emprega-la como agente de ativacdo em suportes de quitosana para imobilizacdo de
enzimas. Ja que, dentre os agentes conhecidos este € 0 menos toxico para este tipo de
aplicacdo. Adicionalmente, foi iniciado um estudo para a construcdo de uma lactase
recombinante visando a sua imobilizacdo e sintese de prebidticos. Inicialmente, o
jenipapo (Genipa americana L.), que pode possuir até 3 % de genipina disponivel em
seu fruto, foi submetido a diferentes condi¢cdes de extracdo enzimatica em um sistema
aquoso bifasico (SAB). Com o intuito de compara-la com seu possivel substituinte, o
glutaraldeido, géis de quitosana foram produzidos e reticulados tanto com genipina
quanto com glutaraldeido para avaliacdo das suas propriedades texturais e reoldgicas.
Apos, duas B-galactosidases modelos, de Kluyveromyces lactis e de Aspergillus oryzae,
foram imobilizadas nos suportes de quitosana preparados a fim de avaliar a capacidade
catalitica das enzimas imobilizadas. O tratamento com a enzima comercial Celluclast a
10 % (v/v), a 36 °C e pH 3,7, promoveu a obtenc¢do de 196 mg de genipina por grama de
jenipapo — a maior concentracdo descrita na literatura. Quanto aos géis de quitosana
reticulados, a utilizacdo de 0,5 % de genipina (m/v) resultou em géis com propriedades
texturais superiores e propriedades reoldgicas similares aos geéis reticulados com 3 % de
glutaraldeido (v/v). No geral, a hidrélise da lactose com a p-galactosidase de K. lactis
imobilizada em quitosana ativada com 0,5 % de genipina (m/v) foi superior ao grau de
hidrélise alcangada com as -galactosidases imobilizadas em quitosana ativada com 3 %
de glutaraldeido (v/v) (87 % e 9 %, respectivamente). Assim, a genipina extraida

mostrou ser uma excelente substituta do glutaraldeido na ativacdo da quitosana e para

Dissertacio de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (Area de
Bioquimica), Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.



utilizagdo na imobilizagdo de enzimas. Por fim, foi realizado o estudo para obtengéo de

uma B-galactosidase recombinante visando a sintese de galacto-oligossacarideos (GOS).

Palavras-chave: genipina, jenipapo, glutaraldeido, propriedades texturais e reoldgicas,
imobilizacdo de enzimas.



EXTRACTION OF GENIPIN FROM GENIPAP (Genipa americana Linnaeus)
FOR ENZYMES IMMOBILIZATION?

Author: Anelise Stein Bellé

Advisor: Plinho Francisco Hertz
ABSTRACT

The consumption and use of natural products, both for food or for industrial use is
increasingly common. Thus, the main objective of this work was to extract a natural
iridoid from genipap, genipin, in order to use it as an crosslinking agent in chitosan
supports for immobilization of enzymes. Since, among the known agents, it is the least
toxic for this type of application. In addition, a study was started for a construction of a
recombinant lactase aiming at its immobilization and synthesis of prebiotics. Initially,
which may have up to 3% genipin available in its fruit, was submitted to different
enzyme-assisted extractions in an aqueous biphasic system (ABS). Moreover, in order
to compare it with its possible substituent, glutaraldehyde, chitosan gels were prepared
and crosslinked with genipin and glutaraldehyde for evaluation of their textural and
rheological properties. Lastly, the crosslinked chitosan was used as support for the
immobilization of two model B-galactosidases from Kluyveromyces lactis and
Aspergillus oryzae, in order to evaluate their catalytic capacities. The treatment carried
out with Celluclast 10 % (v/v), at 36 °C and pH 3.7, provided an extraction of 196 mg of
genipin per gram of genipap - the highest genipin concentration found in literature until
now. Chitosan gels crosslinked with genipin 0.5 % (w/v) showed better textural and
similar rheological properties when compared to the chitosan crosslinked with
glutaraldehyde 3 % (v/v). In general, the percentage of lactose hydrolysis by the [-
galactosidases from K. lactis immobilized using genipin as a crosslinker was higher
than when glutaraldehyde was used (87 % and 9 %, respectively). Therefore, genipin
proves to be an excellent alternative for the use of glutaraldehyde in chitosan
crosslinking studies. Finally, a study was carried out to obtain a recombinant (-

galactosidase for the synthesis of galactooligosaccharides (GOS).

Keywords: genipin, genipap, glutaraldehyde, textural and rheological characteristics,

enzyme immobilization.

?Master of Science dissertation on Food Science and Technology (Area of
Biochemistry), Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.



LISTA DE ABREVIATURAS

ABS - Aqueous Biphasic System (sistema aquoso bifasico)

BAG - Bancos Ativos de Germoplasma

CLEGs - Crosslinking Enzyme Crystals

CLEAs - Crosslinking Enzyme Aggregates

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic Acid (acido etilenodiaminotetracético)
FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
FDA - Food and Drug Administration
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G’’ - modulo viscoso

G* - mddulo de cisalhamento complexo
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GRAS - Generally Recognized as Safe

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (cromatografia liquida de alta

performance)

INVIMA - Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
IPTG - Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (isopropil-B-D-galactosideo)
JECFA - Joint Expert Committee on Food Additives
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MEP - methylerythritol 4-phosphate (2-metil-D-eritriol-4-fosfato)

MS - Mass Spectrometry (espectrometria de massa)

MVA - mevalonate (acido meval6nico)

ONPG - orto-phnil-B-galactopiranoside (orto-fenil-p-galactopiranosideo)

pb - pares de bases



PCR - Polymerase Chain Reaction (reagédo em cadeia da polimerase)
SAB - Sistema Aquoso Bifasico

SOC - Super Optimal Proth (caldo super ideal)

TPA - Textural Profile Analysis (analise do perfil da textura)

UCP - Uncoupling Protein (proteinas desacopladoras, localizadas na membrana interna
das mitocondrias)

UV - Ultraviolet radiation (radiacdo ultravioleta)

WHO - World Health Organization
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

A humanidade tem se beneficiado da acdo de enzimas ha muitos séculos, mais
precisamente, desde 5.000 a.C., quando os primeiros queijos, vinhos e derivados de leite
eram produzidos através da fermentacdo. Apos isto, em 4.000 a.C., evidéncias apontam
que os egipcios ja formulavam uma bebida fermentada que chamamos hoje de cerveja,
obtida a partir da fermentagdo da cevada, que também era utilizada naquela época como
fonte de leveduras para a panificacdo (Ward 1991). Em 2.000 a.C., por oxidacéo
microbioldgica se produzia o vinagre. Logo depois, em 1930, iniciou-se a utilizacdo de
pectinases para clarificacdo de sucos. Ja, durante a Segunda Guerra Mundial, outra
aplicacdo podia ser visualizada, a industria agucareira comecava a utilizar invertases a
fim de produzir o agucar invertido, conhecido por apresentar um maior poder adogante
do que a sacarose e ndo sofrer cristalizacao (Aider et al. 2007). Mais tarde, em 1980, foi
desenvolvida a producdo de bioetanol a partir da fermentacdo de biomassas e,
atualmente, essas e muitas outras enzimas sdo empregadas em diferentes industrias

mundialmente (Yang et al. 2014).

As industrias que mais utilizam enzimas para producdo e processamento de
produtos sdo as industrias farmacéutica, de combustiveis, mas principalmente a
indUstria de alimentos. Este mercado de food enzymes, nos anos de 2016 a 2021, projeta
arrecadar cerca de 2,94 bilhGes de dodlares, crescimento este devido a um maior
interesse, tanto da inddstria como dos consumidores, com relagdo ao uso de enzimas em
processos para 0 beneficio da salde e da qualidade nutricional dos alimentos.
Atualmente, o maior mercado de aplicacdo de enzimas voltadas para alimentos esta
localizado no Norte da América (45 %), seguido pela Europa (25 %), Asia/Pacifico (18

%) e América Latina e outros continentes (12 %) (Markets 2016).

Diferentes enzimas comerciais sdo encontradas e utilizadas por diversas
industrias, sejam elas produzidas por microrganismos alterados geneticamente, atraves
de ferramentas de biologia molecular, ou ndo. As ja utilizadas industrialmente s&o
fortemente empregadas na forma livre (soltivel) em bioprocessos, porém, as vantagens
acarretadas pela utilizacdo de biocatalisadores imobilizados s&o relevantes e néo
deveriam ser uma hipotese descartada (Dicosimo, Robert; McAuliffe & Bohlmannb
2013). Apos a imobilizagdo, as enzimas tornam-se coadjuvantes de tecnologia ainda
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mais Uteis, pois podem ter seu poder catalitico aumentado, podem ser facilmente
separadas do meio reacional e, ainda, serem reutilizadas (Tischer & Kasche 1999). A
utilizacdo de algumas enzimas imobilizadas, como as B-galactosidases, tem se tornado
cada vez mais frequente em pesquisas cientificas. Além disso, diversos materiais sdo
conhecidos como bons constituintes para o desenvolvimento de suportes para a
imobilizagéo de enzimas, sendo que os biomateriais tém se destacado como alternativas
mais sustentaveis. O biopolimero quitosana, por exemplo, oriundo da desacetilacdo da
quitina, se destaca por possuir alta afinidade por proteinas, exibir propriedades
antimicrobianas, apresentar grupos funcionais que podem tanto adsorver enzimas como
reagir com agentes de ativagdo, entre outros. Por outro lado, 0 uso somente da quitosana
para imobilizacdo de enzimas é restrita, devido a sua baixa resisténcia mecanica. Porém,
quando utilizada em conjunto com agentes reticulantes, a quitosana tem sua estrutura
“aperfeicoada”, formando redes de maior estabilidade. Entre os agentes reticulantes, o
mais conhecido e amplamente utilizado é o glutaraldeido. No entanto, essa substancia
deve ser evitada por apresentar efeitos citotoxicos, podendo ser substituida por outros

agentes reticulantes, como a genipina.

1.1 JUSTIFICATIVA

Este trabalho tem como objetivo atingir industrias de alimentos que buscam
conceitos de green technology/environmentally friendly tanto para agregar a empresa
uma politica ambiental honesta quanto para beneficiar colaboradores e consumidores
finais, que entram diretamente em contato com os reagentes de diferentes processos e
com o produto final. Além disso, tem-se como objetivo a obtencdo de uma enzima
recombinante que beneficie a indlstria por apresentar alta eficiéncia para producgédo de

ingredientes prebidticos (galacto-oligossacarideos).

Apesar de a imobilizacdo de enzimas ser uma tecnologia que muitas vezes
necessita de adequacdo nas instalagdes industriais, 0 que ndo é bem visto por alguns
investidores, uma crescente pressdo da sociedade e adequacdo dos governos, através de
incentivos fiscais, estimula a substituicdo de métodos que colocam em risco 0 meio
ambiente e 0s seres humanos por processos mais amenos e reutilizaveis. Sendo assim,
o0s estudos conduzidos neste trabalho tiveram a importancia de ndo sO descrever uma
metodologia eficaz para extrag@o de genipina (produto de relativo alto custo), produzida

através de técnicas praticas e de baixo custo, mas, ainda, de fornecer informacoes
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relevantes, como a possibilidade de substituir um agente de ativagdo tdxico por um

natural, para aplicacdo na imobilizagdo de enzimas.

1.2 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho teve como objetivo geral desenvolver uma metodologia
sustentavel e de baixo custo para obtencdo de genipina como agente de ativacdo em
substituicdo ao glutaraldeido para uso na imobilizacdo de enzimas. Desta forma, séo

ressaltados como objetivos especificos:

— Determinar as atividades totais de pectinase, celulase e B-glicosidase de quatro

enzimas comerciais a serem utilizadas para a extracdo de genipina;

— Avaliar o potencial do jenipapo (Genipa americana L.) como fonte vegetal para a
extracdo da genipina em um sistema aquoso bifasico (SAB) formado por acetato

de etila e tampdo e acdo enzimatica;

— Avaliar a eficiéncia da extracdo de genipina em diferentes condi¢es, através da
variacdo da concentracdo das enzimas comerciais aplicadas e do tempo, bem

como avaliar o efeito do pH e da temperatura do sistema;
— ldentificar e comparar os compostos obtidos em diferentes extracfes de genipina;

— Avaliar as propriedades texturais e reoldgicas de géis de quitosana reticulados

com a genipina extraida e com glutaraldeido;

— Avaliar a estabilidade de duas p-galactosidases modelos na presenca de lactose
para ambos os suportes, utilizando esferas de quitosana ativadas tanto com

genipina quanto com glutaraldeido;

— Estudar uma lactase recombinante visando a sintese de prebi6ticos

(galactooligossacarideos).

Este trabalho encontra-se organizado na configuracéo de capitulos. No Capitulo 1
foram apresentadas a introducéo, a justificativa e os objetivos do estudo. No Capitulo 2,
uma revisdo bibliogréfica abordando os principais pontos do tema proposto €
apresentada. No Capitulo 3, a metodologia empregada para obtencdo da genipina e sua
comparacdo com glutaraldeido esta exposta em forma de fluxograma. No Capitulo 4 séo
apresentados os resultados obtidos na avaliacdo da genipina e no Capitulo 5 uma revisédo

sobre a genipina, ambos em forma de artigo cientifico, e, por fim, no Capitulo 6, estdo
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as consideracOes finais dos estudos. No item Concluséo os resultados mais relevantes
estdo destacados. Com relagdo aos experimentos e resultados atingidos no estudo do
desenvolvimento da B-galactosidase recombinante, ambos estdo apresentados de forma

detalhada nos Apéndices B e D.



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENIPINA

A genipina foi descoberta em 1960 por Djerassi e colaboradores. E um composto
organico, pertencente a superclasse dos lipideos, e conhecida como a aglicona do
geniposideo. A diferenca estrutural do geniposideo em comparagdo com a genipina €
encontrada no carbono 1 do hexano, onde o primeiro apresenta uma glicose e o segundo
uma hidroxila, respectivamente (Figura 1). Com férmula molecular C11H1405 e massa
molar igual a 226,23 g.mol™, a genipina possui ponto de fusdo entre 120 °C e 121 °C e
absorcéo no espectro ultravioleta em aproximadamente 240 nm (Carrillo-Ocampo et al.
2013; Djerassi et al. 1960).

@) (b) O._ _OCH,
-
~
HO H

Figura 1. Estrutura do geniposideo (a) e da genipina (b). Fonte: adaptado de Wang et al.
(2015).

A genipina apresenta estabilidade entre os pHs 4 e 9 e 6tima solubilizagdo em
solventes, principalmente em etanol, éter dietilico e propilenoglicol. Apesar de ser uma
substancia mais hidrofébica que o geniposideo, ela ainda possui capacidade de se
solubilizar em meios aquosos, até aproximadamente 2 mg.mL™ (da Silva et al. 1998;
Abreu 2008).

2.1.1 Rota biossintética da genipina

A genipina é um iridoide, pertencente a classe dos monoterpenos. Os iridoides sdo
produzidos em plantas e sintetizados a partir do monoterpeno geraniol, o qual pode ser
obtido através de duas vias biossintéticas, a via do acido meval6nico (mevalonate,
MVA) e a via do 2-metil-D-eritriol-4-fosfato (methylerythritol 4-phosphate, MEP)
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(Dewick 1997; Liu & Lou 2007). Na Figura 2 podem ser visualizados os intermediarios
reacionais da biossintese de iridoides presentes na Gardenia jasminoides, umas das

possiveis fontes de extracdo da genipina.

MWVA ;.
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0 O O OH COOH 0 _0
= N %
0 — -— -— =
O = O % O
HO OGl : 0OGh i ) A _ .
HO ! HO” OGH OGli
geniposideo acido geniposideo acido desoxiloginico tarenosideo boschnalosideo

Figura 2. Intermediérios reacionais da biossintese de iridoides presentes na Gardenia
jasminoides. Fonte: adaptado de von Poser (1997), de Dewick (1997) e de Sampaio-Santos &
Kaplan (2001).

A rota inicia-se através de reacdes de oxidacdo e hidroxilacdo, na qual uma nova
ligagdo carbono-carbono (adicdo nucleofilica de Michael) ocorre propiciando a
ciclizacdo do geraniol e a formacdo do nucleo do iridoide (Sampaio-Santos & Kaplan
2001; Simdes et al. 2004). Através da oxidacdo do C*1 do iridotrial, origina-se a
aglicona do acido a-desoxiloganico. Este &cido, por sua vez, sofre uma glicosilacao,
formando o &cido a-desoxiloganico, conhecido como o percursor de iridoides de
estereoquimica 8o (C'0 com conformagio o) (Jensen 1991), que possui como
intermediarios o boschalosideo e o tarenosideo. Entdo, na sequéncia, serdo formados o
acido geniposidico e 0 geniposideo (Uesato et al. 1984). Ja a genipina, serd formada

apos a metilacéo e a deglicosilacdo do &cido geniposidico (Inouye et al. 1969).

A estrutura basica dos iridoides, composta basicamente por um sistema de anel de

ciclopentanodihidropirano (Sampaio-Santos & Kaplan 2001), é mostrada na Figura 3.
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11

Figura 3. Estrutura geral dos iridoides. Fonte: adaptado de Sampaio-Santos & Kaplan
(2001).

2.1.2 Fontes de extracéo da genipina

A genipina pode ser extraida de diferentes fontes vegetais. A relagdo dessas
espécies e 0 segmento da planta onde ja foram identificados a genipina ou o geniposideo

estdo na Tabela 1.
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Tabela 1. Possiveis fontes vegetais para a extracdo de genipina/geniposideo.

- - - Distribuigdo o .
Espécie Familia Imagens da espécie geografica Localizacdo  Referéncia
Gardenia ) (Ramos-de-la-
jasminoides Rubiaceae Asia Fruto e flores Pefia et al.
Ellis 2016)

América (Renhe et al.

Endocarpo e

Genipa Rubiaceae Central e mesocarno de 2009; Bentes
americana L. América do frutos vee des & Mercadante
Sul 2014)
Tocoyena Rubiaceae . Américas  Caule e folhas (Coelho et al.
formosa 2006)
(Hamerski et
Randia Rubiaceae Asia Caule al. 2003;
spinosa Singh et al.
2010)
. Burkina (Kouam et al.
E/I?Jrl]m‘:g:tm Rubiaceae Faso Eﬂ!{g@s’ flores e2013; Traoré
(Africa) et al. 2008)
Eucommia Eucommiacea ¥ China Casca (Li et al.
ulmoides e 2015)
Castilleja OrobanchaceaQ> i América do Flores g:zrr:“g-et al
tenuiflora e Norte P '
2013)
Bellardia  Orobanchacea Reglgo d? (Venditti et al.
; Mediterrane Flores
trixago e o 2013)
(Drewes et al.
Apodytes : Africa do 1996;
dimidiata Icacinaceae Sul Casca Kayonga
1996)

Fonte: elaborado pela autora.

A patente US 20100196298 A1l (Andre et al. 2010) ainda relata a formagéo de
pigmentos por extratos de plantas da familia Rubiaceae, 0s quais possuem inimeros
iridoides, entre eles o geniposideo. Sdo mencionadas as seguintes espécies, Gardenia
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lucida, Gardenia erubescens, Rothmannia capensis, Rothmannia longiflora,
Rothmannia withfieldii, Adenorandia kalbreyeri e Cremaspora triflora. Segundo artigo
de revisdo de Parmar & Sharma (2000), o iridoide geniposideo também pode ser
encontrado em outras espécies, como na Gardenia augusta, na G. lutea e na G.
sootenpesis. Além disso, diversas espécies de Galium L. sdo citadas como contendo
acido geniposidico em sua composi¢do, como G. palustre, G. odoratum, G. rivale, G.
humifusum, G. schultesii, G. pseudoaristatum, G. octonarium, G. rhodopeum, G.
aegeum, G. lovcense, G. album ssp album, G. album spp pychnotrichum, G. aparine e
G. tricornutum (Mitova et al. 2002).

Além dessas espécies, a patente WO 2013045701 A2 (Hervé & Gwenaélle 2013)
relata a aplicacdo de diferentes extratos vegetais para o tingimento de fibras de
queratina humana para uso cosmeético, onde séo citadas as espécies: Abelia grandiflora,
Adenorandia kalbreyeri, Adina polycephala, Aeginetia indica var. gracilis, Asperula sp,
Asystasia bella, Aucuba japonica, Avicennia marina, Bartsia trixago, Buddleja
americana, Buddleja crispa, Buddleja japonica, Canthium schimperianum, Castilleja
wightii, Chaenorhinum minus, Clerodendrum serratum, Coprosma sp, Cornus
officinalis, Craibiodendron henryi, Cremaspora triflora, Crucianella sp,
Daphniphyllum calycinum, Daphniphyllum humile, Daphniphyllum macropodum,
Eremostachys glabra, Escallonia sp, Eucommia ulmoides, Feretia apodanthera, Galium
humifusum, Galium verum, Gardenia jasminoides, Garrya elliptica, Globularia
dumulosa, Hedyotis corymbosa, Hygrophila difformis, Ixeris chinensis, Lamiastrum
galeobdolon (Lamium galeobdolon), Lamiophlomis rotata (Phlomis rotata), Leonotis
nepetaefolia, Linaria sp, Morinda coreia, Mussaenda pubescens, Nepeta cilicia, Nepeta
nuda ssp. Albiflora, Odeontites verna, Oldenlandia corymbosa, Paederia scandens,
Pedicularis chinensis, Pedicularis condensata, Pedicularis dolichocymba, Penstemon
confertus, Penstemon deutus, Penstemon richardsonii, Penstemon serrulatus,
Pithecoctenium crucigerum, Plantago alpina, Plantago carinata, Plantago lagopus,
Plantago lanceolata, Plantago subulata, Premna barbata, Randia dumetorum,
Rhododendron latoucheae, Rothmannia withfieldii, Rubia peregrina, Rubia tinctorum,
Saprosma scortechinii, Scrophularia korainensis, Scrophularia lepidota, Scrophularia
ningpoensis, Scyphiphora hydrophyllacea, Swida controversa, Syringa vulgaris,
Tarenna kotoensis, Tecoma heptaphylla, Thevetia gaumeri, Thevetia peruviana,

Verbascum laxum, Verbascum nigrum, Verbascum phlomoides, Verbascum salviifolium,
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Verbascum sinuatum, Verbascum thapsus, Verbascum undulatum, Veronica
derwentiana, Vitex nigrum e Wendlandia formosana — todas possiveis fontes de

genipina.

Na maioria dos vegetais, a genipina pode ser encontrada naturalmente. Por
exemplo, no fruto da gardénia, a composi¢do percentual de genipina é de 0,17 %,
enquanto que no jenipapo pode variar de 1 % a 3 % (Djerassi et al. 1960; Ramos-de-la-
Pefia et al. 2016). Por outro lado, o teor de geniposideo disponivel na gardénia é de 4,2
% e para o0 jenipapo verde é de aproximadamente 12 % (Xu et al. 2016; Bentes &
Mercadante 2014).

2.1.3 Técnicas para extragdo da genipina

O estudo de extratos brutos obtidos de plantas inteiricas ou de suas partes, como
caule, folhas, flores e frutos, é de importante cunho para descoberta de novos compostos
e até mesmo para se obter maiores rendimentos de compostos bioativos ja conhecidos.
Quanto a genipina, ela pode ser obtida por meio de diferentes técnicas, que podem ser
empregadas de forma isolada, combinada (conjugada) ou sequenciada. Atualmente, trés
principais possibilidades sdo conhecidas: hidrolise enzimatica, solventes e ultrassom,
abordadas uma a uma neste item. A relagdo das melhores metodologias de extragdo (em
relacdo a concentracdo de genipina) esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2. Melhores metodologias de extracdo de genipina (em relacdo a concentracéo)
encontradas atualmente na literatura partindo diretamente de vegetais.

Fonte Tipo de extracdo Condi¢fes empregadas na extracdo  Concentragdo de Referéncias
vegetal genipina
Gardenia  Agdo enzimética Fermentagdo (Penicillium nigricans, >1,5mg.mL? (Xu et al. 2008)
jasminoides que contém B-glicosidase, ~96 h, 30 (98 % de pureza)
°C, 180 rpm).
Acdo enzimatica Fermetagdo (Trichoderma harzianum 3,6 mg.g* (Dong et al. 2014)
CGMCC 2979, 48 h, 30 °C, pH 6.1, (98 % de pureza)
150 rpm).
Solvente (SAB); Acetato de etila e tampédo (SAB)e 58,83 mg.g*! (Winotapun et al.
Acéo enzimatica aplicacdo de celulases (de (85 % of de 2013)
Aspergillus niger, Sigma®) a 50 °C, pureza)
pH 4 por 24 h.
Solvente Tampao de pH neutro por 5 min. 21,1 mg.g* (Wang et al. 2011)
(pureza nao
mecionada)
Genipa Ultrassom; Agdo Ultrassom (285 W, 24 kHz, 10°C 7,85 mg.g* (Ramos-De-La-
americana enzimaética por 15 min); aplicacéo de (pureza ndo Pefia et al. 2014)
pectinesterases (Novoshape®, mecionada)

enzima comercial de Aspergillus
aculeatus, a 10 °C por 1 h).

Pressdo; Acdo  Aplicacdo de pectinases (Pectinex 34 mg.g? (Ramos-de-la-
enzimatica Ultra SP-L®, enzima comercial de  (tratamento sem Pefia et al. 2015)
Aspergillus aculeatus) combinada  a presenga de
com alta pressdo hidrostatica (130  enzimas)

MPa, a 9 °C por 15 min). (pureza néo
mecionada)
Solvente Eter e hexano. 10 mg.g*t (Djerassi et al.
(pureza nao 1960)
mecionada)
Solvente Maceragdo com cloroférmio; 0,9 mg.g* (Velasquez et al.
destilacdo (rotavapor); acetona (para (pureza ndo 2014)
precipitar a genipina); hexano; mecionada)
refrigeragdo de 41 dias.
Solvente Metanol 80 % (v/v, em agua) a 22 °C 3,4 mg.g* (Bentes &
por 5 min (vortex). (pureza ndo Mercadante 2014)
mecionada)
Eucommia Irradiagdo; Acdo Irradiacdo do extrato aquoso (500 W 1,71 umol.g™ de (Lili Lietal.
ulmoides  enzimatica; por 10 min); aplicacdo de celulases casca 2015)
Solvente; da Imperial Jade Bio-Technology =0,39 mg.g* de
Ultrassom Co. (40 °C e pH 4 por 24 h); Etanol; casca
Ultrassom (250 W por 30 min). (pureza ndo
mecionada)
Apodytes  Solvente Aplicacdo de iclorometano sobre 2,5 140 mg (Drewes et al.
dimidiata kg de casca. = 0,056 mg.g* de 1996; Kayonga
casca 1996)
(pureza ndo
mecionada)

Fonte: elaborado pela autora.
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E relevante ressaltar que protocolos que utilizam diretamente o geniposideo como
fonte de genipina ndo estdo abrangidos nesta dissertagdo, visto que ao partir de um
extrato purificado o rendimento de genipina serd considerado extrapolado para
comparacdo com extracdes partindo diretamente de frutos. Sendo assim, todos o0s
exemplos de extragdes de genipina citados nesta revisdo e neste estudo mencionam

somente rendimentos de extracOes que partem inteiramente de extratos vegetais.

1. 2.1.3.1 Extracdo por acdo enzimatica

A extracdo da genipina por hidrélise enzimatica é feita basicamente por acdo de p-
glicosidases, principalmente quando se utiliza o geniposideo como fonte (Endo &
Taguchi 1973). Porém, a enzima B-glicosidase possui um custo relativamente elevado,
por isso é grande o emprego de celulases flngicas comerciais, que contém f-
glicosidases em seu complexo enzimatico (Winotapun et al. 2013) (Figura 4). Dessa
forma, como a molécula de genipina e de geniposideo diferem somente no C*!, onde a
segunda apresenta uma unidade de glicose e a primeira ndo, a genipina é formada apos a
clivagem e liberacdo da porcdo glicosidica do geniposideo (Ramos-de-la-Pefia et al.
2016).

0 OCH3
0 OCH;
‘\\ - 0
[-glicosidase =
(0] - + Glicose
0
HO 5% o OH
OH HO
HO OH
OH
Geniposideo Genipina

Figura 4. Hidrolise do geniposideo e formacdo da genipina por acdo da B-glicosidase.
Fonte: adaptado de Xu et al. (2015).

Alguns estudos apresentam resultados menores de conversdo de genipina
utilizando enzimas com outras atividades cataliticas semelhantes ao das B-glicosidases,
como € o caso das B-dextranases (1,18 pmol.g™) e das xilanases (1,22 umol.gt) (Lili Li
et al. 2015). J4, quando empregadas outras enzimas sem auxilio de nenhum outro

tratamento, como por exemplo o emprego de p-glicanases, a-glicosidases ou
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amilomaltases, estas ndo apresentam nenhum beneficio significativo na extracdo de
genipina (Cho et al. 2006).

E importe ressaltar que a técnica enzimatica pode ser instavel quando combinada
com técnicas agressivas para as enzimas, o que ocorreu no estudo de Ramos-de-la-Pefia
e colaboradores (2015), os quais relataram que a utilizacdo de pectinases em extragoes
com alta pressdo (130 MPa) podem favorecer a inativacdo da atividade catalitica das
enzimas, em particular das pectinases, neste caso utilizando a enzima comercial
Pectinex Ultra SP-L® (Novozymes). Portanto, a combinacéo de diferentes técnicas com

a acdo enzimatica deve ser estudada caso a caso.

Até o momento, a maior concentracdo de genipina extraida, utilizando a acéo
enzimatica, foi alcancada por Winotapun e colaboradores (2013), totalizando 58,83
mg.g! (85 % de pureza). Concentracio essa obtida a partir da Gardenia jasminoides,
submetida a um tratamento combinado de enzimas e solventes. Na extra¢do, foram
empregadas celulases, as quais atuaram em uma concentracdo de 1 % (m/v) em meio
bifasico contendo acetato de etila e solucdo aquosa (1:1, v/v), por 24 horas, a 50 °C e pH
4. Segundo os pesquisadores, 0 uso de celulases auxilia na extracdo da genipina devido
a acdo simultanea de rompimento das células vegetais e de liberacdo das moléculas de

acucar presentes no geniposideo.

Por outro lado, a maior concentracdo de genipina extraida partindo da Genipa
americana (jenipapo) e empregando enzimas é de 7,85 mg.g*, obtida por Ramos-de-la-
Pefia e colaboradores (2014). O tratamento foi conduzido por acéo ultrassénica a 10 °C
por 15 min seguida de acdo enzimatica empregando pectina metil esterases fungicas.
Segundo os pesquisadores, tanto a baixa temperatura do processo de ultrassom quanto o

tratamento enzimatico evitaram a reticulagdo tipica da genipina com proteinas.

A pectina metil esterase € capaz de hidrolisar ligacGes éster metilicas da pectina,
liberando metanol e acido péctico. Apos, se adicionado um sal de céation bivalente
(como, Ca?*) ha a formacdo de ligagBes cruzadas entre os polimeros de &cido péctico
formados previamente pela enzima (Ni et al. 2005). No caso da extracdo de Ramos-de-
la-Pefia e colaboradores (2014), eles também relatam a formacdo de complexos apos a
adicédo de CaCly, porém entre polissacarideos pécticos e proteinas. Assim, a presenca de
pectina metil esterases pode ser uma estratégia para evitar a presenca de proteinas livres
no meio reacional e, consequentemente, retardar a possibilidade de reticulacdo entre a

genipina e proteinas, uma etapa importante para se obter altos teores de genipina.
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2. 2.1.3.2 Extragdo com solventes

E possivel notar que até o ano de 2011 a maioria das extracdes de geniposideo ou
de genipina eram realizadas somente com solventes (Djerassi et al. 1960; Zhou et al.
2005; Wang et al. 2011). Atualmente, a utilizacdo de solventes combinados com outros
métodos é a mais empregada (Yang et al. 2011; Wang et al. 2012; Winotapun et al.
2013; Dong et al. 2014; Zhu et al. 2014). Além disso, entre 0os métodos combinados, a
extracdo de genipina com solventes mais utilizada € a liquido-liquido em sistema
aquoso bifasico (SAB) (Yang et al. 2011; Winotapun et al. 2013; Zhu et al. 2014; Wan
et al. 2014).

O sistema de duas fases € preferido devido as diferentes polaridades da genipina e
do geniposideo. O geniposideo, por conter uma molécula de glicose em sua estrutura, €
mais polar que a genipina (Zhou et al. 2005). Assim, como a genipina € mais apolar,
garante-se que ao empregar o sistema bifasico ela seja encontrada em maior quantidade

no solvente mais apolar e o geniposideo no solvente mais polar.

Alguns trabalhos utilizam o cloroférmio, porém quando empregado em processos
industriais esse solvente organico requer muitas etapas posteriores de purificacao, que,
segundo Ramos-de-la-Pefia e colaboradores (2014), encarecem e dificultam a obtengéo
do produto final (Yang et al. 2011; Dong et al. 2014). Alternativamente, ha outros
solventes que podem ser utilizados que também sdo capazes de separar 0

geniposideo/genipina de forma eficaz.

Zhu e colaboradores (2014) testaram diferentes solventes para a formacdo de um
sistema bifasico. Neste trabalho, eles formaram o sistema utilizando agua e quatro
possiveis solventes organicos: éter de petroleo, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol,
em uma relacdo 4:1 (v/v). Para isso, quantidades iguais de geniposideo e genipina foram
acrescentadas nestes sistemas a fim de avaliar a capacidade dos solventes de captar
ambos 0s compostos para suas fases. Eles verificaram que, quando os sistemas foram
criados contendo éter de petroleo e cloroférmio, ambos captavam para suas fases altos
teores tanto de genipina quanto de geniposideo, ndo sendo efetivos para separagdo dos
mesmos. J& ao empregar o n-butanol e o acetato de etila, ambos apresentaram similar
teor de genipina em suas fases (aproximadamente 76 %), porém, o sistema contendo
acetato de etila captou maiores teores de geniposideo na fase aquosa do que o
empregado n-butanol (76,5 % e 72,8 %, respectivamente). Como na maioria das

extragcdes, principalmente as de biossintese, a permanéncia do geniposideo na fase
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aquosa é crucial para garantir uma continua hidrolise do mesmo e producéo de genipina,
e devido ao acetato de etila também promover a permanéncia da genipina em sua fase,

cada vez mais trabalhos tém utilizado este solvente para a sua obtencao.

A extracdo com solventes mais eficiente para obtencdo de genipina, atualmente
conhecida, foi alcangada por Winotapun e colaboradores (2013), empregando a
Gardenia jasminoides em um sistema biféasico formado por tampéo e acetato de etila;
extracdo essa também destacada no item 2.1.3.1 (“Extracdo por acdo enzimatica”).
Enquanto isso, a mais alta concentracdo de genipina extraida utilizando somente
solventes a partir da gardénia foi de 21,1 mg.g™, realizada em tampdo de pH neutro
(Wang e colaboradores 2011). A partir do jenipapo, a melhor concentracdo de genipina
extraida foi de 10 mg.g*, obtido por Djerassi e colaboradores (1960), empregando éter e

hexano.

3. 2.1.3.3 Extracdo com ultrassom

Algumas técnicas de extracdo de genipina estdo associadas ao uso do ultrassom
(Ramos-de-la-Pefia et al. 2014; Li et al. 2015; Ramos-de-la-Pefia et al. 2015). O sistema
¢ baseado na transformacdo da energia elétrica em energia mecéanica, no qual
transdutores ultrassénicos provocam vibragdes mecanicas em diferentes frequéncias
capazes de se propagar com o material que estiver em contato. Através de sua
utilizacdo, ondas ultrassénicas sdo criadas propiciando o rompimento de células e a
formacdo de cavitagbes na parte interna do material empregado (Chemat et al. 2011).
Dessa forma, o acesso aos componentes do material é facilitado e vantagens como

menor tempo de extragdo e maior rendimento s&o visualizadas (Melecchi et al. 2006).

A maior concentracdo de genipina extraida com o uso de ondas ultrassénicas foi
realizada por Ramos-De-La-Pefia e colaboradores (2014), a partir do jenipapo,
aplicando o ultrassom nas condigdes de 285 W, 24 kHz, 10 °C por 15 minutos e seguido
da acdo de pectina metil esterases. Enquanto que para a espécie Gardenia jasminoides a
técnica ainda nédo foi aplicada para obtencdo de genipina partindo diretamente do seu

fruto.

2.1.4 Mecanismo de reagdo da genipina com aminas primarias

A genipina é bastante reativa frente a grupamentos amino, no qual dois possiveis

mecanismos de reacdo sdo propostos na literatura (Figura 5).
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Figura 5. Possiveis reagfes da genipina com grupamentos amino. Fonte: Adaptado de
Butler et al. (2003) por Bispo (2009).

No Esquema da reacdo 1, através de um ataque nucleofilico no C1 da genipina,
ocorre a ligacdo do grupamento amino ao grupamento éster da genipina. Assim, ha a
formacdo de uma amida e um composto metilico é liberado. Na segunda proposta
(Esquema da reacdo 2), o mecanismo de reacdo de reticulacdo do grupamento amino
inicia-se pelo ataque nucleofilico do mesmo ao C-3 da genipina. Esse ataque gera uma
abertura no anel di-hidropiranico da genipina e a consequente formacdo de um
grupamento aldeido intermediario na molécula. O grupamento aldeido intermediario,
por sua vez, reage com a amina secundaria recém formada, gerando um novo composto
heterociclico (Butler et al. 2003; Kuo & Lin 2006).

2.1.5 Aplicacbes da genipina

A genipina possui ampla faixa de aplicagdo. Ndo s6 é reconhecida como um
agente reticulante, utilizado para imobilizar enzimas e quantificar aminoacidos, por

exemplo, como é empregada para fins medicinais e tambem de coloracéo.

4. 2.1.5.1 Genipina como agente de ativacao natural

Na industria bioquimica e na area médica, a genipina é conhecida como um

agente de ativacdo natural capaz de associar-se covalentemente a diferentes materiais
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(como quitosana, gelatina, coladgeno, caseina e etc.) (Muzzarelli 2009; Lin et al. 2013;
Chen & Yao 2011; Silva et al. 2008; Sundararaghavan et al. 2008; Song et al. 2009). A
adicdo desses agentes é denominada de ativacdo (ou reticulacdo) e tem como intuito
aumentar a estabilidade quimica e fisica do material empregado. Além disso, a genipina
agrega ao material a possibilidade de reagOes bifuncionais (Mendes, De Castro, et al.
2011; Li & Bai 2005). Devido a essas propriedades, a de reticular e a de ativar o
material para reagir, pode ser utilizada com diferentes finalidades, como para imobilizar
enzimas, para quantificar aminoacidos, para encapsular substancias, para estabilizar
emulsBes Oleo-agua, para conferir estabilidade hidrotérmica ao couro, para liberagao
gradativa de farmacos em regides especificas, na constituicdo de préteses, como
bioadesivo, no tratamento de ferimentos cutaneos e como possivel substituto de stents
metalicos (Peng et al. 2014; Ramos-Ponce et al. 2010; Chen et al. 2009; da Silva 2008;
Sung et al. 1999).

No caso especifico da quitosana, a adicdo de pequenas quantidades de genipina a
alguns desses materiais pode aumentar significativamente a elasticidade do produto e
sua resisténcia em meios acidos (Peng et al. 2014). O aumento da estabilidade ocorre
devido a reacdo formar ligagdes resistentes (ligacdes covalentes) entre os materiais. Na
Figura 6 pode ser observada a reticulagdo da genipina com a quitosana, onde ha o
ataque nucleofilico do grupo amino da quitosana a carbonila da genipina (C1), o que
forma uma ligacdo amida estavel. Em seguida, ha a substituicdo do oxigénio da
estrutura ciclica da genipina por um nitrogénio da quitosana e assim estarao reticuladas
(Mendes, de Oliveira, et al. 2011).
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Figura 6. Mecanismo de reticulagéo da quitosana com genipina. Fonte: Xu et al. (2015).
Diversas evidéncias relatam a adi¢cdo da caracteristica de estabilidade aos
materiais reticulados com a genipina. Na area biomédica, uma quantidade maior de
estudos relatam o uso da genipina como agente de ativacdo para aumento da
estabilidade. Resultados encontrados por McGann e colaboradores (2016) indicam que
essa maior flexibilidade conferida pela genipina também pode ser visualizada no seu
emprego em cartilagens, com a finalidade de aumentar suas propriedades de resisténcia
a degradacdo quimica e ao desgaste mecanico. Os resultados indicaram que o uso da
genipina reduziu significativamente a taxa de degradacdo do colageno devido a um
menor desgaste mecanico da cartilagem. Quando reticulado com genipina, o material
apresentou uma rigidez aproximadamente 159 % superior do que quando comparada
com o controle, ap6s 6 horas de tratamento. Kirking e colaboradores (2014) estudaram
algo semelhante. Eles mostraram o ganho de resisténcia em materiais reticulados com
genipina. Neste estudo a reticulacdo da genipina com a parte lamelar de uma estrutura
Ossea apresentou um aumento da resisténcia 6ssea 59 % superior ao controle. Ambos 0s
trabalhos sugerem que a reticulagdo, tanto com o colageno quanto com a lamela dssea,
possa ser um tratamento preventivo promissor para retardar a progressdo de
degeneracgdes, como ocorre em traumatismos articulares (osteoartrite). Outra aplicagédo

comprovada na area biomédica foi realizada por Sung e colaboradores (2001), através
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de um experimento que avaliava a fixacdo da genipina e do glutaraldeido a um tecido
biologico estéril e liofilizado. Neste estudo, a reticulacdo foi avaliada através da
concentracdo de grupamentos amino livres no sistema por até 6 meses. Nesse periodo, a
genipina mostrou ser um melhor agente, ja que a presenca de grupamentos amino livres
no sistema com glutaraldeido chegou a atingir aproximadamente 6 moles de NH> por
mol de colageno, enquanto que na reticulacdo da genipina apenas 3 moles foram
detectados. Logo, a genipina possui uma capacidade de fixacdo a grupamentos aminos
cerca de duas vezes superior que o glutaraldeido. Segundo eles, essa variacdo ocorre
devido as diferencas estruturais conferidas pelos diferentes agentes de ativagdo no
momento do crosslinking (também conhecido como ativacao/reticulacao).

2.1.5.2 Outras aplicacGes da genipina

2.1.5.2.1 Genipina como corante

A genipina também pode ser uma possivel fonte de corante, tanto para ser
utilizada no tingimento de pecas da industria téxtil quanto para coloracdo de produtos de
alimenticios (Damasceno & Francisco 2010). Apesar de ser utilizada na Asia como
corante alimenticio (Akao et al. 1995), ainda ndo é reconhecida atualmente pelo 6rgéo
FDA (Food and Drug Administration).

No ano de 2014, o questionamento do uso da “Gardenia yellow” (extrato da
Gardenia jasminoides Ellis com alto teor de crocetina e crocina) e consequentemente da
genipina foi avaliado pelo comité de peritos em aditivos alimentares (JECFA, Joint
Expert Committee on Food Additives) do Codex Alimentarius pela primeira vez. Os
peritos relataram que o p6 obtido da gardénia, submetido a indagacdo, ainda nao teria
sido submetido a um teste toxicoldgico ou carcinogénico de longo prazo, representativo
e reconhecido internacionalmente, e, por essa razdo, ainda nao poderia ser aprovado.
Segundo eles, para a aprovacdo desse produto algumas especificagdes ainda devem ser
estabelecidas. Entre elas estdo a necessidade de informagdes sobre seu processo de
fabricacdo (incluindo etapas de purificacdo, avaliacdo de perdas na secagem, métodos
de andlise), dados analiticos sobre a composicdo dessa substéncia (incluindo a
guantidade total de matéria corante), dados analiticos dos compostos relevantes para a
atividade biologica conhecida, tais como o geniposideo e a genipina, dados analiticos

de, pelo menos, cinco lotes diferentes de materiais comerciais que suportem essas
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especificacOes e, por fim, dados sobre a estabilidade dos componentes em questdo

testados em alimentos.

Em seguida, em marco de 2015, a Colémbia redigiu ao JECFA uma solicitacédo
para produzir o “Extracto de jagua (Genipa americana)”. A empresa ECOFLORA
CARES S.A.S pretende fabricar o extrato e tem como intuito utiliza-lo na industria
alimenticia como corante azul. A empresa ainda sugere a aplicagdo de 100 mg a 300 mg
do extrato para um quilograma de produto. Segundo o solicitante, a inclusdo do extrato
é pertinente, visto que na Colémbia a utilizacdo da preparacdo ja é autorizada pelas suas
autoridades sanitérias (Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos,
INVIMA) desde marco de 2014, a qual foi ja avaliada pelo Comité Especializado de

Alimentos y Bebidas do pais.

O corante é obtido a partir da genipina, apesar de a mesma ser incolor ou
amarelada quando isolada, quando reage com grupamentos amino se torna uma possivel
fonte de pigmento, que pode variar entre os tons violeta e o azul-escuro (Touyama et al.
1994; Ono et al. 2007). O primeiro uso da genipina como corante foi visualizado pelos
indios. Segundo descrito no livro “Brasil, amor a primeira vista!: viagem ambiental no
Brasil do século XVI ao XXI” por Marcondes (2005), Hans Staden publicou um livro em
1557, intitulado “Hans Staden: The True Story of His Captivity, 1557”. No livro, o
alemdo Hans, aprisionado durante nove meses por indios Tupinambas na regido de S&o
Paulo, relata as primeiras informacdes sobre os habitantes, a fauna e a flora no Brasil,

entre elas, a caracteristica colorifica do jenipapo:

“Numa darvore que os selvagens chamam de jenipapo iva, cresce uma

fruta que tem certa semelhanga com a maca. Os selvagens mascam essa fruta e
espremem o suco dentro de um vaso. Com ele é que se pintam. Quando
esfregam o suco sobre a pele, no inicio parece agua. Mas depois de algum
tempo a pele fica tdo preta como se fosse tinta. 1sso perdura até o nono dia.
Depois a cor desaparece, mas nao antes desse prazo, mesmo quando eles se

lavam muitas vezes .

Através do corte do jenipapo e oxidacdo da fruta, os indios realizavam pinturas
corporais, em artesanatos e em tecidos com o0 extrato por acreditarem em suas
propriedades medicinais (Winotapun et al. 2013). Bentes e colaboradores (2015)

estudaram a formagéo do pigmento do jenipapo expondo os frutos ao ar por duas horas,
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e comprovaram que 0s aminoacidos presentes no fruto ndo participam da formacgéo do
pigmento, ja que as quantidades de aminoacidos presentes nas amostras antes e depois
da oxidacdo do fruto ndo apresentaram diferencas significativas. Segundo Paik e
colaboradores (2001), o pigmento possui caracteristicas peculiares, exibe alta
estabilidade ao calor, a presenca de luz e & mudancgas de pHs, muito mais estavel que a
ficocianina, um pigmento azul extraido de algas azul-esverdeadas, pertencentes aos filos

das cianobactérias, rodofitas e criptofitas (Fujikawa et al. 1987; Eriksen 2008).

Devido a essa coloracdo, a genipina pode ser empregada como uma ferramenta
alternativa e simples para quantificagdo de aminoécidos, através de andlises em
espectrometro (Lee et al. 2003). Além disso, muitos trabalhos ja visam a sua producédo
como corante: producdo do pigmento para tingimento de produtos téxteis (Cho et al.
2006); pigmento soltvel em agua confeccionado utilizando proteina do ovo (Yang et al.
2012); pigmento azul produzido a base de taurina (Koga et al. 1989); pigmento azul
produzido & base de metilamina (Touyama et al. 1994); e pigmento azul a base de

glicina (B8 5 87- 22 /R & Y155 et al. 2015; Fujikawa et al. 1987) - sendo algum

desses resguardados por patentes. Segundo Renhe e colaboradores (2009), a maior
quantidade do pigmento a partir da trituracdo do jenipapo é obtida em extracdes
carreadas em pH 4, empregando solventes etanolicos e também &agua, a 75 °C e 55 °C,
respectivamente. Conforme identificado por Bentes e colaboradores (2014), a formacao
do pigmento ocorre em maior intensidade na maturagdo verde do jenipapo. A
intensidade de diferentes corantes azuis pode ser visualizada na Figura 7.
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Figura 7. Roda de cores (hue* angle, saturacdo da cor) mostrando os possiveis candidatos
a corantes alimentares, intensidade avaliada ap6s 28 dias a 25 °C em diferentes pHs. Fonte:
adaptado de Lavinia et al. (2015).

A coloracdo azul formada, assim como as cores amarela e vermelha, € uma cor
primaria utilizada para criar muitas outras, como a verde e a violeta. Atualmente, a ndo
existéncia de um pigmento azul natural estavel permitido em alimentos é um agravante
para essa industria, que hoje somente utiliza corantes azuis sintéticos em seus produtos,
como o azul brilhante (E133) e o indigotina (E132) (Renhe et al. 2009; Penalber et al.
1996). Porém, Lavinia e colaboradores (2015) provaram ser possivel a producdo de
diferentes corantes azuis a partir de fontes vegetais distintas: jenipapo, gardénia,
Spirulina spp e flor ervilha-borboleta. Neste estudo, constataram ndo sé que a gardénia,
a Spirulina spp e o jenipapo sdo étimas fontes de pigmentos azuis, como a colora¢do
obtida do jenipapo se destaca por ser mais estavel que os outros em diferentes pHs (pH
3,5, pH 2,5 e pH 4,5).

Em relacdo as cores amarela e vermelha, ambas j& possuem fontes naturais para
formacdo de pigmentos menos toxicos, como betaxantinas/curcumina e
betacianinas/cochonilhas americanas (insetos), respectivamente (Volp et al. 2009).
Resta agora aguardar que novos estudos sejam realizados com a genipina para que ela

possa se tornar um aditivo alimentar permitido.
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2.1.5.2.2 Genipina como agente medicinal natural

Ambos os iridoides, no geral, possuem atividades farmacoldgicas e podem ser
destacados pelos seus potenciais antiinflamatério, analgésico, antibacteriano,
antifngico e antitumoral, além de apresentar possiveis atividades sedativas,
tranquilizantes, hepatoprotetoras e indutoras de sono (Nascimento 2008). Sendo assim,
a genipina, entre outras aplicacGes, também é reconhecida por apresentar diferentes

acOes medicinais (Yang et al. 2011).

Estudos apontam que a genipina € capaz de alterar a atividade da proteina
desacopladora UCP-2, presente na membrana interna da mitocondria, que esta
diretamente envolvida na regulacdo negativa da secrecdo de insulina, estimulando a
secre¢do da mesma. Como a atividade da UCP-2 também estd envolvida no
desenvolvimento de varios tipos de desenvolvimento de cancer, a genipina pode ser
utilizada tanto como um agente indireto no combate da diabetes mellitus, quanto no
tratamento de alguns canceres (Zhang et al. 2006). Além disso, 0 emprego da genipina
pode aumentar a expressdo de um receptor responsavel pela proliferacdo de
peroxissomas, que sdo capazes de inibir moléculas de adesdo celular vasculares
responsaveis por aderir células de linfdcitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos ao
endotélio vascular, evitando assim o possivel desenvolvimento da aterosclerose (Hwa et
al. 2011; Alves & Ming 2015). Através da regulacdo dos ciclos de
glicolise/gliconeogénese e do ciclo de Krebs, pode auxiliar em tratamentos contra
depressdo (Chen et al. 2015). E ainda, € citada por apresentar efeitos antitrombéticos,
proporcionar protecdo contra lesGes hepaticas e possuir a capacidade de inibir lesbes
gastricas (Suzuki et al. 2001; Lee et al. 2009).

2.2 JENIPAPO (GENIPA AMERICANA LINNAEUS)

O jenipapeiro pertence a familia Rubiaceae e subfamilia Ixorideae (Martins &
Nunez 2015). A sua arvore pode alcancar até 12 m de altura, possui diametro de caule
de aproximadamente 60 cm, apresenta uma ampla copa com muitos ramos e suas folhas
sdo pecioladas lisas de 20 cm a 42 cm de comprimento por 9 cm a 16 cm de largura, que
apresenta coloragdo cinza a esverdeada (Figura 8) (Corréa & Penna 1984; Estrella &
Botto 1995).
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Figura 8. Jenipapeiro. Fonte: Francis (1993).

De nome cientifico Genipa americana Linnaeus, o jenipapo também é conhecido
como jagua, chipara, guayatil, maluco, caruto, huito ou jenipa, do Tupi-guarani
“jandipap”, que significa fruto que serve para pintar (Fernandes & Rodrigues 2012; da
Silva et al. 2009). E considerado uma espécie nativa amplamente distribuida, encontrada
tanto na América Central (regido caribenha) quanto no norte da América do Sul (no
Brasil, da Amazé6nia até o estado de Sdo Paulo), como pode ser visto na Figura 9
(Francis 1993).
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Figura 9. Distribuicdo geografica do jenipapo (destacada em cinza). Fonte: Adaptado de
Francis (1993).

O fruto do jenipapeiro, o jenipapo, € aromatico, eliptico, podendo apresentar de 8
cm a 10 cm de comprimento e 6 cm a 8 cm de didmetro e possui casca fina rugosa e
polpa adocicada com inimeras sementes (da Silva et al. 2010). Devido a sua capacidade

de crescimento em areas temporarias ou permanentemente inundadas ou degradadas,



41

seu plantio pode ser tanto utilizado para biorremediagdo quanto como uma alternativa

de renda e alimentacdo em regiGes menos beneficiadas (Lorenzi 1992).

A safra do jenipapo acontece nos meses de marco a julho, sendo a maior producao
no més de maio. Em maio, 39,1 % da producdo brasileira da fruta é proveniente do
estado de S&o Paulo. No estado do Espirito Santo, o0 municipio de Itaguagu lidera a
comercializacdo com 10.670 quilos, seguido de Cariacica com 4.002 quilos, Santa
Leopoldina com 2.660 quilos, Viana com 1.785 quilos, Laranja da Terra com 1.580
quilos, Santa Maria de Jetiba com 1.220 quilos e de Domingos Martins com 810 quilos
(Mansur 2012).

Quanto a sua produtividade, a producdo anual deste fruto ndo é conhecida, porém
estima-se que cada arvore bem desenvolvida possa render até 140 Kg de jenipapo
(Gomes et al. 2010). O jenipapo é um dos destaques no mercado Central de
Abastecimento do Espirito Santo (Ceasa/ES), empresa vinculada a Secretaria de Estado
da Agricultura, Abastecimento, Aquicultura e Pesca (SEAG) do Espirito Santo. Desde
2002, quando o jenipapo foi cadastrado na Ceasa/ES, até 2012, estima-se que ja foram
vendidos 39.217 quilos da fruta. A movimentacdo financeira, comercializando o
jenipapo a um preco médio de R$ 1,50 o quilo, foi de R$ 80.556,98, o dobro da quantia
do ano de 2011 (CampoVivo 2012).

Mesmo assim, como a maioria da frutas tropicas, o jenipapo é altamente
perecivel, inutilizando-se em poucos dias, um empecilho para a sua comercializacao
(Alves, R. E.; Chitarra, A. B.; Chitarra 1995). Uma possivel alternativa para aumentar
ainda mais sua comercializacdo seria sua industrializacdo através do comércio da fruta
seca ou em pd, como é feito com a Gardenia jasminoides na Asia (de Figueiredo et al.
1986). Hoje, o jenipapo é utilizado principalmente para producdo de bebidas e na
preparacdo de compotas (Fernandes & Rodrigues 2012; da Silva et al. 1998; da Silva et
al. 2009).

2.2.1 O estagio de maturacao do jenipapo e sua composi¢ao

A composicgéo do jenipapo varia de acordo com o seu estado de amadurecimento.
O peso do fruto € de aproximadamente 198 g (sendo 11,5 g da casca e 67,5 g das
sementes) (Figueiredo et al. 1986). Quando ainda ndo maduro, a casca do jenipapo
possui coloracao verde e, com 0 seu amadurecimento, apresenta cor amarela-alaranjada.

Quanto a polpa, é clara quando verde, com pontos azuis quando o fruto esta
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amadurecendo e amarelada quando esta “de vez” (inicio do amarelecimento da casca)
ou maduro (Rodrigues & Renhe 2008). A ilustragcdo do amadurecimento do fruto pode

ser observada na Figura 10.

(@ (®) © @

Figura 10. Aspecto da polpa do jenipapo em diferentes fases de amadurecimento: verde
(a), verde oxidado (b), “de vez” (¢) e maduro (d). Fonte: adaptado de Bentes & Mercadante
(2014), Rodrigues & Renhe (2008) e Queiroz et al. (2012).

Bentes & Mercadante afirmam que o estado de amadurecimento do jenipapo esta
diretamente relacionado com o seu teor de iridoides e de compostos fendlicos (2014).
Segundo eles, no estagio verde de maturacao o fruto possui 90 % mais iridoides do que
quando maduro. Assim, o0 jenipapo é caracterizado quimicamente pela presenca de
iridoides na sua composi¢do. O primeiro iridoide isolado deste fruto foi a genipina, em
1960 por Dijerassi e colaboradores. Mais tarde, em 1972, Guarnaccia e colegas
extrairam das folhas do fruto o acido geniposidico, e dezenove anos depois, em 1991,
Ueda e colaboradores isolaram varios iridoides, entre eles um importante iridoide
glicosilado, conhecido como geniposideo. Atualmente a lista de iridoides presentes no
jenipapo é muito maior, sendo os principais destacados na Figura 11.
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Figura 11. Iridoides identificados no jenipapo. Fonte: Bentes (2014).

Os frutos da familia Rubiaceae, como um todo, sdo caracterizados por possuir
altos teores de iridoides. Estes compostos fazem parte do metabolismo secundario dos

vegetais e atuam como defensores durante a interacdo planta e animais herbivoros.

Desde a descoberta da genipina, muitos constituintes presentes no jenipapo ja
foram identificados. Nele também sdo encontrados os &cidos carboxilicos, como
butandico, hexadecandico, bem como os ésteres etilicos 2- e 3-metilbutandicos, que
segundo Borges & Rezende (2000), sdo compostos que estdo diretamente relacionados
ao odor forte e primario do fruto. JA& em outros estudos, como no de Pino e
colaboradores (2005) e no de Pinto e colaboradores (2006), outros compostos além de
acidos carboxilicos foram identificados, como o linalol, o limoneno e mais 32
constituintes volateis presentes no jenipapo. Vale ressaltar que a composi¢do do

jenipapo dependerd da época de colheita, do estagio de maturacdo do fruto, da sua
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origem geografica (caracteristicas do solo e clima) e do fenotipo da espécie (UNCTAD

2005).

Além disso, 0 jenipapo apresenta elevados teores de glicose, celulose,

carboidratos, umidade, soélidos solUveis, iridoides e compostos fenolicos na sua

composic¢do (Gabriela et al. 2008). Em contrapartida, possui baixos teores de proteina,

pectina, lipideos e cinzas (Hamacek et al. 2013). A composi¢do centesimal do jenipapo

em diferentes estados de maturacao € listada na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢do centesimal do jenipapo (Genipa americana L.) nos estagios de

maturagao verde, “de vez” e maduro.

Composto Estagio de maturacdo Composicdo®Referéncia
Glicose verde 47,0 (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986)
maduro 49,81 (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986)
Celulose verde 45,3 (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986)
maduro 32 (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986)
Carboidratos ~ verde (mesocarpo) 15,8 (Bentes 2014)
verde (endocarpo) 10,5 (Bentes 2014)
maduro (mesocarpo) 22,7 (Bentes 2014)
maduro (endocarpo) 26,2 (Bentes 2014)
maduro 67,0 (Pacheco & Pascoal 2014)
Fibras maduro 20,9 (Pacheco & Pascoal 2014)
Pentaglicose  verde 0,5 (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986)
maduro 10,1 (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986)
Proteinas verde (mesocarpo) 1,6 (Bentes 2014)
verde (endocarpo) 1,8 (Bentes 2014)
maduro (mesocarpo) 0,7 (Bentes 2014)
maduro (endocarpo) 0,7 (Bentes 2014)
maduro 0,7 (Porto et al. 2014)
Lipideos verde (mesocarpo) 1,2 (Bentes 2014)
verde (endocarpo) 1,5 (Bentes 2014)
maduro (mesocarpo) 0,6 (Bentes 2014)
maduro (endocarpo) 2,1 (Bentes 2014)
maduro 1,6 (Porto et al. 2014)
Pectina verde tracos (Figueiredo et al. 1986)
“de vez” tragos (Figueiredo et al. 1986)
maduro tragos (Figueiredo et al. 1986)
Vitamina C “de vez” 32,0 (da Silva et al. 2009)
maduro 21,3 (da Silva et al. 2009)
Fendlicos® maduro 587,7 (Pacheco & Pascoal 2014)
Antocianinas® maduro 4,6 (Porto et al. 2014)
Flavonoides®  maduro 728,0 (Porto et al. 2014)

aComposigdo centesimal (gramas do composto por 100g de base seca de jenipapo); miligramas em 100 g

de base seca de jenipapo. Fonte: elaborado pela autora.

Um dos principais componentes do jenipapo é a glicose (47 % no fruto verde),

teor esse que revela a dogura do fruto, similar a macés da variedade Fuji (Goularte &

Antunes 1999). Por conseguinte, sdo encontrados altos teores de carboidratos
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(aproximadamente 26 % no fruto verde), responséaveis pela dogura do fruto apds
hidrélise com o passar de seu amadurecimento (Gomez et al. 1999). Na sequéncia, as
fibras alimentares se destacam (21 % no fruto maduro), com diversos beneficios para
guem o0s consome, pois auxiliam na diminuicdo do risco de desenvolvimento de
algumas doengas cronicas ndo transmissiveis e na prevencdo da constipacdo (WHO
2003; Souza 2007).

Quanto aos compostos bioativos do jenipapo, o fruto ndo apresenta betacaroteno
na sua composicdo, porém se sobressai pelos teores de vitamina C (32 %) e alta
incidéncia de compostos fendlicos (588 mg por grama do fruto maduro), que
repercutem na alta atividade antioxidante do fruto (Tabela 4). Entre 0os compostos
fendlicos existentes no fruto, destacam-se ainda os fendis naturais, denominados
flavonoides (728 mg por grama do fruto maduro), que possuem teores similares ao do

fruto pequi (Barreto et al. 2009).

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos do jenipapo (Genipa americana L.) em diferentes
estagios de maturacao.

Parametro fisico- Estagio de Valores Referéncia
quimico maturacgao médios
Umidade verde (mesocarpo) 80,9  (Bentes 2014)
verde (endocarpo) 85,7  (Bentes 2014)
maduro (mesocarpo) 75,3  (Bentes 2014)
maduro (endocarpo) 70,2  (Bentes 2014)
Cinzas verde 1,0 (Figueiredo et al. 1986)
“de vez” 0,9 (Figueiredo et al. 1986)
maduro 2,2 (Porto et al. 2014)
pH verde (mesocarpo) 4,7 (Bentes 2014)
verde (endocarpo) 56  (Bentes2014)
“de vez” 4,58  (daSilva et al. 2009)
maduro (mesocarpo) 3,7  (Bentes 2014)
maduro (endocarpo) 3,7  (Bentes 2014)
maduro 3,65 - 3,9 (da Silva et al. 2009; Pacheco & Pascoal 2014)
Solidos solaveis verde 14,0  (de Figueiredo et al. 1986)
totais (°Brix) maduro 15,2  (Pacheco & Pascoal 2014)
Acidez total verde 0,6 (Souza 2007)
titulavel (%)? maduro 0,7  (Souza 2007)
Alividade maduro 70,2  (Pacheco & Pascoal 2014)

Antioxidante (%)°

aAvaliado através do percentual de acido citrico; PPercentual de inibicdo de oxidagdo. Fonte: elaborado
pela autora.

Em relacéo as caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 4), o jenipapo apresenta pH
acido independentemente de seu estagio de maturacdo, abaixo de 5,7. De modo geral, a
industria alimenticia aprecia alimentos acidos para processamento porém, o jenipapo

geralmente possui baixa aceitacdo sensorial in natura por parte dos consumidores
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(Hansen et al. 2008). Por outro lado, o jenipapo possui alto teor de solidos soluveis
totais, assim como o meldo (Pandey et al. 2008), valor este diretamente relacionado ao
indice de acucares totais presente em frutos e um indicativo de seu grau de maturacéo
(Hamacek et al. 2013). Segundo Souza (2007), a alta quantidade de so6lidos soluveis
presente no jenipapo, assim como em outras frutas, € responsavel por propiciar um
melhor sabor ao fruto e um maior rendimento no processamento do mesmo para

elaboracdo de produtos.

Diferente da maioria dos frutos, o jenipapo possui alta acidez, mesmo quando
maduro (similar a acerola), que pode ser ainda maior em jenipapos armazenados a
temperatura ambiente durante 28 dias - uma caracteristica que diminui ainda mais seu
potencial de ingestdo in natura (Silva et al. 1998; Hansen et al. 2008; Brasil et al. 2016).
Além disso, devido ao seu alto teor de umidade, a conservacdo do jenipapo in natura é
dificultada, pela maior probabilidade de contaminacdo microbioldgica e rapida
deterioracdo do fruto (Hamacek et al. 2013).

As concentracdes dos macroelementos (célcio, fosforo, potassio, sodio, cloro,
magnésio, enxofre) e dos microelementos (ferro, cobre, cobalto, manganés, zinco, iodo,
fldor, molibdénio, selénio, cromo, silicio) presentes no jenipapo estdo relacionados na
Tabela 5. Segundo Hardisson e colaboradores (2001), ambos desempenham papel
importante para o desenvolvimento e boa saude do corpo humano, sendo que as frutas

sdo as principais fontes de minerais na dieta humana.

Tabela 5. Exemplos de minerais presentes na composi¢do do jenipapo (Genipa americana
L.) em diferentes estagios de maturag&o.

Mineral Estagio de maturacdo  Valores médios? Referéncia

Potéssio (K) maduro 92.6 (De Souza et al. 2012)

Célcio (Ca) verde 46,3 (de Figueiredo et al. 1986)
maduro 334 (de Figueiredo et al. 1986)

Magnésio (Mg) maduro 8,2 (De Souza et al. 2012)

Faésforo (P) maduro 0,6 (De Souza et al. 2012)

Ferro (Fe) maduro 0,2 (De Souza et al. 2012)

2Expressos em mg de mineral por 100 g de jenipapo. Fonte: elaborado pela autora.

Como pode ser visto acima, 0 jenipapo possui como mineral majoritario o
potéssio e o célcio, nutrientes essenciais e necessarios para a manutencdo da saude
humana (Beto 2015). Estes seguidos ainda de magnésio, fosforo e ferro, porém em

menores concentrag()es.
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Por fim e mais recentemente, Bentes e colaboradores (2015) ainda relataram que o
fruto possui altos teores de aminoacidos. Entre os aminoécidos avaliados podem ser
encontrados o acido aspartico, &cido glutamico, serina, glicina, histidina, treonina,
alanina, prolina, tirosina, valina, metionina, cistina, isoleucina, leucina, fenilalanina e

lisina.

2.2.2 Uso popular e propriedades farmacolégicas

Na cultura popular, a utilizacdo da polpa do jenipapo maduro é indicada como
agente antiasmatico, afrodisiaco, antianémico, tonico, diurético, para o tratamento de
ictericias, de feridas externas e de patologias no baco e no figado, enquanto que a polpa
ainda verde possui aplicacdo como anti-sifilitica e capacidade de curar rupturas de
umbigo em recém-nascidos (Delprete et al. 2005; Mors et al. 2000). No estado do Para
(Brasil), ¢ comum seu consumo por indias Kayapos. Elas utilizam a espécie para a
preparacdo de infusdes, as quais sdo consumidas do terceiro até o quinto més de
gestacdo, pois acreditam que o preparado auxilia na regulagdo do crescimento do feto
(Elisabetsky & Posey 1989). Em relacdo a casca do jenipapo, € indicada como
antiulcerogénica, antidiarréica e para o tratamento de faringites (Mors et al. 2000).
Segundo Cravo e colaboradores (Cravo 1995), a casca ainda pode ser utilizada no
tratamento da opacidade de cérneas, e indicam que seja cortada para liberacdo de uma
goma branca e doce, que deve ser diluida em agua e aplicada nos olhos. J& 0 uso das
raizes do jenipapeiro é indicada como agente antigonorréico e para curar faringite e
feridas, enquanto que suas folhas, podem ser utilizadas como agente antidiarréico e
antisifiliticas apdés uma decoc¢do, bem como no tratamento de febres, quando
maceradas (Mors et al. 2000; Delprete et al. 2005).

Além do uso popular, algumas propriedades farmacolégicas do jenipapo ja foram
comprovadas cientificamente. Furtado (2006) evidenciou que o extrato das folhas do
fruto é capaz de inibir o desenvolvimento de verminoses ovinas. Adicionalmente,
Bernard e colaboradores (2001) apresentaram 0 uso do extrato como um potencial anti-
inflamatério e Souza e colaboradores relataram sua capacidade inibitoria perante
enzimas, como tirosinases e a-glicosidases. Do jenipapo ainda podem extraidos alguns
compostos que podem beneficiar a saide humana. Entre eles estd o geniposideo, um
iridoide com propriedades antidiabéticas, anti-inflamatdrias, antiartrite, antitrombotica

e antidepressivas (Xiao et al. 2016).
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2.2.3 Importéancia econémica, ecoldgica e prospeccao tecnoldgica

A espécie Genipa americana L. € uma alternativa de renda para pequenos
agricultores, tanto através da comercializacdo da madeira do jenipapeiro como pela
venda de seus frutos. Sua madeira é utilizada na construcdo civil, marcenaria e na
confeccdo de cabos para ferramentas, e sua casca é utilizada em curtumes com a
finalidade de tratar couros, devido a alta concentracdo de taninos na sua composicao.
Porém, sua principal forma de comercializacdo € o fruto, que depois de maduro é
utilizado regionalmente para confeccionar doces e bebidas, como vinhos e licores
(Lorenzi 1992).

O jenipapeiro tem consideravel importancia econémica e social para familias de
baixa renda, dada a possibilidade de desenvolvimento em areas brejosas e degradadas,
ja que se adapta muito bem a terrenos umidos. Também é uma espécie presente em
programas de reflorestamento com o intuito de fornecer alimentos para a fauna ao seu
redor (Coimbra et al. 2006; Valeri et al. 2003). Seus frutos sdo consumidos por Varios
animais silvestres, entre eles antas, porcos-do-mato, capivaras e paca-tatu, os quais
contribuem com a dispersdo natural de ambas as espécie (Lorenzi 1992; Delprete et al.
2005). A disponibilidade do jenipapo aos animais contribui com a manutencdo de
algumas espécies, como € o caso do Ramphastos toco, um tucano que permanece se
desenvolvendo no seu habitat natural devido a abundancia de jenipapos nos periodos de

seca na regido (Ragusa-Netto 2006).

Atualmente, devido ao seu alto potencial, varios 6rgdos de pesquisa possuem a
espécie em bancos ativos de germoplasma (BAG), como a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinaria da Universidade Estadual Paulista (Jaboticabal, SP), a Escola de
Agronomia da Universidade Federal da Bahia (Cruz das Almas, BA) e a Empresa
Baiana de Desenvolvimento Agricola S. A. (Conceicdo Almeida, BA) (Dantas et al.
2009), sendo que a Embrapa Tabuleiros Costeiros mantém seu BAG de jenipapeiro
desde de 2009, e em 2012 obteve cerca 172 acessos oriundos de diversas regides do pais
(Almeida 2013). Com relagdo a atual germinagdo empregada para manter a espécie,
Salla e colaboradores (2016) afirmam que o banco de sementes desenvolvido por eles,
em uma area de mata ciliar, apresenta um maior potencial para o estabelecimento das
plantulas de jenipapo em ambiente natural, que propicia caracteristicas ecoldgicas de

acordo com as exigéncias da espécie. Relatam ainda que ap0s a germinacdo, as
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plantulas se mantém em desenvolvimento por pelo menos dez meses e somente apds

este tempo ocorre o surgimento do seu primeiro par de folhas.

Efetuando buscas de artigos com o termo “Genipa americana” é possivel notar a
grandeza da aplicacdo do fruto, ou de parte do mesmo (exemplo: mesocarpo, endocarpo,
etc.), como fonte de compostos bioativos para aplicagdo em diversos estudos. Conforme
estudo dirigido por Moura e colaboradores (2016), utilizando a palavra-chave “Genipa
americana L.” é possivel encontrar 88 patentes registradas nas bases do European
Patent Office, da World Intellectual Property Organization, do United States Patent and
Trademark Office e no Instituto Nacional de Propriedade Industrial, sendo 5 especificas
para 0 uso do jenipapo como corante. Adicionalmente, apesar da espécie ser
amplamente distribuida no Brasil e na América Central, os Estados Unidos e o Japdo
sd0 0s paises que mais apresentam numeros de patentes utilizando o fruto, sendo os
anos de 2010, 2011 e 2015 os mais incidentes. Esses indices mostram que a
biodiversidade brasileira, que possui relativo potencial econémico, € um atrativo a nivel
mundial, e hoje, infelizmente, os paises que mais investem em pesquisas € 0S que
possuem um maior nimero de empresas que visam produtos mais naturais sdo 0s que

possuem maior dominio das patentes de algumas espécies brasileiras (Piedade 2008).

O uso do jenipapo nesta pesquisa de patentes foi visualizado primeiramente para
aplicacdo em produtos para fins médicos, odontoldgicos e de higiene (cddigo A61K),
seguida dos géneros alimenticio (cédigo A23L), de materiais quimicos (cédigo CO9B)

e de preparacdes para tratamento de pele e cabelo (codigo A61Q) (Moura et al. 2016).

2.3 ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que agem como catalisadores, sustentando a vida
através de suas reacGes bioquimicas (Cech & Bass 1986). Sdo o6timas alternativas
perante suas diversas caracteristicas vantajosas em comparacdo com catalisadores
quimicos. S@o capazes de acelerar e manter equilibrio quimico de reacdes sem ser
consumidas (Cabral et al. 2003). Sdo altamente especificas com relacdo aos seus
substratos, especificidade essa maior ou menor, determinada conforme a conformagéo e
aminoacidos encontrados em seus sitios ativos. Por isso, ndo sdo afetadas por reagdes
paralelas e ainda garantem um produto final com pureza mais elevada que os

catalisadores convencionais. Por exigirem condi¢cGes mais brandas de reacdo, como
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temperaturas, pHs e press0es amenas, as enzimas ainda podem contribuir para um
menor custo de energia. Além disso, por serem catalisadores bioldgicos, seu descarte é

mais pratico e mais sustentavel do que os catalisadores quimicos (Klibanov 1979) .

Embora elas apresentem essas vantagens, alguns empecilhos ainda sao
encontrados para a sua utilizacdo. A sua atividade enzimatica dependerd da manutengédo
da sua integridade durante o processo em que esta inserida. Em condic¢Bes extremas de
reacdo, como alteracBGes dos parametros de temperatura, pH e pressao, se a variavel for
muito atenuada ou elevada de forma que saia da sua faixa 6tima de atuacdo, havera
grandes chances de a enzima ser desnaturada ou dissociada em duas ou mais
subunidades (Johannes & Zhao 2006). Desta forma, a enzima perde suas funcoes
cataliticas, pois suas estruturas proteicas secundaria, terciaria e quaternaria estdo
comprometidas e sdo essenciais para sua plena atuacdo. Outros problemas sao relatados
na sua aplicabilidade na industria, como o elevado custo para sua producdo e
purificacdo, a ndo possibilidade de reutilizagdo quando inserida em solugdes aquosas e a
inibicdo catalitica em altas concentracGes dos proprios produtos de reacdo. Mas, apesar
destes fatores limitantes na sua utilizacdo, muitos desses problemas podem ser

superados pela utilizacdo de técnicas de imobilizacdo de enzimas (Krajewska 2004).

2.3.1 Celulases

As celulases sdo formadas por um complexo enzimatico que possui trés atividades
distintas (Arantes & Saddler 2010). As endoglicanases (ou endo-B?4 glicanases),
responsaveis por catalisar a hidrolise das ligacbes B4-D-glicosidicas da celulose,
liberando oligossacarideos de pelo menos 6 unidades de glicose. As exoglicanases, as
quais agem sobre as extremidades da celulose, e que liberam tanto moléculas de glicose
como de celobiose (duas unidades de glicose). As B-glicosidases, que por sua vez,
atuam hidrolisando as moléculas de celobiose e assim, liberando unidades de glicose.
Apesar de ser um complexo catalitico estavel, com o passar da reacdo, as B-glicosidases
podem apresentar perda de sua atividade catalitica, pois s@o altamente inibidas pelo seu
produto, a glicose (Woodward & Arnold 1981).

As celulases sdo produzidas por diferentes microrganismos, como bactérias e

fungos, podendo ser aerdbios ou anaerobios, mesofilos ou termofilos. Porém, os géneros
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mais empregados para obtencdo de celulases sdo os de Aspergillus e de Trichoderma
(Bhat 2000).

2.3.2 Pectinases

As pectinases podem ser obtidas por meio de bactérias, leveduras, fungos
filamentosos, insetos, nematddeos e plantas (Pedrolli et al. 2009). Elas s&o responsaveis
pela hidrdlise de polissacarideos pécticos.

A classificacdo das pectinases é baseada no modo em que atacam 0s componentes
pécticos, e sdo divididas em trés grupos: protopectinases, esterases e despolimerases
(Jayani et al. 2005). As protopectinases sdo conhecidas por degradarem a pectina, 0
acido péctico ou a protopectina em residuos pectinoliticos mais sollveis. As esterases,
sdo capazes de catalisar a desesterificacdo da pectina por remocao do grupo metoxil das
substancias pécticas, e sdo conhecidas como pectina metil esterases. E por fim, as
despolimerases, que hidrolisam ligacdes glicosidicas o-(1,4) da galacturonana
(hidrolases) ou atuam clivando por transeliminacdo (liases). As hidrolases sdo
conhecidas como poligalacturonases e as liases como pectina liases (Uenojo & Pastore
2007).

2.3.3 p-galactosidases

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23) é uma enzima de grande emprego na inddstria de
alimentos. Também conhecida como lactase ou B-p-galactohidrolase, pode ser
encontrada amplamente na natureza. Mais precisamente, em vegetais, como améndoas e
macas, em 6rgdos de animais, como intestino e cérebro, além de ser produzidas por
muitos microrganismos, como leveduras (como Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces
marxianus), fungos filamentosos (como Aspergillus niger e Aspergillus oryzae) e
bactérias (como Bacillus coagulans, Bacillus stearco-thermophillus, Bacillus circulans,
Escherichia coli, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus thermophila) (Vidya et al.
2014).

Pertencentes a familia das glicosideo hidrolases (familia GH2 e GH35), no geral,
as B-galactosidases fungicas sdo capazes de atuar em uma faixa geral de pH étimo de
2,5 a 5,4, as provenientes de leveduras tem um faixa de pH 6timo entre 6,0 e 7,0 e as
bacterianas entre 6,5 e 7,5, atuando numa faixa relativamente mais neutra. Devido a

essas caracteristicas e outras, como temperatura Otima, o ambiente em que sera
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empregada a enzima deve ser levado em conta antes de sua aplicacdo (Husain 2010).
Diversos microrganismos sdo produtores de [3-galactosidases e, dependendo da fonte, as
enzimas podem se destacar por uma maior atividade hidrolitica ou de
transgalactosilacao.

A B-galactosidase € capaz de hidrolisar residuos (ligacbes) de B b-
galactopiranosidicas a partir de polissacarideos, oligossacarideos ou metabdlitos
secundarios. Devido a essa atividade, a enzima possui duas grandes aplicacdes
industriais: a de reducdo do teor de lactose de produtos a base de leite e a de sintese de
produtos galactosilados (Husain 2010). Ou seja, seu mecanismo de agdo inclui tanto a
hidrélise da lactose quanto a reacdo de transgalactosilagdo. Se a enzima estiver em um
ambiente de baixa concentracdo de lactose (com alta atividade de &gua) ird ocorrer a
hidrolise desse dissacarideo; enquanto que se estiver na presenca de altas concentracfes
de lactose sua via sera deslocada para a transgalactosilacdo (Goulas et al. 2007).

A hidrolise da lactose pela B-galactosidase jA é uma tecnologia difundida nas
industrias de laticinios para reduzir o teor de lactose do leite e de seus derivados.
Através deste mecanismo, a ligacdo galactosidica B(1-4) da lactose é clivada pela
enzima resultando em uma mistura equimolecular de glicose e galactose (Figura 12)
(Klein et al. 2013).
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Figura 12. Hidrolise (1) e transgalactosilacéo (1) da lactose pela B-galactosidase. Fonte:
Adaptado de Martins et al. (2009).

Esse processo, alem de beneficiar consumidores intolerantes a lactose, faz com
que a dogura e a solubilidade do produto em questdo sejam elevadas (Tabela 6), pois a
soma do grau de dogura desses dois sacarideos € quase sete vezes maior que o da lactose
isolada (Vasileva et al. 2012). Com isso, industrias que utilizam a hidrélise em seus
processos diminuem a necessidade de adicdo de agucares nos seus produtos finais. Além
disso, a hidrolise possui outras vantagens, pode ser aplicada como uma ferramenta a fim
de evitar problemas futuros nos processamentos de alguns alimentos, como ganho de
textura e tempo de processo. E o caso da prevencdo a cristalizacdo da lactose, o qual
gera um aspecto arenoso nos alimentos. 1sso pode ocorrer quando a razdo molar de uma
mistura anidra de « e £ lactose € igual a 5:3, ou quando a umidade relativa no ambiente
em que esta inserida € alta, aproximadamente 70 % (Jouppila, K.; Kansikas, J.; Roos
1997). A formacdo dos cristais pode ser evitada utilizando a hidrolise da lactose
previamente ao processamento, como ja empregado na producdo de sorvetes, doce de
leite e leite condensado. Outro processo em que esta catalise esta inserida € no auxilio as
etapas de pré-fermentacdo, utilizado hoje na fabricacdo de iogurtes. Ou seja, clivando a
lactose em glicose e galactose antes da acdo das bactérias lacticas se garante um menor
tempo de fermentacdo, visto que 0os monossacarideos sao mais fermentesciveis que 0s
dissacarideos (Zadow 1993).
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Tabela 6. Indice de docura relativa a sacarose.

Substancia Docura relativa a sacarose
Sacarose 1,00
Lactose 0,16

Galactose 0,32

D-glicose 0,74

Fonte: Adaptado de Goraleb et al. (2008).

Em condigdes especificas de processamento, neste caso de altas concentragdes de
lactose, a B-galactosidase ¢ capaz de “ativar” o seu outro mecanismo catalitico, o de
transgalactosilacdo. Em altas concentracGes desse dissacarideo no meio reacional a
enzima, além da hidrolise da lactose, promove a formacdo de oligbmeros, conhecidos
como galacto-oligossacarideos (GOS) (Figura 12). Os GOS tém formula molecular
geral (Gal)n-Glc e (Gal)s-Gal (Tabela 7) e podem ser encontrados até o grau de
polimerizacdo (GP/n) 11 (Barbosa, Mariana; German, J. Bruce; Lebrilla, Carlito B.;
Mills, David; Freeman-Sharkey, Samara; King 2017), apesar de ndo ser usual sua

producgé@o em cadeias tdo extensas (Mussatto & Mancilha 2007).

Tabela 7. Estruturas de alguns oligossacarideos formados durante a agdo da p-
galactosidase em altas concentracfes de lactose.

GP (n) Férmula Identificacéo
2 B-p-Gal(1—6)-p-Glc alolactose
B-p-Gal(1—6)-p-Gal galactobiose

B-p-Gal(1—3)-p-Glc
B-p-Gal(1—3)-p-Gal
B-p-Gal(1—2)-p-Glc

3 B-p-Gal(1—6)-B-n-Gal(1—6)-p-Glc 6’ d;%f‘gggteos"'
B-p-Gal(1—6)-B-p-Gal(1—4)-p-Glc 6’ galactosil-lactose
B-p-Gal(1—6)-B-p-Gal(1—6)-p-Gal 6’ galactotriose
B-p-Gal(1—3)-B-o-Gal(1—4)-p-Glc 3’ galactosil-lactose
B-p-Gal(1—4)-B-p-Gal(1—4)-p-Glc 4’ galactosil-lactose

4 6’ digalactosil-

B-p-Gal(1—6)-B-p-Gal(1—6)-B-p-Gal(1—4)-p-Glc

B-p-Gal(1—6)-B-p-Gal(1—3)-B-p-Gal(1—4)-p-Glc
B-p-Gal(1—3)-p-p-Gal(1—6)-p-o-Gal(1—4)-o-Glc

lactose

5 B-p-Gal(1—6)-p-p-Gal(1—6)-p-p-Gal(1—6)-B-p-Gal(1—4)-p- 6’ trigalactosil-
Glc lactose

Gal: galactose; Glc: glicose. Fonte: Adaptado de Mahoney (1998).

Os GOS podem ser obtidos por meio de duas rotas, uma através de ligacdes
glicosidicas do tipo B(1—4) e a outra através de ligacGes p(1—6) (Sako et al. 1999). A
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reacdo sera mais efetiva quanto menor for o peso molecular do oligossacarideo receptor,
por isso a sintese de GOS com GP2, GP3 e GP4 é mais comum do que 0s maiores que
GP4, por exemplo (Mahoney 1998). A conversdo da lactose por acdo da B-galactosidase
é controlada atraves da competicdo das suas duas cinéticas simultaneamente, a hidrolise
e a transgalactosilacdo. Na produgdo de GOS o primeiro complexo a ser formado €
enzima-galactosil, seguida pela liberagdo da glicose (hidrolise). O residuo de galactose é
transferido, por sua vez, para um aceptor hidroxil, que pode ser um sacarideo ou uma
molécula de agua. Nesta etapa, a condicdo de concentracdo da solucdo de lactose é
crucial e direcionara a rota cinética a ser tomada pela enzima. Ou seja, somente se
houver alta concentracdo de lactose no meio o mecanismo de transgalactosilacao seréa
iniciado. Neste caso, o galactosil do complexo sera transferido para um sacarideo
(aceptor), como a prépria lactose ou um outro oligossacarideo ja formado
anteriormente.

Além da atividade da pB-galactosidase poder ser alterada pela concentragdo inicial
de lactose, ela pode ser afetada por outros fatores, como o microrganismo produtor da
enzima (origem), a concentracdo da enzima utilizada, o tipo de processo a ser aplicada,
as condicOes de pH e temperatura operadas durante a reagéo e por inibicdo competitiva
(Mahoney 1998; Frenzel et al. 2015). A transgalactosilagdo pode ser inibida pela
formag&o dos produtos. A presenca excessiva de glicose e principalmente de galactose,
sdo capazes de frear essa via catalitica. Neste caso, a galactose € mais efetiva por ser
competidora da molécula de lactose pelo sitio da p-galactosidase.

Habitualmente, as lactases oriundas de leveduras sdo mais utilizadas para
hidrélise da lactose do leite e as de origem flngica, para a hidrolise do soro &cido,
devido a sua catalise 6tima em pHs acidos. Com relacdo a sintese de prebidticos,
diversas fontes estdo relacionadas e os microrganismos mais utilizados sdo Bacillus
circulans, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis (Boon et
al. 2000).

5. 2.3.3.1 B-galactosidase de Bacillus circulans

A B-galactosidase de Bacillus circulans (ATCC 31382) é conhecida por produzir
altos niveis de prebidticos na presenca de lactose. E uma proteina tetramérica, formada
por quatro isoformas, denominadas BgaA (189,3 kDa), BgaB (154,9 kDa), BgaC (134,8

kDa) e BgaD (91,6 kDa), as quais variam muito quanto as suas estruturas e atividades
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de transgalactosilacdo. Dentre as isoformas, a BgaD destaca-se por possuir a maior
atividade de transgalactosilacdo (Warmerdam et al. 2013).

O polipeptideo designado BgaD possui uma sequéncia de 1.738 aminoacidos
(5.214 pares de bases), com um peptideo sinal de 35 aminoacidos e um dominio lacZ
formado por 807 aminoéacidos (Song et al. 2013). A partir dessa isoforma, Song e
colaboradores (2011) testaram quatro mutantes, por meio de dele¢Bes consecutivas
(Figura 13) e identificaram a BgaD-D como a mais especifica tanto para o substrato
lactose quando para o orto-fenil-B-galactopiranosideo (ONPG). Mais tarde, Tanaka e
colaboradores (2015) identificaram a mutante como a maior produtora de GOS,
podendo atingir aproximanadmete 50 % de conversao da lactose em prebidticos.

B. circulans g
B-galactosidase l‘k a Jb] ¢
(BgaD)

BgaDAa (L 2afb] ¢

BgaD-B f a Jb] c i d 31 (36 - 1,422 a.a.)
BgaDC [ a Jb|] ¢ jm d | e o (36- 1,249 2.a)
BgaDD | a Jb]| ¢ | d }(36-847 )

Figura 13. Dominios da B-galactosidase de Bacillus circulans e seus mutantes BgaD-A,
BgaD-B, BgaD-C e BgaD-D construidos por delecdo. Legenda: peptideo sinal (Sp, 1-35 a.a.); a.
dominio Glyco_hydro_2N (ligacdo-agUcar); b. dominio Glyco_hydro 2; c. dominio Glyco-
hydro_2_C (TIM barrel); d. dominio BID_1; e. quatro repeti¢cbes do dominio Big_4; f. dominio
F5/8 tipo C (dominio DS). Fonte: Song et al. (2011).

Atualmente, ja se conhece 0 mecanismo de transgalactosilacdo da BaD-D (Figura
14). Na reacdo, inicialmente, ocorre a protonacdo do oxigénio glicosidico pelo
aminoacido Glu447 e o ataque nucleofilico de um atomo de oxigénio carboxilico do
Glu532, hidrolisando a ligacdo B-glicosidica da lactose (Fig. 14A). Isso resulta na
formacgéo de uma ligacdo covalente entre galactose e Glu532 e na liberagdo da glicose
(Fig. 14B). Subsequentemente, o intermediario reage com o residuo OH do galactosil,
liberando uma molécula de agua (Fig. 14C) e produzindo os GOS (FIG. 14D) (Ishikawa
et al. 2015).
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Figura 14. Mecanismo de producgdo de GOS a partir de BgaD-D. Fonte: Ishikawa et al.
(2015).

O desenvolvimento de organismos geneticamente modificados, como o0 mutante
BgaD-D de Bacillus circulans em E. coli, é importante para o desenvolvimento da
industria. Por exemplo, por meio de modificacGes, é possivel tornar 0s microrganismos
mais resistente a diferentes temperaturas e pHs, além de poder aumentar a sua expressao
para um ou mais genes especificos de interesse. Isso facilita 0os processos de larga escala
e capacita-os a produzirem mais e em condi¢cGes seguras, através do uso de
microrganismos reconhecidos como seguros (GRAS, Generally Recognized as Safe)
(Passuello & Boccaletti 2016), o que € algo que vem crescendo, com algumas

aplicacdes, por exemplo, na producéo de aditivos e de enzimas (Adrio & Demain 2010).

2.4 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizacdo enzimatica comecou a ser utilizada na segunda metade do século
XX como uma técnica para aliviar os problemas encontrados na utilizacdo das enzimas
na forma livre. Conhecida por confinar ou manter as enzimas em uma regido definida, a

imobilizacdo deve manter a atividade catalitica das enzimas para que sejam reutilizadas
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continuamente (Silman & Katchalski 1966, citado por Katchalski-Katzir 1993). O
principal objetivo de imobilizar enzimas é manter sua estrutura e, assim, a sua

estabilidade durante o processo no qual seré inserida (Dalla-Vecchia et al. 2004).

2.4.1 Meétodos e suportes para imobilizacdo de enzimas

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para a imobilizacdo de enzimas. Essas
técnicas sdo baseadas em ligacOes fisicas ou quimicas entre a biomolécula e o suporte,
no qual a primeira consiste em interacdes fracas entre o suporte e a enzima, e a segunda
em ligacBes idnicas ou covalentes entre ambos (Figura 15). A imobilizacdo por
interacOes fisicas entre a enzima e o suporte pode ser por meio de adsorcdo nao
covalente a suportes insollveis, por aprisionamento e encapsulacdo. Na imobilizacao
por interacbes quimicas sdo exemplos a ligacdo ibnica ou covalente a suportes
insollveis e a reticulacdo, com reagentes multifuncionais (Klibanov 1979; Krajewska
2004; Cao 2005).

As caracteristicas das enzimas imobilizadas irdo depender tanto de suas
propriedades quanto das caracteristicas dos suportes utilizados (Cantone et al. 2013). Os
suportes mais comumente utilizados sdo resinas sintéticas, biopolimeros, como
polissacarideos, ou sélidos inorganicos, como silica mesoporosa ou zedlitas (Grosova et
al. 2003). As particularidades de cada suporte, como diametro de particula,
susceptibilidade ao intumescimento, estabilidade mecéanica e comportamento durante a
compressdo devem ser previamente analisados de acordo com o tamanho da enzima e
também averiguados quanto as suas condi¢cbes especificas de reacdo, ja que alguns
materiais podem ser instaveis em determinados pHs e temperaturas (Cantone et al.
2013). A Figura 15 mostra uma ilustracdo com os principais métodos de imobilizagédo

de enzimas.



59

Imobilizacio fisica

o ((3 °) i -~~~ N
0] ( !
Qo \ O O/
~ o -
Adsorgdo fisica Aprisionamento Encapsulamento

Imobilizacio quimica

N B N O R

Adsorg&o ionica Ligacdo covalente Ligagdo cruzada

Combinacio de métodos (exemplos)

L ) )‘ Ly
“> 2

i
Ligagbes covalentes e Aprisionamento e
reticulagdo reticulagdo

Figura 15. llustragdo dos métodos de imobilizacdo enzimatica fisicos, quimicos e
combinados. Fonte: adaptado de (Y.-H. P. Zhang et al. 2011; Guisan 2006).

Com o passar dos anos, a combinacdo de dois ou mais métodos de imobilizagdo é
cada vez mais empregada para melhorar a performance das enzimas. Visto que ndo ha
um sé método ou material que beneficie todos os tipos de enzimas existentes, cada
enzima necessita de um estudo de metodologia para a aplicacdo desejada. Porém,
idealmente, a técnica utilizada para imobilizacdo devera conferir uma atividade estavel a
enzima durante longos periodos de tempo, evitar sua lixiviacdo, ser reutilizavel e
permitir a difusdo de substratos e produtos durante a catalise (Ispas et al. 2009). Essas
caracteristicas vao depender ainda da conformacdo de cada enzima e das propriedades
do suporte utilizado (Krajewska 2004) (Krajewska, 2004). Garcia-Galan e
colaboradores (2011) salientam que existem pontos relevantes para se obter um
biocatalisador imobilizado eficiente: resisténcia mecanica, simplicidade do procolo de
imobilizacdo, ter a possibilidade de acoplar um sistema de purificacdo da enzima,
avaliar o impacto da imobilizacdo na atividade da enzima, garantir a estabilidade da
enzima, evitando seu enrijecimento ou dissociagéo estrutural, garantir a sua seletividade
e reduzir possiveis problemas de inibicdo de sua atividade. Entre os suportes mais

utilizados para imobilizagcdo de enzimas estdo o Eupergit C, alumina, silica, quitosana e
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celulose. A quitosana, a gelatina e o polietilenoglicol sdo suportes que possuem
grupamentos aminos importantes na imobilizacdo através de ligagdes covalentes
(Canilha 2006). A imobilizacdo de enzimas em suportes insolUveis é a mais aplicada

nas industrias de alimentos (Guisan 2006).

6. 2.4.1.1 Adsorcao fisica a suportes insoltveis (ndo covalente)

A adsorcdo ndo covalente de uma enzima em um suporte insollvel é atrativa pois
é simples, rapida e de baixo custo e consiste na ligacdo da enzima em um ou mais
pontos da superficie do suporte. Dependendo da enzima e do suporte empregado, a
adsorcdo fisica pode ocorrer através de interacbes de van der Waals, de forcas
hidrofobicas ou através de ligacGes de hidrogénio (Canilha 2006). As desvantagens
incluem a possibilidade de dessorcdo do suporte e decréscimo da capacidade catalitica
devido ao impedimento estérico desenvolvido pelo suporte (F. Zhang et al. 2011).
Ainda assim, a adsorcdo fisica € uma técnica muito empregada por ser pratica e de

relativo baixo custo (Harris et al. 2010).

7. 2.4.1.2 Aprisionamento e encapsulacdo

As técnicas de aprisionamento e encapsulacdo envolvem o emprego de
membranas pré-formadas, de diferentes polimeros, géis ou matrizes porosas. No caso do
aprisionamento, com emprego de géis como suporte, a enzima € misturada aos
componentes que formam este suporte que, depois de pronto, ira reter a enzima na
matriz (Hanefeld et al. 2009). Os poros desses suportes devem evitar a perda da enzima
para 0 meio externo bem como devem permitir a difusdo de substratos e produtos
(Chaplin & Bucke 1990). No encapsulamento a matriz é diferente, podem ser materiais
semi-impermedveis ou surfactantes, que auxiliam na formacdo de micelas, onde as
enzimas permanecem livres no ambiente reacional, mas em um espaco restrito. Como
desvantagens sdo citados problemas difusionais e a instabilidade das matrizes, o que

restringe sua utilizacdo por longos periodos (Canilha 2006).

8. 2.4.1.3 Adsorcdo ibnica a suportes insoluveis

A adsorgéo idnica ocorre por atracdes eletrostaticas estabelecidas entre as cargas
opostas da enzima e do suporte. Qualquer elemento trocador de ions pode ser utilizado
como suporte, dependendo do estado de ioniza¢do da enzima (Marconi 1989). Por isso,
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0 estudo do pH e das concentragdes de sal ao longo da imobilizacdo deve ser
considerado. E uma unido mais estavel que a adsorcéo fisica, mas é uma técnica inferior
quando comparada com 0s outros metodos, pois na presenca de altas concentracdes de
sais, a lixiviacdo de enzimas para a parte aquosa ocorre facilmente devido a interacdes

iGnicas formadas entre as enzimas e 0 meio salino (Hanefeld et al. 2009).

9. 2.4.1.4 Ligagéo covalente

A imobilizacdo por ligacdo covalente é eficiente, mas mais trabalhosa e dependera
dos grupos funcionais presentes na superficie do suporte e dos grupos funcionais dos
residuos de aminoacidos da enzima. Esse método pode ou ndo carecer de uma ativacao
do suporte de interesse antes da imobilizacdo da enzima. Varios grupos funcionais
podem ser utilizados para imobilizacdo covalente, como grupos amino e residuos de
acucares.

Apesar de em alguns casos ser necessario bloquear alguns grupos reativos livres
apo6s a imobilizacdo, possui as vantagens de manter a enzima fortemente ligada ao
suporte, ser mais estavel que a forma livre, apresentar baixa taxa de lixiviacdo e
reduzida contaminacdo do produto final (Garcia-Galan et al. 2011). Para um melhor
resultado, o ideal é realizar um estudo dos residuos de aminoécidos presentes na
superficie da enzima para que esta seja imobilizada sem alterar sua estrutura terciaria e

consequentemente seu sitio catalitico e/ou sua mobilidade (Cao 2005).

10. 2.4.1.5 Agentes de ativacdo e reticulacédo

A imobilizacdo de enzimas pelo método covalente é comumente empregada
utilizando agentes de ativacdo. O emprego desses agentes € simples e pode ser realizado
misturando-os diretamente em uma matriz ou através da aplicacdo em matrizes pré-
formadas, como membranas e esferas (Kumar 2000; Rodrigues et al. 2008). O método é
eficaz e ainda pode ser capaz de melhorar a estabilidade da enzima devido a presenca
desses agentes de imobilizacdo que proporcionam ligacGes bi- ou multipontuais (Guisan
2006). Estes reagentes podem ser tanto utilizados para entrecruzamento de enzimas,

como também em combinagdo com outros métodos (Fig. 15).

Diferentes agentes de ativacdo podem ser utilizados para a reticulacdo além da
genipina, como o glicidol, a epicloridrina, o glioxal, o formaldeido e o glutaraldeido
(Mendes, de Oliveira, et al. 2011; Li & Bai 2005; Rodrigues et al. 2008; Muzzarelli et
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al. 2015). Porém, atualmente, muitos trabalhos tém sido publicados utilizando a
genipina, isso por que os outros agentes sdo considerados de elevado grau toxico e
requerem excessivas purificacbes antes de serem descartados (Pujana et al. 2013;
Muzzarelli et al. 2015; Klein et al. 2016). O glutaraldeido, por exemplo, é de 5.000 a

10.000 vezes mais citotoxico do que a genipina (Chen et al. 2009).

No que se refere ao uso de genipina como agente reticulante para a imobilizacdo
de enzimas, Liu e colaboradores (2016) também a testaram para o ganho de
estabilidade. Eles investigaram a performance catalitica de uma lipase imobilizada em
particulas magnéticas de quitosana reticuladas tanto com genipina quanto com
glutaraldeido. Como resultado, os autores concluiram que quando a imobilizacdo da
enzima é efetuada com genipina a atividade catalitica da lipase € mais estavel a variacdo
de diversos fatores (pH, temperatura e estabilidade de estocagem e operacional) em
comparagdo com a imobilizagdo realizada com glutaraldeido. Um exemplo é a perda da
atividade relativa da enzima, que, segundo eles, a enzima imobilizada com genipina
perde somente 38,2 % de sua atividade, enquanto que a enzima imobilizada com
glutaraldeido perde 57,6 % de sua atividade. Através de reusos, a enzima imobilizada
com genipina apresentou 95 % de sua atividade inicial no 7° dia enquanto que a enzima
imobilizada contendo glutaraldeido reteve somente 82 % de sua atividade no 7° dia.
Além disso, a enzima imobilizada com genipina manteve 80 % da sua atividade inicial
apos cinco ciclos de reusos, enquanto que a enzima imobilizada utilizando glutaraldeido
manteve somente 26 % de sua atividade. Assim, supde-se que essa baixa da enzima
imobilizada com glutaraldeido esta atribuida a possiveis reacfes com o sitio ativo da
enzima, alterando a conformacdo da mesma e impossibilitando sua acdo. Além disso, é
possivel que ocorra um excesso de pontos de ligacdo glutaraldeido-lipase, que pode

restringir a flexibilidade da enzima, afetando sua atividade catalitica.

11. 2.4.1.6 Ligagé&o cruzada

Na imobilizag&o por ligagdo cruzada as enzimas estdo interligadas formando uma
estrutura tridimensional complexa. Dessa forma é possivel obter um biocatalisador livre
de suporte. Existem duas formas de forméa-los, através de cristais de enzimas
reticuladas, conhecidas como CLECs (Crosslinking Enzyme Crystals) ou através de
agregados, conhecidos como CLEAs (Crosslinking Enzyme Aggregates) (Cao 2005). Os

CLECs séo formados pela cristalizagdo de enzimas puras seguido de reticulagéo e os
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CLEAs séo preparados por meio de precipitagdo das enzimas seguido de reticulagédo
(Liang Li et al. 2015). Suas vantagens incluem a concentracdo de atividade (podendo
ser compostos de uma ou mais enzimas de interesse), a alta estabilidade e um custo
relativamente mais baixo que os outros métodos. Como desvantagens cita-se a sua baixa
retencdo da atividade, sua baixa estabilidade mecénica e a baixa reprodutibilidade da
imobilizacdo (Sheldon 2007).

2.4.2 Imobilizacao de enzimas em suportes a base de quitosana

Biopolimeros sdo alternativas de suportes para a imobilizacdo de enzimas, por
serem naturais e normalmente possuir custo reduzido. Diferentes biomateriais sé&o
citados na literatura como os carboidratos insollveis (celulose, amido, dextranas,
agarose, quitosana e etc.) e as proteinas (aloumina, gelatina e etc.) (Cao 2005). Dentre
eles, a utilizacdo de polissacarideos é atrativa, ja que sdo seguros biologicamente e
possuem caracteristica hidrofilica, propiciando um ambiente adequado para a maioria
das enzimas (Cantone et al. 2013).

Neste trabalho, sera utilizada a quitosana, um aminopolissacarideo oriundo da
desacetilacdo da quitina, obtida a relativo baixo custo do exoesqueleto de crustaceos
(Kumar 2000). A quitosana € um suporte que possui diversas vantagens: exibe alta
afinidade por proteinas, possui disponibilidade de grupos funcionais (para reagdo com
enzimas ou para modificacdo quimica), apresenta biocompatibilidade, possui resisténcia
a degradacdo quimica, propriedades antimicrobianas, ndo é tdxica e, ainda, pode ser
preparada de diferentes formatos fisicos (Krajewska 2004; Juang et al. 2001; Hsieh et
al. 2000).

A quitosana é conhecida por ser pouco sollvel em agua e insolivel em pHs
alcalinos, entretanto é capaz de se dissolver em meios acidos (pH menor que 6,5)
(Krajewska 2004). Ao mesmo tempo, pode ser modificada por diferentes agentes
visando a imobilizacdo de enzimas, entre eles o glutaraldeido, o glicidol e a genipina
(Rodrigues et al. 2008; Muzzarelli 2009). A ativacao e/ou reticulacdo da quitosana com
genipina pode ser visualizada no item 2.1.5.1 (“Genipina como agente de ativagdo
natural”). Através desse mecanismo, a quitosana é capaz de se ligar em duas
extremidades da molécula de genipina, por meio de dois ataques nucleofilicos. Quando

a enzima for adicionada ao gel para efetuar a imobilizacdo, a enzima tanto podera ser
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adsorvida pelo material, quanto podera reagir com a genipina, caso algumas das suas

duas estruturas estiver disponivel.

Esse tratamento da quitosana com agentes de ativacdo aumenta sua estabilidade
térmica e previne sua dissolugdo em pHs acidos (Juang et al. 2001). Além do mais, o
uso da quitosana € um étimo exemplo de reintroducéo de residuos solidos organicos em
novos processos. J& que a quitina, fonte da quitosana, € um residuo da industria
pesqueira e quando tratado produz este produto de alto valor agregado e permite sua

introducao em outros processos.

2.4.3 Beneficios e restrigdes da imobilizacéo de enzimas

A utilizacdo de enzimas imobilizadas apresenta algumas vantagens e
desvantagens. Um dos principais beneficios da sua utilizacdo é a possibilidade de
reutilizacdo da enzima. Por estar presente de forma isolada no processo, a sua
recuperacdo do meio reacional € facilitada (Cabral et al. 2003). A imobilizacdo de
enzimas ainda permite a sua utilizacdo em sistemas continuos, uma vez que é possivel
impedir sua lixiviacdo junto com o0s produtos. Sdo amplamente empregadas na
construcdo de biorreatores enzimaticos, os quais possibilitam a utilizacdo de altas
concentracdes de enzimas, sdo capazes de operar em grandes volumes e de catalisar
producbes em escalas de nivel industrial (Cipolatti et al. 2014). Desta forma, a
imobilizacdo permite a economia de recursos e garante um produto final sem a presenca

da enzima (Grosova et al. 2003).

Alguns estudos apontam que o confinamento de enzimas pode ainda reduzir a sua
sensibilidade a diferentes pHs, pressdes, temperaturas e solventes organicos, além de
ficar menos suscetivel a enzimas proteoliticas (Ekman & Sjoéholm 1978). De modo
geral, a imobilizacdo aumenta a estabilidade por criar um micro-ambiente formado pelo
confinamento, promovendo um efeito protetor ao biocatalisador perante as
caracteristicas do ambiente em que estaria exposta se estivesse sollvel na reagédo
(Coelho et al. 2006). Na forma imobilizada, as enzimas também podem apresentar um
maior desempenho catalitico por poderem ser “fixadas” em uma conformagdo em que
seu sitio ativo fica mais exposto, através de um estudo da sua composicdo de
aminoacidos. Entretanto ndo ha regra, algumas podem ter suas atividades cataliticas
inibidas apds a imobilizacdo (Dalla-Vecchia et al. 2004). Por isso, a utilizacdo de

diferentes metodologias de imobilizacédo, a otimizacdo de seus parametros reacionais e 0
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namero de reutilizacbes possiveis devem ser averiguados para se obter a condi¢do mais

vantajosa para determinada aplicagéo.



CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 EXTRACAO DE GENIPINA

Este projeto foi realizado no Laboratério de Enzimologia de Alimentos,

pertencente ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA/UFRGS).

Para o desenvolvimento do projeto, os jenipapos, oriundos de S&o Paulo (S&o
Paulo, Brasil) e obtidos através de feirante, foram submetidos a diversas etapas de
processamento até obter seu pd. O pd foi obtido a partir de 32 unidades de jenipapo
ainda no estagio de maturacao verde, os quais foram lavados, descascados e fatiados
para posterior congelamento (-80 °C), liofilizacdo e trituragdo. Apos, quatro enzimas
comerciais (Celluclast®, Pectinex Smash XXL®, Pectinex Ultra Color® e Lallzyme
Beta®) foram avaliadas quanto aos seus teores proteicos e suas atividades de pectinase
total, celulase total e B-glicosidase total. Esta etapa teve como intuito conhecer as suas
composicdes para que, posteriormente, se pudesse correlacionar, em particular suas
diferentes atividades enzimaticas com a composicdo tecidual do jenipapo, a fim de

verificar a potencialidade das mesmas na extracao da genipina.

Em seguida, diferentes condicbes de extracdo de genipina foram testadas
utilizando 100 mg do pé de jenipapo dissolvido em um sistema bifasico aquoso (SAB)
contendo acetato de etila e tampéo (1:1, v/v): aplicando as enzimas comerciais em uma
concentragdo de 5 % (v/v, ou m/v no caso da Lallzyme Beta®), a 37 °C e pH 5,5 (i);
aplicando as duas enzimas comerciais mais eficazes em uma concentracdo de 1 % e 10
% (v/v, ou m/v), nas mesmas condicdes (ii); utilizando um delineamento composto
central rotacional (DCCR), fatorial 23 com trés repeticdes do ponto central, para
avaliacdo da extracdo de genipina em diferentes condicbes de pH e temperatura
empregando a melhor enzima comercial na concentracdo mais eficaz para extracdo (iii);
e realizacdo de uma extracao direta de genipina empregando metanol 80 % (v/v) com o

intuito de determinar o teor de genipina disponivel no fruto pelo metodo padréo (iv).
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3.2 GENIPINA COMO AGENTE DE ATIVACAO DA QUITOSANA E SUA
COMPARAGCAO COM O GLUTARALDEIDO

Utilizando a melhor condicdo de extracdo de genipina, fez-se a coleta da fase
organica e evaporacdo do acetato de etila com gas nitrogénio até obtencdo do po de
genipina a ser utilizado em outros experimentos. Dentre estes, a utilizacdo da genipina
como agente de ativacdo de geéis de quitosana para comparacdo com géis ativados com
glutaraldeido. Nestes geis foram realizadas analises texturais e reologicas, para verificar
as diferentes resiliéncias conferidas pelos materiais. Ap0s, particulas de quitosana foram
preparadas e ativadas com genipina e glutaraldeido para imobilizacdo de duas f-
galactosidases modelos, a fim de avaliar suas capacidades cataliticas e
consequentemente a estabilidade proporcionada pelos diferentes suportes de
imobilizacao.

A Figura 16 apresenta o fluxograma das metodologias empregadas na extracéo da
genipina e na comparagdo dos crosslinkers. As informagdes experimentais detalhadas

deste estudo podem ser encontradas no Capitulo 4, na forma de artigo cientifico.
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Figura 16. Fluxograma da metodologia utilizada para extracdo da genipina e comparacéo
da mesma com o glutaraldeido. Fonte: elaborado pela autora.

3.3 ESTUDO DA CLONAGEM E EXPRESSAO DO GENE BGAD-D DE B-
GALACTOSIDASE DE BACILLUS CIRCULANS VISANDO A SINTESE DE GOS

Esta etapa do projeto foi realizada em parceria com empresa Quatro G Pesquisa e
Desenvolvimento Ltda., instalada no Tecnopuc (PUCRS). No entanto, ndo foi concluida
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e para fins de interesses futuros no seu desenvolvimento, a metodologia e os resultados

obtidos podem ser encontrados no Apéndice B.



CAPITULO 4: EFFICIENT ENZYME-ASSISTED EXTRACTION OF GENIPIN
FROM GENIPAP (GENIPA AMERICANA L.) AND ITS APPLICATION AS A
CROSSLINKER FOR CHITOSAN GELS

(Artigo submetido a revista Food Chemistry)*

Anelise S. Bellé?, Camila R. Hackenhaar?, Luiza Spolidoro?, Eliseu Rodrigues®,
Manuela P. Klein®, Plinho F. Hertz?

2 Enzymology Laboratory, Food Science and Technology Institute, Federal University
of Rio Grande do Sul, 9500 Bento Goncalves Ave, P.O. Box 15090, ZC 91501-970
Porto Alegre, RS, Brazil

b Natural Antioxidants Laboratory, Food Science and Technology Institute, Federal
University of Rio Grande do Sul, 9500 Bento Gongalves Ave, P.O. Box 15090, ZC
91501-970 Porto Alegre, RS, Brazil

¢ Nutrition Department, Federal University of Health Sciences of Porto Alegre, 245
Sarmento Leite St, ZC 90050170, Porto Alegre, RS, Brazil

Corresponding author:
Tel.: +55 51 3308 7094; fax: +55 51 3308 7048
E-mail address: plinho@ufrgs.br (P. F. Hertz)

Web: www.ufrgs.br/bbb

*QO material suplementar deste artigo pode ser encontrado no Apéndice A.



71

ABSTRACT

Enzyme-assisted extraction in liquid-liquid two-phase aqueous system (TPAS)
was applied for the first time in order to extract genipin from genipap (Genipa
americana L.). The effect of different commercial enzymes, their concentrations, and
extraction parameters such as pH and temperature were investigated. Moreover,
chitosan gels were prepared, crosslinked with glutaraldehyde or the extracted genipin
and characterized by their textural and rheological properties. Lastly, the crosslinked
chitosan was used as support for the immobilization of two model B-galactosidases.
Among the different commercial enzymes tested for extraction, the treatment carried out
with Celluclast 10 % (v/v), at 36 °C and pH 3.7, provided an extraction of 196 mg of
genipin per gram of genipap - the highest genipin recovery found in literature until now.
Chitosan gels crosslinked with genipin 0.5 % (w/v) showed better textural and similar
rheological properties when compared to the chitosan crosslinked with glutaraldehyde 3
% (v/v). In general, the percentage of lactose hydrolysis by the B-galactosidases from K.
lactis immobilized using genipin as a crosslinker was higher than when glutaraldehyde
was used (87 % and 9 %, respectively). Thus, genipin with 97 % of purity obtained
directly by the enzyme-assisted extraction in TPAS developed in this work proves to be
an excellent alternative to the use of glutaraldehyde in chitosan crosslinking
applications.

Keywords: genipin, genipap, glutaraldehyde, textural and rheological characteristics,

enzyme immobilization.
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1. Introduction

Genipin is a product of geniposide hydrolysis, which is catalyzed by the enzyme
B-glucosidase (EC 3.2.1.21). In this reaction, the sugar moiety of geniposide is released,
forming genipin (Ramos-De-La-Pefia et al., 2014). Geniposide is a natural iridoid and
the major compound in genipap (Genipa americana Linnaeus), being present in both
endocarp and mesocarp of the fruit, and representing more than 70 % of its total iridoids
(Bentes, de Souza, Amaya-Farfan, Lopes, & de Faria, 2014). Geniposide can also be
found in the fruits of Gardenia jasminoides, Castilleja tenuiflora, Bellardia trixago, and
Eucommia ulmoides, as well as in the leaves and stems of Tocoyena formosa and
Randia spinose (Carrillo-Ocampo, Bazaldia-Gomez, Bonilla-Barbosa, Aburto-Amar, &
Rodriguez-Lopez, 2013; Lee et al., 2014). The genipap used in this study is a typical
fruit widely distributed in Central America and in the north of Brazil (Baildo, Devilla,

da Conceicdo, & Borges, 2015).

It has been reported that genipin possesses anticholestatic, anti-inflammatory,
antidepressant, anticancer, and anti-obesity activities, among other curative and
pharmacological actions (Feng et al., 2011). Besides this, genipin is able to react with
amino acids and proteins, which allows it to be used in enzyme immobilization
protocols as a crosslinking agent and in medicinal treatments as a stent and as a drug
delivery vehicle (Klein et al., 2016). In addition, this reaction produces a blue pigment,
which can be used as a natural colorant and as a colorimetric detector of amino acids
and proteins (Paik, Lee, Cho, & Hahn, 2001). As a crosslinker, genipin can replace
conventional agents, as glutaraldehyde, in enzyme immobilization protocols. Moreover,
compared to glutaraldehyde, genipin can be 5.000 to 10.000 times less cytotoxic (Sung,
Huang, Huang, & Tsai, 1999).

Despite extensive application possibilities, efficient genipin extraction stands as a
challenge. Several protocols have already been reported, testing different solvents,
ultrasound and enzyme-assisted extractions, either alone or combined (Ramos-de-la-
Pefia, Montafiez, Reyes-Vega, Hendrickx, & Contreras-Esquivel, 2015). Due to its
nonpolarity, genipin can be easily separated from geniposide in in liquid-liquid two-
phase aqueous system (TPAS) comprised of ethyl acetate or n-butanol and water (Zhou,
Fan, Hong, Chai, & Wu, 2005). According to Zhu and co-workers (2014), 76.5 % of the
geniposide remains in the aqueous phase using ethyl acetate in TPAS. Moreover, this

system has the advantages of minimizing product degradation, reducing costs in the
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downstream processing and yielding a high purity end product (Wang, Liu, Xing, Liu,
& Song, 2016).

Until now, the highest concentration of genipin extracted from a fruit (gardenia)
was 58.83 mg.g? (genipin per gram of dried fruit), which was obtained using a
combination of solvents and enzymes (Winotapun, Opanasopit, Ngawhirunpat, &
Rojanarata, 2013). The enzyme-assisted extraction can be used both for rupturing the
cell wall to expose the components of interest, as well as to hydrolyze the sugar moiety,
thus releasing glucose from geniposide to form genipin. Different enzymes have been
used for this purpose, such as pectinesterase from Aspergillus aculeatus (Ramos-De-La-
Pena et al., 2014) and B-glucosidases from Penicillium nigricans (Xu et al., 2008),
Trichoderma harzianum (Dong et al., 2014) and Aspergillus niger (Gong et al., 2014).
However, when it comes to extractions from genipap, the maximum concentration of
genipin ever reported was 34 mg.g™*, which was obtained in a process without enzymes
(Ramos-de-la-Pefia et al., 2015).

In view of the above arguments and due to the large availability of genipap in
Brazil, enzyme-assisted extraction in TPAS was applied for the first time for genipin
recovery from genipap. The proposed methodology was based on the solubility of the
compounds released after geniposide hydrolysis in the TPAS comprised of an aqueous
buffer solution and ethyl acetate. The extractions were carried out varying the
conditions of pH, temperature and enzyme concentration. Chitosan gels were
crosslinked with glutaraldehyde or the extracted genipin, and their textural and
rheological properties were determined and compared. Finally, genipin and
glutaraldehyde crosslinked on chitosan gels were used for the immobilization of two

distinct model B-galactosidases for further application in lactose hydrolysis.
2. Experimental
2.1 Materials

Genipap fruit was purchased from a local market, situated in S&o Paulo (Brazil).
The fruits were chopped, frozen in an ultrafreezer (-80 °C), lyophilized, crushed into
powder and maintained at 8 °C until use. The commercial enzymes Celluclast,
Pectinex Smash XXL, and Pectinex Ultra Color (Novozymes®, Spain) were kindly
donated by LNF Latino Americana® (Brazil), while Lallzyme Beta was purchased from

Lallemand® (St. Simon, France). The enzyme-assisted extraction in the TPAS was
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carried out using distilled water and ethyl acetate (analytical grade, from Dinamica®).
[-galactosidase from Kluyveromyces lactis (Maxilact LX 5000) was obtained from
Globalfood® (Brazil). B-galactosidase from Aspergillus oryzae, 4-nitrophenyl-p-D-
glucopyranoside (PNPG, ID N7006), 2-nitrophenyl-p-D-galactopyranoside (ONPG, ID
N1127), pectin (ID 76282, 70-75% of esterification degree), lactose (ID 61345),
chitosan (ID C3646, from shrimp shells, >75% deacetylated), genipin standard (99 %
purity), formic acid, and methanol HPLC grade were acquired from Sigma-Aldrich®
(Brazil). All solvents and other chemicals were of analytical or HPLC grade. The
samples and solvents were filtered through Millipore® membranes of 0.22 pm
(cellulose acetate) and 0.45 um (polytetrafluoroethylene, PTFE), respectively.

2.2 Characterization of the commercial enzymes

Four commercial enzymes were tested for their enzymatic activities (total
cellulase, total pectinase and B-glucosidase). The amount of protein was determined by
the Lowry method (1951) using bovine serum albumin as standard. The total pectinase
activity was measured by the hydrolysis of a pectin solution (75 % esterification
degree), as follows: 100 pL of the suitably diluted commercial enzyme in sodium citrate
buffer, 0.05 M and pH 5.0 (buffer A) were added to 900 pL of the pectin solution (1
g.L) prepared in the same buffer (Dal Magro, Goetze, et al., 2016). The reaction was
conducted at 40 °C in a water bath during 2 min. The number of reducing groups was
quantified by 3,5-dinitrosalicyclic acid (DNS) according to the Miller method (1959)
and detected in a spectrophotometer at 540 nm. Total cellulase activity was determined
using Whatman® n°1 filter paper as the substrate, following the method proposed by
Ghose (1987). For this, 100 pL of the suitably diluted enzyme in buffer A were added to
900 uL of the same buffer containing 50 mg of filter paper and it was incubated at 50 °C
for 2 min. The released reducing sugars were quantified by DNS method and detected in
a spectrophotometer at 540 nm. One pectinase or cellulase unit was defined as the
amount of enzyme required to release 1 umol of reducing groups per minute, under the

reaction conditions described above.

The pB-glucosidase activity was performed using p-nitrophenyl-p-D-
glucopyranoside (PNPG) as substrate (Parry et al., 2001). The reaction consisted in 120
uL of buffer A, 80 uL of PNPG (4 mg.mL™) and 50 uL of the commercial enzyme
conveniently diluted in the same buffer. The mixture was incubated at 37 °C for 2 min,

and the reaction was stopped by adding 1 mL of sodium carbonate buffer (0.5 M, pH
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12.0). The absorbance was measured spectrophotometrically (405 nm) and the enzyme
activity was calculated using the molar extinction coefficient of the released p-
nitrophenol (€ = 13 L.mmol™~.cm™ at pH 10). One B-glucosidase unit was defined as the
amount of enzyme required to hydrolyze 1 pmol of p-nitrophenol per minute, under the

above conditions. All experiments were conducted in duplicate.

2.3 Enzyme-assisted extraction of genipin in liquid-liquid two-phase aqueous

system (TPAS) containing ethyl acetate
2.3.1 Effect of the enzyme concentration on genipin extraction in TPAS

Genipin extraction was performed in a water bath, in the absence of light, at 100
rpm and 37 °C. The samples were incubated in 10 mL Erlenmeyer's flasks containing
100 mg of genipap powder, 1.5 mL of the commercial enzyme (5 % vlv, in buffer A)
and 1.5 mL of ethyl acetate. Samples were collected every 30 min up to 120 min, and
the suspension was centrifuged at 3,000 x g (Sigma-4K15 centrifuge, Germany) for 5
min to sediment the vegetable debris. Afterwards, the organic phase (supernatant) was
collected, the ethyl acetate was evaporated, and the dry residue (genipin) was
redissolved in methanol 45 % (v/v) and filtered for subsequent analysis of genipin

content.

The commercial enzymes that provided the first and second highest genipin
recoveries were employed for extraction in the additional concentrations of 1 % (v/v)
and 10 % (v/v). Samples were collected every 30 min up to 180 min. A control
treatment was also conducted, containing dried genipap powder, ethyl acetate and buffer
A, but without enzymes. The results obtained in the extractions were carried out by two

independent experiments (duplicate).
2.3.2 Optimization of pH and temperature for genipin extraction

A central composite rotational design (CCRD) was employed to investigate the
optimum pH and temperature for genipin extraction at 150 min. 11 sets of experiments
were employed in this study to determine the significant factors. The significance of the
regression coefficients was determined by Student’s t-test. The variance explained by
the model was given by the multiple coefficient of determination, R2. Statistica 13.0
software (StatSoft, USA) and OriginPro 8.0 (OriginLab, USA) were used for regression
and graphical analysis of response surface.

2.4 Direct extraction of genipin
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The direct extraction was performed to completely leach the naturally occurring
compounds present in genipap. For this, 400 mg of dried genipap and 20 mL of
methanol 80 % (v/v, in ultra-pure water) were mixed in a vortex (genius 3, IKA®) at
maximum speed for 5 min. Afterwards, the mixture was centrifuged during 5 min
(3,000 x g, 4 °C) and the supernatant was collected for subsequent analysis. This
process was repeated several times until genipin was no longer detected in the
supernatants by HPLC-DAD.

2.5 Genipin analysis (HPLC-DAD-ESI/MS)

Recoveries of genipin extraction were determined using a Shimadzu HPLC
system equipped with two pumps, online degasser and column oven connected in series
to a diode array detector and a mass spectrometer with g-TOF analyzer and electrospray
ionization source (Bruker Daltonics, model microTOF-QIIlI, Bremen, Germany).
Samples previously filtered (10 pL, cellulose acetate membrane, 0.22 pm) were injected
into the chromatographic system and separated in a T3 Atlantis® column (150 mm x 6
mm, 5 um), using methanol:milliQ® water (45:55, v/v) as mobile phase at 0.9 mL.min™
and 29 °C (Gong et al., 2014). Genipin was quantified using analytical curves of the
compound standard (R2 > 0.99) with seven points (3.125 mg.L™ to 200 mg.L™). The
limit of detection (LOD) was estimated using a 3.3 signal-to-noise ratio criterium and
the limit of quantification (LOQ) as 10 times the above-mentioned ratio. The LOD and
LOQ were estimated at about 3.2 mg.L* and 9.6 mg.L™?, respectively. Genipin was
monitored at 238 nm, having a retention time of approximately 7 min. The compounds
were identified over the mass range of m/z 100 to 800 (-/+), at drying temperature of
310 °C and nebulizer at 300 psi.

2.6 Textural and rheological characterization of chitosan gels crosslinked with

genipin and glutaraldehyde

Chitosan (2 %, w/v) dissolved in 0.35 M acetic acid was cast into a circular Teflon
mold (13 mm diameter and 4 mm height) and subsequently precipitated using a
coagulation solution (1 M sodium hydroxide and ethanol 26 %, v/v). The gel formed
was washed several times until neutrality. Crosslinking was carried out using genipin
(0.5 %, w/v) in 0.05 M sodium citrate buffer pH 5.5 (buffer B) for 8 h at room
temperature. Different concentrations of glutaraldehyde (0.5 %, 3.0 % and 5.0 %, v/v) in

0.1 M phosphate buffer pH 7.0 (buffer C) were tested for crosslinking during 3 h at
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room temperature. The crosslinked gels were rinsed to eliminate the excess of genipin
or glutaraldehyde and stored at 4 °C until analysis.

Texture profile analysis (TPA) of the chitosan crosslinked gels was performed in a
TA-XT plus Texture Analyzer (Stable Micro System, UK) with a 20 mm diameter
cylindrical probe (P/20), previously calibrated using a load cell of 50 kg. The samples
were subjected to two consecutive cycle compression of 20 % at a constant speed of 2
mm.s™. From the force results, four textural parameters were quantified: hardness (or
firmness), that is the force required to attain a given deformation of the material;
cohesiveness, related to the work required to overcome the internal bonding of the
material; and the gumminess, defined as the force required to completely disintegrate
the material (Bourne, 2005). The effect of the different treatments was evaluated by
analysis of variance (ANOVA). Tukey’s t-test was used to distinguish differences

among treatments. All tests were conducted in triplicate.

The rheological properties of chitosan crosslinked gels were performed using a
rheometer (Haake MARS, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany) fitted with a
35 mm parallel plate with a gap of 4 mm. The rheometer imposed a strain sweep on the
gel and the Haake rheowin® software measured the resulting stress, thus providing the
parameters to understand the microstructural network of the gel system. These
viscoelastic properties comprised the elastic modulus (G’), the energy storage in the
material during deformation, and the viscous or loss modulus (G’’), the energy
dissipated as heat. Both properties were monitored during the strain variation of 0.1 %
to 100 % (y). The oscillatory strain sweep was performed in the controlled deformation
(CD) mode with a constant frequency of 1 Hz at 25 £ 1 °C. The analyses were
conducted in triplicate. Complex shear modulus (G*) was estimated in order to
determine the linear viscoelastic region (Zhai, Salomon, & Milliron, 2004), according to

the following equation:

G*=\G'>+G" (Eq. 1)

2.7 Enzyme immobilization

The preparation of chitosan for enzyme immobilization was conducted according
to a previous report (Klein et al., 2013). The particles were activated with genipin 0.5 %

(wlv, in buffer B), overnight at room temperature, or with glutaraldehyde 3 % (v/v, in
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buffer C), for 3 h at room temperature. Then, they were washed with the same buffers
and incubated with a solution of B-galactosidase from K. lactis (5 mL, 0.6 mg.mL™)
prepared in 0.1 M of phosphate-potassium buffer, pH 7.0, containing 1.5 mM of MgCl2,
and with a solution of B-galactosidase from A. oryzae (5 mL, 0.5 mg.mL™), prepared in
0.1 M of sodium acetate buffer, pH 4.5.

The enzyme activity was measured adding 25 pL of the free enzyme previously
diluted or three chitosan particles with the immobilized enzyme in 475 pL or 500 pL of
ONPG, respectively. The ONPG final concentration was 10 mM for K. lactis and 14
mM for A. oryzae B-galactosidases. The reaction was performed at 40 °C for 2 min, and
it was stopped by the addition of 1.5 mL of sodium carbonate buffer (0.1 M, pH 10).
One B-galactosidase unit was defined as the amount of enzyme required to hydrolyze 1
umol of ONPG per minute, under assay conditions. The immobilization yield (IY) and
the immobilization efficiency (IE) were calculated according to the following equations
(Sheldon & Van Pelt, 2013):

1Y (%) = Immobilized activity/Applied activity x100 (Eq. 2)
IE (%) = Activity measured on the support/Immobilized activity x100 (Eq. 3)
2.8 Storage and operational stability

Storage stability of the immobilized p-galactosidases was monitored during 35
days at 4 °C. The residual enzyme activity was measured as described above.

The operational stability of the immobilized enzymes was performed in
Erlenmeyer's flasks containing 5 mL of buffered lactose solutions (5 %, w/v) and 31 U
and 22 U of K. lactis and A. oryzae B-galactosidases, respectively. After each batch of
reuse, the immobilized enzymes were washed with buffer and incubated with the lactose
solution for a new batch. In the end of each batch of hydrolysis, samples were collected

and enzymatically assayed for glucose formation.
3. Results and discussion
3.1 Characterization of the commercial enzymes

Celluclast is known as a cellulolytic enzyme preparation from Trichoderma reesei,
which is able to hydrolyze (1,4)-B-D-glycosidic linkages in cellulose and other B-D-
glucans. Pectinex Smash XXL and Pectinex Ultra Color, obtained from Aspergillus

aculeatus and Aspergillus niger, respectively, are pectinase preparations able to catalyze
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the eliminative cleavage of (1,4)-a-D-galacturonan methyl ester, and can be producing
oligosaccharides with 4-deoxy-6-O-methyl-a-D-galact-4-enuronosyl groups at their
non-reducing ends. Concerning the catalytic action of Lallzyme Beta, according to the
supplier, it is a pectinolytic enzyme preparation that has a strong secondary glycosidase
activity, produced by the fungus Aspergillus niger. The commercial enzymes were
applied on the unripe genipap, which contains only traces of pectin and 0.45 g of

cellulose per gram of dried fruit (Martina, 1931, cited by Figueiredo et al., 1986).

Protein concentration and activities of total pectinase, total cellulase and total -
glucosidase were evaluated to understand the possible mechanism of action of each

commercial enzyme in genipin extraction (Table 1).

Table 1. Protein concentration and total pectinase, total cellulase and total -

glucosidase activities present in commercial enzymes.

Commercial enzyme Protein Total pectinase Total cellulase Total B-glucosidase
(mg.mL™Y) (U.mL? (U.mL?) (U.mL?
Celluclast 275.99+1.49° 638.41+15.96° 2038.39 + 163.53° 62.40 + 1.92°
Pectinex Smash XXL  111.72+1.91¢  774.49 + 42.83¢ 228.95 * 16.66¢ 0.92 + 0.08¢
Pectinex Ultra Color 106.24 £2.62°  1126.66 + 6.23° 939.77 + 43.61°¢ 11.75 £ 0.24°
Lallzyme Beta* 457.13 £3.74* 10467.04 + 560.67% 23198.96 + 1627.51° 95.19 +1.928

*Protein in mg.g* and activities in U.g™; Means followed by the same letter are not significantly different
by Tukey’s multiple comparison tests in each type of analysis (p<0.05).

Analyzing the Tab. 1, all commercial enzymes displayed the activities declared by
the suppliers. The highest total pectinase activity was obtained using Lallzyme Beta,
while Lallzyme Beta and Celluclast exhibited the highest total cellulase and total -
glucosidase activities. Regarding protein concentration, Lallzyme Beta and Celluclast
also show the highest results (457.13 mg.g™* and 275.99 mg mL, respectively), while
Pectinex Ultra Color presents the lowest protein content (106.24 mg mL™). This
concentration can be an indicative of the degree of purity of these enzymes along with
the information of their activities. Hence, in the next experiments, we investigated the

effects of all these commercial enzymes activities on the extraction of genipin.

3.2 Enzyme-assisted extraction of genipin in liquid-liquid two-phase aqueous

system (TPAS) containing ethyl acetate
3.2.1 Effect of the enzyme concentration on the genipin extraction in TPAS

Figure 1A displays the kinetics of the enzyme-assisted extraction of genipin in the
TPAS along time. As it can be seen, the concentration of genipin increases with the

reaction time and tends to the stabilization after 90 min of reaction. This result can be
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explained by the possible inhibition of p-glucosidase, since the conversion of
geniposide into genipin releases glucose, an inhibitor of this enzyme. Moreover, the
genipin formed is susceptible to spontaneous crosslinking with primary amino groups
from peptides or proteins by covalent bonds in the aqueous phase. This reaction leads to
the formation of an irreversible blue pigment, hindering the passage of genipin to the

organic phase (Paik et al., 2001).
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Figure 1. Kinetics of the enzyme-assisted extraction of genipin in TPAS using the
commercial enzymes at 5 % (v/v) (a) using the two better commercial enzymes at 1 %
(v/v) and 10 % (v/v) (b).

According to the graph of Fig. 1A, it is possible to observe that genipin extraction
is stabilized after 90 min. Pectinex Ultra Color, Pectinex Smash XXL and the treatment
without enzymes have little effect on the genipin conversion at 90 min. In these
conditions, the concentrations of genipin were 36.18 mg.g?, 42.63 mg.g*! and 43.62
mg.gt, respectively. This lower effect can be probably due to the low content of

cellulase and B-glucosidase in these preparations when compared to the others, once
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these enzymes are essential for the hydrolysis of cellulose from the cell wall and
geniposide, respectively (Xu et al., 2008). Li and co-workers (2015), also found that

cellulases can extract more genipin (from Eucommia ulmoides) than pectinases.

Higher concentrations of genipin from the extraction were achieved using
Celluclast (81 mg.g™) and Lallzyme Beta (69 mg.g™) at 90 min. These results can be
explained by the efficient hydrolysis of the cell wall, due to the high cellulolytic and

glycosidic activities in these enzyme preparations.

An additional process of extraction was carried out in order to evaluate the
influence of ethyl acetate throughout the reaction. To do so, ethyl acetate was added in
the final 30 min before reaction interruption. This condition, at the end of the extraction,
provided only half of the concentration of genipin achieved in the previous experiments.
The long reaction time without the presence of TPAS may increase the chances of
crosslinking between genipin and proteins, explaining this result. Then, the addition of
ethyl acetate from the beginning of the reaction allows the continuous migration of

genipin as soon as it is released.

Since Celluclast and Lallzyme Beta provided improved concentrations of genipin
from the extractions, they were also tested in the additional concentrations of 1 % (v/v)
and 10 % (v/v) during 180 min of reaction (Fig. 1B).

Figure 1B shows an increase in genipin concentration with time using different
enzyme concentrations. Using Celluclast 10 % (v/v) and Lallzyme Beta 10 % (w/v)
during 150 min of reaction, it was possible to obtain 97.33 mg.g™* and 82.52 mg.g™* of
genipin, respectively. Celluclast appears to be more effective for genipin extraction
compared to Lallzyme Beta, which could represent an advantage from an economical
point of view, since Celluclast is less expensive than Lallzyme Beta. According to Cho
and co-workers (2006), cellulases from Aspergillus oryzae (used in the production of
Lallzyme) are less capable of extracting genipin than cellulases from Trichoderma
viride (the same genus as Trichoderma reesei, used in the production of Celluclast).
Moreover, pectin methyl esterases hydrolyze methyl ester bonds from pectin, releasing
methanol and pectic acid. The pectic acid, in turn, avoids the typical crosslinking of
genipin with proteins, since, in the presence of bivalent cations (as Ca?"), it can form
complexes comprised of pectic acid, calcium and proteins, thus capturing proteins that
could react with genipin (Ramos-De-La-Pefia et al., 2014). Possibly, the calcium present

on genipap (46.3 mg.g™* in the unripe fruit and 33.4 mg.g in the ripe fruit) (Figueiredo
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et al., 1986), released during extraction, might be involved in this reaction. These
arguments explain the high concentrations of genipin obtained with Celluclast, since
this commercial enzyme has 808 U.mL™ of pectin methyl esterases not found in

Lallzyme Beta (Dal Magro, Dalagnol, et al., 2016).
3.2.2 Effect of pH and temperature for genipin extraction

Effect of pH and temperature for genipin extraction were assessed by CCRD
using Celluclast 10 % (v/v) during 150 min of reaction. The results can be seen in Table
2.

Table 2. Experimental design and results for genipin extraction according to the
23 full factorial central composite design using Celluclast 10 % (v/v) (confiance = 95
%).

Treatment Factors Co_nc_entratio_n
Temperature (°C) pH  mg genipin.g genipap™
1 30 55 96.02
2 36 3.7 195.97
3 36 7.3 95.62
4 50 3.0 150.61
5 50 55 83.68
6 50 55 87.33
7 50 55 80.59
8 50 8.0 87.87
9 64 3.7 89.94
10 64 7.3 65.87
11 70 5.5 114.67

Temperature effect: -27.5 (p <0.05); pH effect: -53.3 (p< 0.05); R-sqr: 0.75.

The experimental study indicated that pH and temperature effects have a negative
behavior in genipin extraction and a statistically significant interaction (p = 0.008). The
highest concentration of genipin (196 mg.g™) was obtained at a mild condition of
temperature and slightly acid pH (36 °C and pH 3.7). Compared to others works, the
data found using the experimental design in this study was almost six times superior and
twelvefold faster than the best extraction of genipin from genipap (34 mg.g*) (Ramos-
de-la-Pefia et al., 2015) and three times superior when compared with the best genipin
extraction obtained from gardenia fruit, using enzymes and solvents (58.83 mg per gram
of Gardenia jasminoides) (Winotapun et al., 2013). These comparisons reveal that,
currently, the extraction method employed in this work is the most efficient to obtain
genipin from genipap and possibly indicates that genipap pulp has greater

concentrations of geniposide than gardenia fruit.
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Most enzymes are unstable at higher temperatures and the maintenance at low
temperatures preserves enzyme activity, allowing its continuous action on the substrate
(genipap). On the other hand, increased pHs facilitate amino groups deprotonation (-
NH.), improving the probability of interaction between proteins (added enzymes or
proteins/enzymes from genipap) and genipin in the aqueous phase, preventing its
transfer to the organic phase. In addition, according to Delmar and co-workers (2015),
the crosslinking between chitosan and genipin can be fourfold faster in higher pHs (pH
5.5) than at lower pHs (pH 4.5), emphasizing the higher probability of interactions at
higher pHs. In our extractions carried out at higher pHs (as pH 7.3 and pH 8), the
crosslinking of genipin and proteins was observed through the formation of a strong
color blue pigment (see Supplementary material, Fig. S1). The same was not visualized
at 36 °C and pH 3.7, since in this condition the probability of genipin reaction with

protein is low, due to the presence of protonated amino groups (-NHa).

3.3 Direct extraction of genipin from genipap and spectroscopic identification of

compounds

In the best condition of pH and temperature, it was possible to extract
approximately 196 mg.g* of genipin with 97 % of purity, as confirmed by HPLC-DAD.
However, aiming to a determination of the total content of genipin available in genipap
a direct extraction was carried out using methanol 80 % (v/v).

Over direct extraction, single three cycles were sufficient to extract all genipin in
the fruit, which was 38.28 mg.g™* with 32 % of purity. This result is lower than the
concentration achieved without enzymes in TPAS (43 mg.g™! with 87 % of purity) and
can be an indicative that methanol inhibits the enzymes naturally present in the dried
fruit. Moreover, the TPAS confers to both enzyme and genipin a protective
environment, preventing the denaturation of enzymes due to contact with organic
solvents and the possibility of crosslinking between proteins and genipin in the aqueous
phase.

The compounds from direct extraction and enzyme-assisted extraction in TPAS
were separated and analyzed by HPLC-DAD-ESI/MS. By the fragmentation pathways,
it was possible to identify four different iridoids: genipin, geniposide, shanzhiside and
the aglycone of shanzhiside. The structures and its chromatographic and spectroscopic
characteristics can be seen in Supplementary material, Figure S2, and in Table 3,

respectively.
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Table 3. Chromatographic and spectroscopic characteristics of the compounds
present in the organic phase recovered from the enzyme-assisted extraction in TPAS

and from the direct extraction.

UV Compared

Extraction Compound Mass tr - with [M-H] [M+AcQ] ESI-MS/MS
1 s \a max
method (g.molt) (min) (nm)P  standard m/z m/z m/z
Enzyme- Aglycone
assisted of 230.214 3.2 233 No 211 - 201,207, 147,123, 101,
- - 167
extraction shanzhiside
in TPAS  Genipin 226.228 6.6 238 Yes 225 - 123, 101, 207
. 391— 229, 119, 167, 185,
Sanzhiside 392.355 3.1 228 No 391 - 149 113
Direct  eniposide 388.369 47 238  No ol . 433— 225 101,207, 123
extraction 433

(-)225— 147,101, 123

Genipin  226.228 6.6 238 Yes 225 225 (+)225— 123, 101, 207

Retention time on the column; "solvent: methanol:milliQ water (45:55, v/v).

The structures were further characterized mainly based on their MS fragmentation
behavior. Both chromatographic and spectroscopic characteristics of the samples
confirmed the presence of genipin in negative ionization mode, except for the direct
extraction, which was identified also in the positive ionization mode. The genipin
molecule was identified in its deprotonated form (m/z 225). The fragment at m/z 207
was generated by the loss of an OH radical localized in C* from the ion at m/z 225. The
product ion at m/z 147 was relative to a successive loss of an OH radical on C* and a
methyl ester (32 u) on C-4 (Ding et al., 2012). The presence of a product ion at m/z 123
resulted from the loss of 3-oxopropanoate methyl group (102 u) from genipin and the
fragment at m/z 101 was regarded to the 3-oxopropanoate group of ionized methyl also
from genipin (Wu et al., 2014).

The other iridoid found in the enzyme-assisted in TPAS extraction was the
aglycone of shanzhiside, a structure similar to genipin. The differences between them
concerns on the C-4, C-6 and C-8 atoms (Fig. 3). The aglycone of shanzhiside has 230
g.mol! of mass and it appeared in the [M-H]- spectra at m/z 211, a signal due to a loss
of a water molecule (18 u) (Zhou et al., 2010). The other signals occurred at m/z 201,
corresponding to a loss of CO molecule (28 u), and at m/z 147, due to a break of its

structure, probably releasing CeHs.

Besides genipin, two iridoid glycosides were found in the direct extraction. These
structures are glycosylated molecules due to the absence of enzymes to cleave and

release glucose in this extraction. The first compound was the shanzhiside, identified in



86

its deprotonated form in [M-H]- at m/z 391, which was in accord with the literature
(Zhou et al., 2010). The fragment at m/z 229 referred to the loss of a glucose molecule
(162 u), while the product ion at m/z 185 could be assigned to a loss of CO2 molecule
(44 u). In addition, fragments at m/z 167 and at m/z 149 indicate successive losses of
water molecules (18 u). Moreover, the product ion at m/z 119 corresponds to a partial
cleavage and release of glucose molecule presents in the shanzhiside structure (see Fig.
3). The same characteristics were related by Zhou and co-workers (2010). The last
released component in this extraction, using methanol 80 %, was the geniposide. It was
identified in its deprotonated form at m/z 387 and at m/z 433, as also found by Wang
and co-workers (2016). The fragment ion at m/z 433 was probably generated from
binding with an ethyl ester molecule (46 u). The product ions of genipin were also

observed in this ionization at m/z 225 due to the release of geniposide’s glycosidic
group.
3.4 Textural and rheological characterization of chitosan gels crosslinked with

genipin and glutaraldehyde

Textural properties of chitosan gels crosslinked with genipin and glutaraldehyde

were determined using a texture analyzer (Table 4).

Table 4. Textural profile analysis of chitosan gels crosslinked with genipin or with

glutaraldehyde.

Units in gram force!

Chitosan gels

Hardness Cohesiveness®>  Gumminess
(control) 55.2+2.92 1.0+ 0.0? 56.8 + 0.6%
0.5 % (w/v) of genipin 254.3+845° 1.0+0.1% 231.8 + 43.2"¢
0.5 % (v/v) of glutaraldehyde ~ 101.0 + 7.0%° 1.0 +0.0? 101.7 +10.22
3 % (v/v) of glutaraldehyde 164.7 + 48.3* 0.9 +0.12 140.5 + 31.4%
5 % (v/v) of glutaraldehyde 325.4 + 23.7° 0.8+0.1° 271.3 + 35.4¢

!Means followed by the same letter are not significantly different by Tukey’s multiple comparison tests (p
<0.05); 2undimensionless.

The chitosan gels crosslinked with glutaraldehyde presented an improvement in
their properties of hardness and gumminess with increasing glutaraldehyde
concentrations, except for cohesiveness. The control sample, as expected, gave the
lowest values for the parameters evaluated. The presence of the crosslinker allows the
formation of covalent linkages that maintain a rigid structure of chitosan gels.
According to Mi and co-workers (2002), crosslinking of chitosan gels with

glutaraldehyde and genipin is able to significantly reduce the in vivo degradability of
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the particles. Then, all the samples crosslinked with glutaraldehyde have shown more
resistance to deformation and disintegration. The cohesiveness of gels crosslinked with
different concentrations of glutaraldehyde does not differ significantly among the
formulations. This is probably due to the fact that the force being applied was not
enough to disestablish the internal bonds of the material (Ikeda & Henry, 2016). When
genipin 0.5 % (w/v) was used for crosslinking of chitosan gels, the values of hardness
and gumminess were between those for the gels crosslinked with glutaraldehyde 3 %
(viv) and 5 % (v/v). This way, in order to obtain the same textural quality, a less
concentration of genipin is required in comparison with glutaraldehyde, thus

representing an advantage from the economical and toxicological point of view.

Aiming to understand the stability of these gels to deformation, a characterization
using a rheometer was carried out. Figure 2 displayed the samples behavior after the
strain sweep test is applied. In the graphs, the variation of the viscoelastic properties, G’
(elastic modulus), G*’ (viscous modulus) and G* (complex shear modulus), on the long
of the strain amplitude applied give the stability behavior of samples. The complex
shear modulus indicates the attractive force among particles of the material sample. G*
is defined as strain level where the complex shear modulus drops to 90 % of the original
G* value. Thus, the strain amplitude intervals at which the G* remains stable represents
that the material network does not depend on the level of applied strain and the material
behaves as a highly and stabilized structured (Zhai et al., 2004).
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Figure 2. Variation of the viscoelastic properties as a function of the strain
amplitude at 25 °C and 1 Hz. Open symbols indicated G’ (O), closed symbols indicated
G”’ (®) and line indicated G* (-). Samples are as follows: (a) control; (b) chitosan
crosslinked with genipin 0.5 % (w/v); (c) chitosan crosslinked with glutaraldehyde 0.5
% (v/v); (d) chitosan crosslinked with glutaraldehyde 3 % (v/v); (e) chitosan crosslinked

with glutaraldehyde 5 % (v/v) (axes are displayed in logarithmic scale).

The graphs from Fig. 2 display a similar behavior for all the gels analyzed. It is
known that when G’ is higher than G’, the system is more resistant and has a solid-like

behavior, such as strong gels and balms. When G’ has the same magnitude as G”’, the



89

system is softer and stickier. On the other hand, when G’ is higher than G’, the gels are
weak and the system has a liquid-like behavior (Coblas, Broboana, & Balan, 2016). It
can be observed that when an external strain is imposed, the system resists against
deformation up to a certain strain, when G’’ becomes higher than G’; from this point,
the structure of the system becomes unstable. Therefore, the gels are stronger at the
beginning of the strain sweep, and, at the end, get more similar to a fluid. For the
chitosan gels crosslinked with genipin 0.5 % (w/v) and with glutaraldehyde 3 % (v/v),
G’ values stay higher than G”” under a large range of strain compared to the other gels,
being an indicative of higher stability. Moreover, during the application of the strain
sweep, it is possible to perceive, at first, an improvement of G’ values followed by
their decreasing (Hyun, Kim, Ahn, & Lee, 2002). According to Hyun and co-workers
(2002), this is known as weak strain overshoot and occurs in materials similar to

xanthan gum.

Analyzing the G* values (Fig. 2), the stability of the gels system over strain
amplitude was lower for the control gel and for the gels crosslinked with glutaraldehyde
0.5 % (v/v) and 5 % (v/v) compared to the gel crosslinked with genipin 0.5 % (w/v). The
linear viscoelasticity zone of the chitosan gels crosslinked with genipin 0.5 % (w/v)
goes from 0.1 % to 2 % of the applied strain. Similar results were obtained by Moura
and co-workers (2007), who affirmed that chitosan hydrogels crosslinked with genipin
were stronger to deformation compared to control samples. On the other hand, the
chitosan gels crosslinked with glutaraldehyde 3 % (v/v) tested in this study were stable
from 0.1 to 1.98 % of the applied strain. This gel exhibited a similar stability compared
to the system using genipin 0.5 % (w/v). However, it is possible to realize that when an
excessive amount of crosslinker is added on chitosan gels, their stabilities decrease. It
can be attributed to an excess of covalent bonds inside the gel structure, conferring a
rigid structure, however more brittle. Then, it can be concluded that for glutaraldehyde,

an intermediate concentration is ideal, giving rise to resilient chitosan gels.

Based on the rheological properties, the chitosan gels with genipin 0.5 % (w/v)
and with glutaraldehyde 3 % (v/v) have the highest dynamic modulus, characterizing
them as the most resistant to total strain G* of all the gels evaluated. Regarding the
textural properties, the gels crosslinked with genipin 0.5 % (w/v) are superior to those

with glutaraldehyde 3 % (v/v). This fact can be explained by the structural differences
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provided to the gels when using genipin or glutaraldenyde as crosslinkers
(Supplementary material, Figure S3).

According to Butler and co-workers (2003), the crosslink formed with genipin
molecules will be more flexible, allowing network polymer molecules to be linked
further apart. The structure of genipin confers flexibility to the crosslinking system due
to the arrangement of its cyclic rings, more resilient than comparing with
glutaraldehyde, which has a linear chain that renders the chitosan gels more rigid and
brittle. From the crosslinked structures in Fig. 5, it can be observed that genipin-
crosslinked network has a more steric hindrance that minimizes the impact of external
forces due to its bulky heterocyclic structure (Mi et al., 2002). Therefore, it can be said
that the different crosslinkers directly interfere in the structures and features of the

chitosan gels formed.

In general, it is possible to conclude that glutaraldehyde can be replaced for
genipin 0.5 % (w/v) for chitosan gels crosslinking, presenting many advantages: (i) it
results in a more resistant and resilient structure, (ii) it requires ten times less crosslinker
when compared with glutaraldehyde 5% (v/v) (usually used for immobilization (Klein et
al., 2012)), (iii) it provides less cytotoxic gels than glutaraldehyde (Sung et al., 1999),
(iv) it has the property of fixing proteins, and (v) it shows resistance against in vivo
degradation (Mi et al., 2002).

3.5 Enzyme immobilization

Genipin reacts covalently and spontaneously with any primary amine group
through a monosubstitution reaction (Butler et al., 2003). Due to this feature, it can be
employed as a crosslinking agent in immobilization protocols. In this work, we evaluate
and compare the immobilization of two different B-galactosidases as model enzymes on

chitosan, which was previously activated using extracted genipin or glutaraldehyde.

The IY (immobilization yield) of K. lactis and A. oryzae [-galactosidases
immobilized on the chitosan activated with genipin was 74 % and 67 %, respectively.
Using glutaraldehyde, the 1Y was 99% for both enzymes. Regarding the IE
(immobilization efficiency), 8 % and 3 % were obtained with genipin as crosslinker,
and 7 % and 46 % when using glutaraldehyde, for K. lactis and A. oryzae [-
galactosidase, respectively. Despite the low values of IE (quite normal in
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immobilization studies), it was possible to attach the enzyme to the chitosan particles
through crosslinking with genipin.

The reusability of the immobilized enzymes was performed to assess the
maintenance of its catalytic activity in several batches of lactose hydrolysis (reuses)
(Supplementary material, Figure S4). For the first batch, the A. oryzae and K. lactis j3-
galactosidases immobilized on chitosan activated with genipin were able to hydrolyze
63.6 % and 86.5 % of the lactose solution (Fig. S4a), respectively. For the -
galactosidases immobilized on chitosan activated with glutaraldehyde, the percentages
of lactose hydrolysis were 4.6 % and 8.5 % for A. oryzae and K. lactis 3-galactosidases
(Fig. S4b), respectively. After 19 cycles of reuse, the biocatalysts were still able to
hydrolyze almost the same percentage of lactose. The lactose hydrolysis was always
higher when using the B-galactosidases immobilized using genipin as a crosslinker. It is
possible that the active conformation of enzyme molecules are less affected by genipin
than by glutaraldehyde, which presents a small and very reactive structure. According to
Giacomini and co-workers (1998), the reaction of glutaraldehyde with enzymes is
responsible for changes in the enzyme conformation with a resultant loss of activity.
Since K. lactis [B-galactosidase has more hydrolytic nature than A. oryzae p-
galactosidase (that is better for transgalactosylation reaction), the percentages of
conversion were always higher when using the biocatalyst containing K. lactis -

galactosidases.

The stability of [-galactosidases immobilized on chitosan with the two
crosslinkers was also evaluated under refrigeration at 4 °C and, during all storage time
(35 days), the enzymatic activity remained constant.

4. Conclusions

In this study, we applied for the first time the enzyme-assisted extraction in TPAS
to obtain genipin from genipap. This technique proved to be simple, inexpensive and
efficient to extract the highest genipin concentration from genipap reported until now
(196 mg.gt). Moreover, from this study, we found that low pHs are adequate for the
genipin extraction, while neutral pHs are recommended for the crosslinking reaction of
proteins and enzymes. In general, chitosan gels crosslinked with genipin showed to be
more resilient and stable than compared to gels crosslinked with glutaraldehyde, giving
rise to very active B-galactosidase biocatalysts. Finally, our results suggest that genipin

Is a promising agent, able to replace glutaraldehyde with several advantages.
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ABSTRACT

Genipin is an iridoid obtained from the hydrolysis of geniposide, both genipin and
geniposide being found in various plant species. When pure, genipin has high added
value and a wide range of applications. Thereby, this review aims to present its
properties, main plant sources, extraction methods, and possible applications in different
fields. The main benefits of genipin include its low cytotoxicity and high reactivity with
amino acids, proteins, and peptides. The compound is currently employed as a natural
activation agent for enzyme immobilization, as well as in biomedicine, tanning and
fabric dyeing, besides presenting promising characteristics for applications in the food
industry. The species Gardenia jasminoides and Genipa americana L. are the most
commonly used for genipin extraction, although other sources, such as Eucommia
ulmoides and Apodytes dimidiata, are also known. Genipap fruit (Genipa americana L.)
represents an excellent vegetal source for the extraction of genipin, and in comparison
with Gardenia fruit, has a greater content of genipin and geniposide. Extraction of
genipin has been done for almost 60 years, but lately an increasing number of works
have shown the development of more environmentally friendly extraction techniques,

thus reducing the use of toxic substances while obtaining genipin from plant sources.

Keywords: genipin; geniposide; extraction methods; genipap; properties.
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1. Introduction

Genipin is an organic compound discovered in 1960 by Djerassi and
collaborators. Belonging to the superclass of lipids, it is an iridoid known as the
aglycone form of geniposide. The structural difference of geniposide with respect to
genipin is found in the C1 of hexane, where the former is bonded with glucose and the
latter with a hydroxyl group. Later, more accurate in 1997, Dewick uncovered terpenoid
biosynthesis, and in 2007, Liu & Lou found that the source of geniposide was given
from the cycles of mevalonic acid pathway (MAP) and 2-C-Methylerythritol 4-
phosphate (MEP).

Genipin, as well as geniposide, can be naturally found in many different plant
species. According to the literature, their main sources are Gardenia jasminoides
(gardenia) and Genipa americana L. (genipap fruit). In gardenia fruit, genipin
corresponds to 0.17%, whereas in genipap this amount may range from 1% to 3%
(Djerassi et al., 1960; Ramos-de-la-Pefia et al., 2016). Moreover, the geniposide content
available in gardenia is 4.2%, while in green genipap fruit it reaches approximately 12%
of dry matter (Bentes and Mercadante, 2014; Xu et al., 2016).

Thus, among currently known plant sources, genipap has been considered the
most promising in terms of genipin extraction. Widely distributed in Central and South
America (Renhe et al., 2009), the fruit possesses both genipin and geniposide in its

endocarp and mesocarp (Ramos-De-La-Pefia et al., 2014).

Due to genipin’s high added value, an increasing number of studies have revealed
new methodologies for its extraction, for instance, enzymatic action, solvents and
ultrasound. Since these techniques may provide different extraction efficiencies, careful

analysis is needed prior to their application, either alone or combined.

When isolated, genipin presents itself as a white to yellowish powder, which is
capable of spontaneously reacting with primary amino groups, thus producing an
intense blue coloration. This, along with genipin’s high resistance to temperature
variations, makes it a compound of wide application, with promising uses in enzyme
immobilization and biomedicine, owing to its crosslinking ability; in the food industry
and for quantification of amino groups, because of its colorimetric property; and even in
medicine, since hepatoprotective, anticancer, neuroprotective, choleretic, anti-

inflammatory, antithrombotic, antibacterial, gastritis curative, antidiabetic and anti-
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depressant-like effects related to genipin have been reported (Kim et al., 2013; Tian et
al., 2010; Winotapun et al., 2013).

Therefore, the aim of this study is to present a review of the main plant sources
for genipin extraction, as well as existing extraction methods and the properties of
extracted genipin for application in the biomedical, food, scientific research, among
other fields.

2. Biosynthesis of genipin

Genipin is classified as an iridoid, a type of monoterpene produced by plants.
Iridoids are synthesized from geraniol, a monoterpene derived from either MAP or MEP
biosynthetic pathways (Dewick, 1997; Liu and Lou, 2007) (Figure 1). Through
oxidation and hydroxylation reactions, a new carbon-carbon bond is formed (Michael
nucleophilic addition), leading to the cyclization of geraniol, thus originating the iridoid

nucleus (Sampaio-Santos and Kaplan, 2001; Simdes et al., 2004).

Then, oxidation of C'1 from the iridotrial generates the aglycone of o-
deoxycholanic acid. This, upon undergoing glycosylation, forms a-deoxyglycan acid,
known as the precursor of iridoids with 8o stereochemistry (o conformation at C0)
(Jensen, 1991), of which boschaloside and tarennoside are reaction intermediates.
Following, geniposidic acid and geniposide are formed (Uesato et al., 1984). Genipin,
which in turn, is formed after methylation and deglycosylation of geniposidic acid
(Inouye et al., 1969).
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Figure 1. Reactional intermediates of iridoid biosynthesis from geraniol. Adapted
from von Poser (1997), Dewick (1997), and Sampaio-Santos & Kaplan (2001).

The cyclopentane-dihydropyran ring system that composes the basic structure of
iridoids (Sampaio-Santos and Kaplan, 2001), as well as the chemical structures of
genipin and geniposide, are shown in Figure 2. Geniposide has a molecule of glucose
bonded to C, whereas genipin is its aglycone. Therefore, genipin is more apolar than
its precursor (Q. C. Chen et al., 2009).

ﬂ? sk

HO OH
HO

Figure 2. General structure of iridoids (a), geniposide (b), and genipin (c).
Adapted from Sampaio-Santos & Kaplan (2001) and Wang et al. (2015).

3. Plant sources of genipin
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Genipin can be extracted from different plant sources. It is present in both
endocarp and mesocarp of genipap, and in the fruit of Gardenia jasminoides. It can also
be found in the leaves and stems of Tocoyena formosa and Randia spinose, as well as in
the fruits of Castilleja tenuiflora, Bellardia trixago and Eucommia ulmoides (Ramos-de-
la-Pefa et al., 2014; Coelho et al., 2006; Hamerski et al., 2003; Carrillo-Ocampo et al.,
2013; Venditti et al., 2013; Lee et al., 2014; Winotapun et al., 2013).

A list of these and other species, and the segment of the plant where genipin or

geniposide have already been identified are presented in Table 1.

Table 1. Plant sources for extraction of genipin/geniposide.

Geographic

Species Family distribution Plant part Reference
Ga_rdenlajasmmmdes Rubiaceae Asia Eruit and flowers (Ramos-de-la-Pefia et
Ellis al., 2016)

Endocarp and (Bentes and
Genipa americana L. Rubiaceae iﬂé:?éssnd South mesocarp of Mercadante, 2014;

unripe fruit Renhe et al., 2009)
Tocoyena formosa Rubiaceae Americas Stem and leaves (Coelho et al., 2006)

L . . (Hamerski et al., 2003;
Randia spinosa Rubiaceae Asia Stem Singh et al., 2010)
Canthium multiflorum Rubiaceae Burkina Faso Leaves, fowers  (Kouam et al., 2013;
(Africa) and fruit Traoré et al., 2008)

Eucommia ulmoides Eucommiaceae China Bark (Lietal. 2015)
Castilleja tenuiflora  Orobanchaceae North America Flowers (Z%ig)l llo-Ocampo etal.,
Bellardia trixago Orobanchaceae IF\Q/Ieegdig?]rranean Flowers (Venditti et al., 2013)
Apodytes dimidiata  Icacinaceae South Africa Bark (Drewes et al., 1996;

Kayonga, 1996)

According to Parmar & Sharma (2000), geniposide can also be found in other
species, such as Gardenia augusta, G. lutea and G. sootenpesis. In addition, several
species of Galium L. are cited as containing geniposide acid in their composition, for
instance, G. palustre, G. odoratum, G. rivale, G. humifusum, G. schultesii, G.
pseudoaristatum, G. octonarium, G. rhodopeum, G. aegeum, G. lovcense, G. album ssp
album, G. album spp pychnotrichum, G. aparine and G. tricornutum (Mitova et al.,
2002).

US patent 20100196298 Al (Andre et al., 2010) reports the possibility of pigment
formation by extracts from seven species in the Rubiaceae family, due to the presence

of numerous iridoids, including geniposide. In addition, dyeing of human keratin fibers
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for cosmetic purposes using plant extracts from 87 different species is reported in the
patent WO 2013045701 A2 (Hervé and Gwenaélle, 2013).

Among all the aforementioned species, the fruits of Gardenia jasminoides and
Genipa Americana are the most widely used for genipin extraction. Gardenia fruit can
be found throughout subtropical to temperate East Asia, from Vietnam to the southern
part of Japan (Ueda et al., 1991), as well as distributed in the southerly provinces of the
Yangtze River in China (Wang et al., 2012).

In powder form, gardenia is widely used by the Chinese as a medicinal herb, since
it presents antidiabetic, anti-inflammatory, antioxidant, antiphlogistic, antidiuretic,
antihemostatic and anticancer properties, besides improving the quality of sleep (Xiao et
al., 2017). Moreover, antidepressant activity has been observed through the use of oil
from Gardenia jasminoides (Tao et al., 2014), where geniposide is highlighted as its

active ingredient (Zhou et al., 2012).
3.1 Genipa americana Linnaeus
3.1.1 General features

Genipap tree belongs to Rubiaceae family, subfamily Ixorideae (Martins and
Nunez, 2015). It can reach up to 12 m high, with stem diameter of about 60 cm, and a
large canopy with many branches. Its petiolate flat leaves can be grey to greenish in
color, varying from 20 cm to 42 cm long and 9 cm to 16 cm wide (Corréa and Penna,
1984; Estrella and Botto, 1995). Yet the annual production of fruit is unknown, it is
estimated that each well-developed tree can yield up to 140 kg of genipap (Gomes et al.,
2010).

As for most tropical fruits, genipap’s high perishability represents an obstacle to
its commercialization (Alves, R. E.; Chitarra, A. B.; Chitarra, 1995). Therefore, a
possible alternative to increase its shelf-life would be the industrialization into powder
or dried fruit, similarly to Gardenia jasminoides products sold in Asia (de Figueiredo et
al., 1986). Currently, in Brazil, genipap is mainly used for beverage production and

preparation of jams (da Silva et al., 1998, 2009; Fernandes and Rodrigues, 2012).
3.1.2 Genipap’s composition and stage of maturation

In Brazil, genipap fruit’s ripening occurs from November to December

(Rodrigues and Renhe, 2008). Each fruit weighs approximately 198 g, with 11.5 and
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67.5 g corresponding to peel and seeds, respectively (de Figueiredo et al., 1986).
Genipap’s composition, including iridoid and phenolic compound content, varies
according to its maturation stage (Bentes and Mercadante, 2014; de Figueiredo et al.,
1986). While unripe, genipap’s skin is green, becoming yellow-orange with ripening.
With respect to the pulp, blue spots appear amidst its initially light color, then becoming
yellowish when “at once” (the stage of maturation corresponding to the beginning of

yellowing of the peel) or ripe (Rodrigues and Renhe, 2008).

The fruits of Rubiaceae family, as a whole, are characterized by high levels of
iridoids. These compounds are part of the secondary metabolism of plants and act as
defenders during interactions with herbivorous animals. According to Bentes &
Mercadante (2014), the unripe genipap has 90% more iridoids than the fruit in its
mature stage. Hence, most of genipin extraction methodologies from genipap apply the

fruit while still green.

Genipin was the first iridoid isolated from genipap fruit, what was achieved by
Djerassi et al. in 1960. Later, in 1972, Guarnaccia and colleagues extracted geniposidic
acid from leaves and fruit, and nineteen years later, in 1991, Ueda and colleagues

isolated several iridoids, including a glycosylated one called geniposide.
4. Extraction methods of genipin

Genipin is naturally found in some plants, although high concentrations can be
achieved when direct hydrolysis of geniposide, its precursor, is employed. It is
important to note that protocols using previously purified geniposide as a source of
genipin are not covered in this review, since their genipin yield would be extrapolated in

comparison with extractions starting directly from fruits.

The study of crude extracts obtained from whole plants or their parts, such as
stems, leaves, flowers and fruits, has major importance either for the discovery of new

compounds or obtention of higher yields of known bioactive compounds.

As for genipin, it can be obtained by different techniques, which can be used
alone, combined (conjugated) or sequenced. Three main methods are currently known:
enzymatic hydrolysis, solvents and ultrasound. The relation of the best extraction

methodologies (in relation to genipin concentration) is presented in Table 2.
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Table 2. Concentrations of genipin obtained from different extraction

methodologies and plant sources.

Plant Type of Extraction conditions Genipin References
source extraction concentration
Gardenia Enzymatic  Fermentation with Penicillium nigricans about more than (Xuetal.,
jasminoides action (which contains pB-glicosidase); ~96 h, 30 °C, 21.43 mg.g™ 2008)
180 rpm; 70 g.L™ gardenia powder. (98 % of purity)
Enzymatic  Fermentation (Trichoderma harzianum 3.6 mg.g* (Dong et al.,
action CGMCC 2979, 48 h, 30 °C, pH 6.1, 150 (98 % of purity) 2014)
rpm).
Solvent Ethyl acetate and buffer (TPAS) and 58.83 mg.g* (Winotapun
(TPAS); application of cellulases (Aspergillus niger, (85 % of purity) etal., 2013)
Enzymatic  Sigma®);
action 50 °C, pH 4 for 24 h.
Solvent Neutral pH buffer for 5 min. 21.1mg.g* (Wang et
(purity not al., 2011)
mentioned)
Genipa Ultrasound; Ultrasound (285 W, 24 kHz, 10 °C for 15 7.85mg.g? (Ramos-De-
americana Enzymatic  min); application of pectinesterases (purity not La-Pefia et
action (Novoshape®, commercial enzyme from mentioned) al., 2014)
Aspergillus aculeatus, at 10 °C for 1 h).
High Application of pectinases (Pectinex Ultra SP- 34 mg.g* (Ramos-de-
pressure; L®, commercial enzyme of Aspergillus (treatment la-Pefia et
Enzymatic  aculeatus) combined with high hydrostatic ~ without enzymes; al., 2015)
action pressure (130 MPa, at 9 °C for 15 min). purity not
mentioned)
Solvent Ether and hexane. 10 mg.g* (Djerassi et
(purity not al., 1960)
mentioned)
Solvent Maceration with chloroform; distillation 0.9 mg.g* (Velasquez
(rotary evaporator); acetone (to precipitate (purity not etal., 2014)
genipin); Hexane; refrigeration for 41 days.  mentioned)
Solvent Methanol 80 % (v/v, in water) at 22 °C for5 3.4 mg.g™* (Bentes and
min (vortex). (purity not Mercadante,
mentioned) 2014)
Eucommia Irradiation; Irradiation of the aqueous extract (500 W for 1.71 pmol.g* of (Lietal.,
ulmoides  Enzymatic 10 min); application of cellulases from bark 2015)
action; Imperial Jade Bio-Technology Co. (40 °C, pH = 0.39 mg.g™* of
Solvent; 4 for 24 h); Ethanol; Ultrasound (250 W for  bark
Ultrasound 30 min). (purity not
mentioned)
Apodytes  Solvent Application of dichloromethane on 2.5 kg of 140 mg (Drewes et
dimidiata bark =0.056 mg.g* of al., 1996;
bark Kayonga,
(purity not 1996)

mentioned)
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4.1 Extraction through enzymatic action

Genipin extraction by enzymatic hydrolysis is basically done by the action of -
glycosidases, especially when the geniposide is used as source (Endo and Taguchi,
1973). However, B-glycosidase enzyme has a relatively high cost, being usual the
employment of commercial fungal cellulases, which contain -glycosidase enzyme in
their enzymatic complex (Winotapun et al., 2013). Thus, as geniposide and genipin
molecules only differ in C1, where the former has a glucose unit and the latter does not,
genipin is formed after the cleavage and release of the glycosidic portion of geniposide
(Ramos-de-la-Pefia et al., 2016).

Some studies have shown lower conversion results of genipin using enzymes with
other catalytic activities similar to B-glycosidases, such as B-dextranases (1.18 umol.g™)
and xylanases (1.22 pmol.gt) (Li et al., 2015). On the other hand, when other enzymes
(such as pB-glucanases, a-glycosidases or amylomaltases) are used without any
additional treatment, they do not bring any significant benefit to genipin extraction (Cho
et al., 2006).

It is important to emphasize that enzymes may be unstable when combined with
harsh methodologies, with regard to the study of Ramos-de-la-Pefia et al. (2015), who
reported that the use of pectinases, in this case, the commercial enzyme Pectinex Ultra
SP-L® (Novozymes), combined with high pressures (130 MPa) may favor inactivation
of the enzyme catalytic activity. Therefore, the combination of different techniques with

the enzymatic action should be studied on a case-by-case basis.

To date, the highest concentration of genipin obtained using enzymatic action was
achieved by Winotapun et al. (2013), totalizing 58.83 mg.g* (85% of purity). The
source for extraction was Gardenia jasminoides, submitted to a combined treatment of
enzymes and solvents. Cellulases were used at 1% (m/v) concentration, in a two-phase
medium containing ethyl acetate and aqueous solution (1:1, v/v) for 24 hours at 50 °C
and pH 4. According to researchers, the use of cellulases helps in genipin extraction due
to the simultaneous action of disruption of plant cells and release of the sugar molecules

present in the geniposide.

On the other hand, the highest concentration of genipin extracted from Genipa
americana (genipap) employing enzymes was 7.85 mg.g?, result obtained by Ramos-

de-la-Pefia et al. (2014). The treatment was conducted by ultrasonic action at 10 °C for
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15 min, followed by enzymatic action using fungal pectin methylesterases. According to
the researchers, both the low temperature of ultrasound process and the enzymatic

treatment avoided the typical cross-linking of genipin with proteins.

Pectin methylesterase is capable of hydrolyzing methyl ester bonds of pectin,
releasing methanol and pectic acid. Then, if a bivalent cation salt, such as Ca?, is
added, there is crosslinking between the pectic acid polymers previously formed by the
enzyme (Ni et al., 2005). Ramos-de-la-Pefia et al. (2014) also report the formation of
complexes after the addition of CaCly, but in this case, between pectic polysaccharides
and proteins. Thus, addition of pectin methylesterases may be a strategy to avoid the
presence of free proteins in the reaction medium, consequently delaying crosslinking

between genipin and proteins to reach high levels of genipin.
4.2 Extraction through solvents

Until 2011 most of the extractions of geniposide or genipin were carried out only
with solvents (Djerassi et al., 1960; Wang et al., 2011; Zhou et al., 2005). At present,
however, the use of solvents combined with other methods is the most commonly used
(Dong et al., 2014; Wang et al., 2012; Winotapun et al., 2013; Yang et al., 2011; Zhu et
al., 2014). Moreover, among the methods for genipin extraction, the most common is
liquid-liquid two-phase aqueous system (TPAS) (Wan et al., 2014; Winotapun et al.,
2013; Yang et al., 2011; Zhu et al., 2014).

TPAS is preferred because of the different polarities between genipin and
geniposide. The geniposide, containing a molecule of glucose in its structure, is more
polar than genipin (Zhou et al., 2005). Consequently, this ensures the greater amounts of
genipin to be found in the more apolar solvent, whereas geniposide will stay in the more

polar solvent.

Some works employed chloroform, however, when used in industrial processes,
this organic solvent requires many later stages of purification, which, according to
Ramos-de-la-Pefia et al. (2014), render the obtention of the final product more difficult
and expensive (Dong et al., 2014; Yang et al., 2011). Alternatively, other solvents are

also capable of separating the geniposide/genipin effectively.

Furthermore, Zhu and collaborators (2014) tested TPAS formed by water plus
four possible organic solvents: petroleum ether, chloroform, ethyl acetate and n-butanol,

in a 4:1 (v/v) ratio. Equal amounts of geniposide and genipin were added in these
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systems to evaluate the solvents’ ability to capture the compounds into their phases. The
researchers found that the systems with petroleum ether or chloroform did not provide
effective separation, since these solvents captured high levels of both genipin and
geniposide. On the other hand, both n-butanol and ethyl acetate presented a similar
content of genipin in its phases (of approximately 76%), yet ethyl acetate system
presented higher content of geniposide in the aqueous phase than that using n-butanol
(76.5% and 72.8%, respectively). As the permanence of the geniposide in the aqueous
phase is crucial to guarantee a continuous enzymatic hydrolysis, the presence of ethyl

acetate has proved to be of utmost importance for genipin isolation.

To date, the most efficient solvent for genipin extraction was presented by
Winotapun et al. (2013), from Gardenia jasminoides, in a TPAS formed by buffer and
ethyl acetate, which is also highlighted in item 4.1 ("Extraction through Enzymatic
Action™). Meanwhile, the highest concentration of genipin extracted from gardenia, only
using solvents, was 21.1 mg.g?, carried out in neutral pH buffer (Wang et al., 2011).
From genipap, the best result was 10 mg.g™ of genipin, obtained by Djerassi et al.

(1960), using ether and hexane.
4.3 Extraction through ultrasound

Some techniques for genipin extraction employ ultrasound (Ramos-de-la-Pefia et
al. 2014; Li et al. 2015; Ramos-de-la-Pefia et al. 2015), which is based on the
transformation of electrical energy into mechanical energy. Ultrasonic transducers cause
mechanical vibrations at different frequencies, being able to propagate along the
material in which they are in contact. The ultrasonic waves can cause cavitations in the
internal part of the material, leading to cell rupture (Chemat et al., 2011). Thus, access
to intracellular compounds is facilitated and advantages such as lower extraction time

and higher extraction yield are observed (Melecchi et al., 2006).

The highest concentration of genipin achieved with employment of ultrasonic
waves was performed by Ramos-De-La-Pefia et al. (2014) from genipap, applying
ultrasound in conditions of 285 W, 24 kHz, 10 °C for 15 min, followed by action of
pectin methylesterases. Ultrasound has not yet been applied to obtain genipin starting

directly from Gardenia jasminoides fruit.

5. Properties of genipin
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With molecular formula C11H1405 and molar mass equal to 226.23 g.mol?,
genipin has a melting point between 120 °C and 121 °C and absorption in the ultraviolet
spectrum at approximately 240 nm (Carrillo-Ocampo et al., 2013; Djerassi et al., 1960).
It is stable between pHs 4 to 9, and easily solubilizes in solvents, mainly in ethanol,
diethyl ether and propylene glycol. Even though more hydrophobic than geniposide, it
also has the capacity to solubilize in agqueous media, up to approximately 2 mg.mL™ (da
Silva et al., 1998; Liu et al., 2006).

In addition, it is highly reactive towards primary amine groups and has two

possible binding ends thereto, C-1 and C-2.

One possibillity, through a nucleophilic attack on genipin’s C-1, the amino group
linkage to genipin’s ester group occurs. Thus, an amide is formed and a methyl
compound is released. In the second mechanism proposed, the reticulation reaction with
the amino group starts with a nucleophilic attack on genipin’s C-3, generating an
opening on genipin’s dihydropyran ring and the consequent formation of an aldehydic
intermediate. This aldehyde intermediate group reacts with the newly formed secondary
amine, generating a new heterocyclic compound (Butler et al., 2003; Kuo and Lin,
2006).

Due to its bi-bonding and coloration properties, genipin has a wide range of
applications. Currently, a compound known to possess similar characteristics to those of
genipin is glutaraldehyde. However, it presents some drawbacks, such as being 5 to 10
thousand times more cytotoxic and conferring less stability to crosslinked materials
(using chitosan as biomaterial), when compared to genipin (M. C. Chen et al., 2009;
Sung et al., 2001).

6. Applications of genipin
6.1 Natural crosslinker

Genipin is highly recognized for being a bifunctional agent (crosslinker)
(Muzzarelli et al., 2015). Due to this ability, it may be a good tool for biochemical and
medical industries, since it is able to covalently associate with different materials, such
as chitosan, gelatin, collagen, casein, etc. (Chen and Yao, 2011; Lin et al., 2013;
Muzzarelli, 2009; Silva et al., 2008; Song et al., 2009; Sundararaghavan et al., 2008).
This addition of agents to different materials is called reticulation (and in some cases,

activation), and is intended to increase the chemical and physical stability of the
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material, as well as to add to the material the possibility of bifunctional reactions (Li
and Bai, 2005; Mendes et al., 2011a).

Thus, genipin can be used for different purposes, such as to immobilize enzymes
(Klein et al., 2016), to encapsulate substances (Lin et al., 2013; Peng et al., 2014), to
stabilize oil-water emulsions (Karnchanajindanun et al., 2011), to confer hydrothermal
stability to leather (Taylor et al., 2009), for gradual release of drugs in specific regions
(M. C. Chen et al., 2009; Orive et al., 2014), tissue regeneration using human stem cells
(Muzzarelli et al., 2016), as bioadhesive (Sung et al., 1999), in the treatment of
cutaneous wounds (Rahimnejad et al., 2017) and as a possible substitute for metal stents
(M. C. Chen et al., 2009). Studies also indicate that genipin reduces the degradation
velocity in chitosan implants when compared with the same material crosslinked with
glutaraldehyde (Bi et al., 2011).

6.1.1 Enzyme immobilization agent

Immobilization is intended to confine or maintain enzymes in a defined region
(Silman and Katchalski, 1966). Therefore, immobilization must maintain the catalytic
activity of the enzymes so that they can be reused continuously (Silman & Katchalski
1966, quoted by Katchalski-Katzir 1993). Enzyme immobilization with insoluble
substrates is the most applied in the food industries (Guisan, 2006), while the most used

supports are Eupergit C, alumina, silica, chitosan and cellulose.

Chitosan, gelatin and polyethylene glycol have important amino groups for
immobilization through covalent bonds (Canilha, 2006). In the specific case of chitosan,
the addition of small amounts of genipin can significantly increase the elasticity of the
product, as well as its resistance in acidic medium (Peng et al., 2014). The increase in
stability is due to the strong bonds formed between the materials. During genipin
crosslinking of with chitosan, the support’s amino group attacks genipin’s carbonyl
group, forming a stable amide bond. Lastly, the oxygen in the cyclic structure of genipin
is replaced by a chitosan’s nitrogen, generating the reticulated product (Mendes et al.,
2011b).

Klein and collaborators (2016) have shown that it is possible to employ chitosan
cross-linked with genipin to immobilize B-galactosidases. In the study, immobilization
using genipin provided biocatalysis with satisfactory activity retention and thermal

stability, being comparable to immobilization using glutaraldehyde. Furthermore, the
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immobilized enzyme maintained 100% of its initial activity after 25 batches of lactose

hydrolysis.
6.1.2 Colorant

Yet colorless or yellowish when isolated, genipin reacts with amino groups of
proteins or amino acids, giving a coloration between violet and dark blue, thus
becoming a possible source for production of a blue pigment (Ono et al., 2007;
Touyama et al., 1994). This colorant has potential application either for textile dyeing or
the food industry (Damasceno and Francisco, 2010). In fact, it is already used in Asia as
a food coloring (Akao et al., 1995), although this use is not currently recognized by the
Food and Drug Administration (FDA).

In 2014, the use of “Gardenia yellow” (an extract of Gardenia jasminoides Ellis
with high content of crocetin and crocin), and consequently of genipin, was evaluated
by the Codex Alimentarius Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) for the
first time. The experts concluded that because the obtained product has not yet been
subjected to a representative and internationally recognized long-term toxicological or
carcinogenic test, the use of the gardenia extract could not yet be approved. According
to them, some specifications still should be established prior to the approval. These
include the need for information on its manufacturing process (including purification
steps, drying losses assessment, analysis methods), analytical data on the substance
composition (including the total amount of coloring matter), on the relevant compounds
with known biological activity (such as geniposide and genipin), and from at least five
different batches of commercial materials that support those specifications, as well as
the stability of the components in food.

Later, in March 2015, Colombia wrote a request to JECFA to produce "Jagua
(Genipa americana) extract”, which is intended to be manufactured by a local company
for the use in the food industry as a blue colorant. According to the applicant, the
inclusion of the extract is pertinent, since it has already been authorized by Colobian
health authorities (Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos,
INVIMA) since March 2014, after evaluation by the Specialized Committee in Food
and Beverages of the country. The company suggests applying 100 mg to 300 mg
extract to a kilogram of product.
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The first use of genipin as a colorant dates back to the 16th century, by Brazilian
natives (Marcondes, 2005), which was firstly reported by Hans Staden, a German who
was held captive by Tupinamba Indian tribe in Sdo Paulo region. In the narrative, he
describes a tree called “jenipapo iva”, in which a fruit similar to the apple grows.
According to him, the natives chewed this fruit, squeezed it and collected its juice.
When rubbing the extract on the skin, at first it “looked like water”, but after some time,
the skin became as black as if it were paint. He further tells that the coloring lasted until
the ninth day, even being washed many times in this period (Staden, 1557). Nowadays,

some Brazilian tribes still paint their bodies using this technique.

Bentes and collaborators (2015) studied genipap pigment formation by exposing
the fruits to the air for two hours. They verified that the amino acids present in the fruit
did not participate in the formation of the pigment, since their amounts in the samples
did not show significant differences before and after fruit oxidation. According to Paik
et al. (2001), the pigment has peculiar characteristics: it exhibits high stability to heat,
light and pH changes, being much more stable than phycocyanin, a blue pigment
extracted from blue-green algae belonging to Cyanobacteria, cyprinids and cryptophytes
phyla (Eriksen, 2008; Fujikawa et al., 1987).

Many studies have focused in this coloring application: production of pigment for
textile dyeing (Cho et al., 2006); water-soluble pigment made with egg protein (Yang et
al., 2012); and blue colorants based on taurine (Koga et al., 1989) methylamine
(Touyama et al., 1994) and glycine (Fujikawa et al., 1987), some of which are protected
by patents. According to Renhe et al. (2009), the highest amount of pigment from
genipap grinding is obtained at pH 4, using ethanolic solvents and water, at 75 °C and
55 °C, respectively.

The current non-existence of a natural blue pigment that is stable and allowed in
foods is an aggravating factor for the food industry, that is, only synthetic blue
colorants, such as bright blue (E133) and indigo blue (E132), are used in food products
(Penalber et al., 1996; Renhe et al., 2009).

With regard to laboratory applications, due to its coloring property, genipin can
also be used as an alternative and simple tool for spectrophotometric quantification of
amino acids (Lee et al., 2003).

6.1.3 Biomedical materials
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Several works report that crosslinking with genipin increases the stability of the
sample materials. Therefore, studies in the biomedical area make use of genipin as an
activating agent for this purpose. Results found by McGann et al. (2016) indicate that
genipin, when used in cartilages, conferred greater flexibility and resistance to chemical
degradation, also reducing collagen degradation rate due to less mechanical wear. When
crosslinked with genipin, the material exhibited approximately 159 % higher stability
than the control after 6 hours of treatment. In another study, led by Kirking et al. (2014),
the crosslinking of genipin with the lamellar part of a bone structure resulted in 59%
higher bone strength than the control. These works suggest that crosslinking with both
collagen and bone lamella may be promising preventive treatments to delay the

progression of degeneration, as occurs in joint trauma (osteoarthritis).

Another proven application in the biomedical area was performed by Sung et al.
(2001), through an experiment that evaluated genipin and glutaraldehyde fixation to a
sterile and lyophilized biological tissue. In this study, the crosslinking was evaluated
through the concentrations of free amino groups in the system for up to 6 months. In
this period, genipin showed to be a better agent, since the presence of free amino groups
in the glutaraldehyde system reached approximately 6 moles of NH2 per mole of
collagen, whereas in the crosslinking of genipin only 3 moles were detected. Therefore,
genipin has a capacity of attachment to amino groups about twice as high as
glutaraldehyde. According to them, this variation occurs due to the structural

differences conferred by the different activation agents at the time of crosslinking.
6.3 Natural Medicinal Agent

Iridoids, in general, have pharmacological activities and can be highlighted by
their anti-inflammatory, analgesic, antibacterial, antifungal and antitumoral potentials,
besides presenting possible sedative, tranquilizing, hepatoprotective and sleep-inducing
activities (Nascimento, 2008). Thus, genipin, among other applications, is also
recognized for presenting different medicinal effects (Yang et al., 2011).

Studies indicate that genipin can stimulate the activity of UCP-2 decoupling
protein, present in the internal membrane of the mitochondria, which is directly
involved in the negative regulation of insulin secretion. As the activity of UCP-2 is also

involved in the development of various types of cancer, genipin can be used either as an
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indirect agent against diabetes mellitus or in the treatment of some cancers (Zhang et al.,
2006). In addition, genipin may increase the expression of a receptor responsible for the

proliferation of peroxisomes, which are capable of inhibiting vascular cell molecules
responsible for adhering lymphocytes, monocytes, eosinophils and basophils to the
vascular endothelium, thus avoiding possible development of atherosclerosis (Alves and
Ming, 2015; Hwa et al., 2011). By regulating the glycolysis and gluconeogenesis cycles
and the Krebs cycle, it may aid in treatments against depression (Chen et al., 2015). It is
also cited as having antithrombotic effects, providing protection against liver damage

and having the ability to inhibit gastric lesions (Lee et al., 2009; Suzuki et al., 2001).
7. Conclusions and Future Perspectives

Genipin presents a wide range of appplications: in food, chemical, textile and
pharmaceutical industries. Due to this, its extraction has been increasingly explored,
either by employment of different plant sources or different extraction techniques
combined. Many species have iridoids in their composition, yet there is still a wide
range of possibilities to be explored as promising sources of genipin. It is important to
thoroughly evaluate extraction methods to ensure better release of its precursor and even
better yields of separation, which facilitates its final purification. At the moment,
extractions from Genipa americana and Gardenia jasminoides, using solvents and
enzymes, have shown to be the most effective. Nevertheless, it is believed that studies
on this topic can still be improved, so that in the future most of the highly cytotoxic

substances used nowadays are substituted by genipin.
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CAPITULO 6: CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertagdo de Mestrado teve como objetivo extrair a genipina a partir
dos frutos da Genipa americana L. (jenipapo) empregando técnicas sustentaveis. Por
meio de uma pesquisa bibliogréafica, foi possivel notar que a maior concentracao de
genipina ja extraida, partindo-se diretamente de um fruto, foi obtida empregando agao
enzimética e dois solventes, capazes de formar um sistema bifasico aquoso (SAB)
(Winotapun et al. 2013). Essa extracdo até entdo, ndo tinha sido empregada para o
jenipapo, mas sim em frutos da espécie Gardenia jasminoides. A partir de 32 jenipapos
foi possivel obter aproximadamente 2 kg do pé da fruta. Com a fonte vegetal em maos,
diversas extragcdes enzimaticas em SAB (tampdo e acetato de etila) foram conduzidas
com o intuito de cada vez mais aumentar a obtencdo de genipina. Para isso,
previamente, quatro enzimas comerciais foram avaliadas quanto as suas atividades

enzimaticas.

A Celluclast se destacou por ser a enzima comercial mais “equilibrada”, pois
apresentou atividades de celulase, pectinase e B-glicosidase intermediarias as Pectinex
(que foram mais baixas) e a Lallzyme Beta (que foram mais altas). Foi possivel
observar que desde a primeira extracdo, utilizando concentrac6es de 5 % (v/v, m/v), as
enzimas Celluclast e Lallzyme Beta foram as melhores para a extragdo de genipina.
Assim, estas duas enzimas comerciais foram testadas em outras duas concentragdes, na
qual as duas foram avaliadas a 1 % e também a 10 % (v/v, m/v). A concentracao inicial
empregada, de 5 %, foi escolhida por ser a mais indicada pelos fornecedores das
enzimas comerciais, enquanto que a de 1 % e a de 10 % foram avaliadas por serem
empregadas por diferentes pesquisadores neste tipo de extracdo. Através da extracao
utilizando 1 % de Celluclast (v/v) foi possivel obter 72 mg de genipina por grama de
jenipapo, 18 % mais que a melhor extragdo presente na literatura (~59 mg.g™), que usou
este mesmo percentual de enzima (porém com celulases de Aspergillus niger)
(Winotapun et al. 2013). Isso pode significar que o jenipapo na maturagdo verde

possivelmente possui um maior teor de geniposideo do que os frutos da gardénia.

O emprego da Celluclast e da Lallzyme Beta a 10 % (v/v e m/v) apresentou
concentragdes ainda maiores, 97 mg.g* e 83 mg.g?, respectivamente. Nestas condicdes,

a Celluclast possibilitou a extragio de, pelo menos, 14 mg.g™ de genipina a mais que a
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Lallzyme Beta. Procurando uma explicacdo para este fato, trés hipdteses foram

levantadas:

Segundo estudo conduzido por Cho e colaboradores (2006), extracfes empregando
celulases oriundas do Aspergillus niger extraem menores teores de genipina do que
quando utilizadas celulases de Trichoderma viride. Como, segundo o0s
fornecedores, a Lallzyme Beta é produzida pelo A. niger e a preparacdo da
Celluclast é obtida do T. reesei (mesmo género do T. viride), os resultados obtidos
nas extragdes indicam que as celulases da Lallzyme Beta possivelmente sdo menos
atuantes do que as da Celluclast. Isso indica que as celulases possuem um papel
importante na extracdo da genipina. O jenipapo possui 45 g de celulose em 100 g de
fruto verde (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986), um alto teor para
parede celular vegetal (Habibi et al. 2009). Assim, o uso de celulases é de suma
importancia para hidrolisar todos esses polissacarideos do fruto e liberar o

geniposideo para ser hidrolisado pelas B-glicosidases, formando a genipina;

A B-glicosidase é altamente inibida por seu produto, a glicose (Gong et al. 2011).
Além do fato da glicose estar presente naturalmente no fruto, 47 g.100g* de
jenipapo verde (Martina, 1931, citado por Figueiredo et al. 1986), ela ainda €
liberada de mais duas formas, através da hidrolise da celulose e da hidrélise do
geniposideo para formacdo da genipina (Yang et al. 2011). Como a Lallzyme Beta
possui altos teores de celulases em comparacdo com a Celluclast (11 vezes mais), é
possivel observar que a acdo das suas B-glicosidases na extracdo € estabilizada,
possivelmente pela inibicdo por seu produto, em menos tempo comparada a
extracdo empregando Celluclast (120 min e 150 min, respectivamente), justificando

0s menores teores de genipina obtidos empregando a Lallzyme Beta;

Por dltimo, as pectina metil esterases (pertencentes ao grupo das pectinases)
hidrolisam ligacdes éster metilicas da pectina, libertando metanol e &cido péctico. A
formagéo do &cido péctico, por sua vez, evita indiretamente a reticulacéo tipica da
genipina com proteinas, ja que na presenca de cations bivalentes (como Ca?*) sdo
capazes de formar complexos do tipo residuo péctico-Ca-proteina, capturando
proteinas que poderiam reticular com a genipina (Ramos-de-la-Pefia et al. 2014).
Possivelmente os complexos sdo formados pelo proprio calcio presente no

jenipapo, liberado durante a extracdo, pois o fruto é rico neste macroelemento (46,3
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mg.g*! do fruto verde) (Figueiredo et al. 1986). Isso explica a menor concentracao
de genipina obtida empregando a Lallzyme, ja que a Celluclast possui 808 U de
pectina metil esterases por mililitro (Macedo et al. 2014), enquanto que a Lallzyme

ndo possui nenhuma atividade para esta enzima (Dal Magro, Dalagnol, et al. 2016).

Apos estes experimentos, a Celluclast 10 % (v/v) foi escolhida e empregada em
outras extrac0es de genipina avaliando diferentes pHs (3, 3,7, 55, 7,3 e 8) e
temperaturas (30 °C, 36 °C, 50 °C, 64 °C e 70 °C) através de um planejamento
experimental. Ambos os fatores, pH e temperatura apresentaram efeito negativo na
extracdo de genipina, ou seja, quando ambos sdo aumentados, o efeito é negativo para a
obtencg&o de genipina. Quanto a significancia dos fatores na extragdo, ambos mostraram

ser significativos ao nivel de confianca de 5 %.

Com o intuito de melhor visualizar os rendimentos das extracGes nos diferentes
pHs e temperaturas, um grafico foi plotado. Os resultados podem ser visualizados na
Figura 19.

Temperatura (°C)

Figura 19. Influéncia do pH e da temperatura na extracdo de genipina empregando 10 %
de Celluclast (v/v) por 150 min. Fonte: elaborado pela autora.

Foi notado que, com o0 aumento das variaveis, o teor de genipina extraido
encontrado era menor. A maioria das enzimas séo instaveis em pHs e temperaturas mais
elevados. Enquanto que condi¢es mais amenas mantém mais facilmente a conformagéo
das enzimas e consequentemente, suas atividades. Possivelmente, nas condic¢des
elevadas de pH e temperatura, as enzimas encontravam-se desestabilizadas e ndo téo
atuantes para romper a parede celular vegetal, liberar o geniposideo e hidrolisa-lo,

explicando os baixos niveis de extragdo de genipina.
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Além do mais, foi observado que em condi¢gdes de temperatura e pHs mais
elevados, apds a extracdo e centrifugacdo do sistema, muitas amostras apresentaram
coloracdes atipicas, que ainda ndo haviam sido visualizadas nas extracfes anteriores
(Figura S1, no artigo - Capitulo 4). Nas condi¢c6es de pH 5,5/50 °C e de pH 3,7/64 °C
foi observado o aparecimento de uma coloragdo mais acinzentada que a normal na fase
aquosa (inferior), enquanto que nas condigdes de pH 8/50 °C, de pH 7,3/64 °C e de pH
5,5/70 °C foram visualizadas a formacdo da pigmentacdo azul. Pode-se constatar que a
coloracdo atipica formada era acarretada por reagdes de crosslinking entre a genipina e
proteinas, podendo estas serem as enzimas comerciais desnaturadas ou as proprias
enzimas ou outras proteinas presentes no jenipapo - com exce¢do de seus aminoacidos,
pois Bentes e colaboradores (2015) comprovaram, através da oxidacdo do fruto, que

estes ndo participam na formacao natural do pigmento azul.

Isso ocorreu também, porque o aumento de pH facilita a desprotonacdo dos
grupos amino (-NH.), aumentando a probabilidade de interagdo entre proteina-genipina
na fase aquosa, impedindo sua transferéncia para a fase organica. O mesmo nao foi
visualizado a 36 ° C e pH 3,7, uma vez que nessa condi¢do a probabilidade de reacdo da
genipina com a proteina é baixa, devido ao baixo pH, pois desta forma os grupos amino
das proteinas encontram-se protonados (-NHs). E importante ressaltar que o uso de
aminoacido para deteccdo da genipina (Ramos-Ponce et al. 2010) vai depender do
comportamento do mesmo em diferentes pHs. No geral, quando o pKa (constante de
ionizacdo que mede a tendéncia de um grupo liberar um préton) do aminoacido € menor
que o pH em que esta inserido, 0 mesmo encontra-se protonado, e quando o pKa é
maior que o pH do meio, 0 mesmo encontra-se desprotonado, neste Ultimo caso as
chances de crosslinking é maior. No laboratorio, foi testada essa possibilidade de
quantificacdo utilizando a glicina (pKa igual a 9,6), a metodologia pode ser encontrada
no Apéndice C (Moura et al., 2013).

Ainda com relagéo as extracOes obtidas atraves do planejamento experimental, ao
empregar a condicdo de 36 ° C e pH 3,7, foi possivel obter 196 mg.g™ com elevado grau
de pureza (97 %), a partir disso, diversas bateladas foram conduzidas para extrair uma
maior quantidade de genipina. Ao secar as amostras com nitrogénio gasoso foi possivel
notar que o material apresenta coloragdo amarela e consisténcia de resina, esperada, ja
que produtos comerciais passam por processos de cristalizacdo e refinamento antes de

serem comercializados. A genipina utilizada para realizar a curva de calibragdo, por
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exemplo, possui 98 % de pureza e apresenta-se em forma de p6 e é branca. Porém, é de
elevado custo, aproximadamente 29 mil reais a grama, desta forma a técnica empregada
mostrou-se ser uma Otima opcao para reduzir o custo deste produto, até entdo de alto

valor agregado.

Com o p6 de genipina em maos, estudos de sua estabilidade como agente de
ativagdo foram conduzidos e comparados com o seu principal substituto, o
glutaraldeido. Para isso, inicialmente solicitou-se a confeccdo de moldes de Teflon®
para que fosse possivel a coagulacdo da quitosana (biopolimero idealizado como
suporte), a posterior ativacdo do gel de quitosana com o0s respectivos agentes de
ativacdo e também que fosse de tamanho pratico e compativel com os equipamentos
utilizados para a comparacgédo. Imagens do molde podem ser visualizadas abaixo (Figura
20).
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Figura 20. Molde de Teflon® dentro de uma tampa de tubo Falcon de 50 mL, envolvido
com parafilme e preso por atilho (a); Molde contendo quitosana e submerso em solucdo
coagulante (b); Molde apds a retirada do coagulante e acréscimo da solucdo de genipina (c).
Fonte: elaborado pela autora.

Nove moldes foram confeccionados pelo Departamento de Fisica (UFRGS), os
quais apresentam exatos 13 mm de didmetro interno e 4 mm de altura. Ap0s a ativacao
dos géis de quitosana com genipina e glutaraldeido, as amostras foram destacadas dos
moldes e submetidas a analise do perfil de textura (TPA, Texture Profile Analysis) e a

analise reoldgica.

A TPA pode ser utilizada para avaliar as caracteristicas texturais de diferentes
materiais e complementar outros testes, como as analises sensoriais e outras medicoes
instrumentais (Szczesniak 2002). Neste trabalho, os resultados obtidos na TPA
complementaram uma analise reoldgica. Com 0s géis de quitosana produzidos, ambos

foram submetidos aos testes texturais e reologicos. Na TPA, trés caracteristicas foram
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avaliadas, dureza, coesividade e gomosidade, ambas obtidas apds duas compressdes
(Figura 21).
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Figura 21. Curvas tipicas da TPA e equacOes das caracteristicas texturais avaliadas neste
estudo. Fonte: adaptado de Pons & Fiszman (1996).

Pela analise reoldgica, foi determinado o moédulo de cisalhamento complexo (G*),
que representa a resisténcia total a deformacdo do material. As propriedades reoldgicas
sdo classificadas em dois tipos: os ndo oscilatorios, no qual a viscosidade absoluta é
uma relacdo entre a tensdo e a taxa de deformacdo, e os oscilatérios, no qual a
viscosidade do material é dependente tanto no médulo elastico (G*) como do viscoso
(G”’), gerando assim a viscosidade complexa. O sistema empregado neste estudo foi 0
oscilatorio, que gera os modulos da viscosidade complexa (G” ¢ G”’). Esse tipo de
sistema impBe sobre a amostra, normalmente, ou uma varredura de tensdo ou de
deformacéo, neste caso, foi aplicada a de deformacdo, para avaliar a estrutura dos géis
produzidos. A estimacdo de G* na varredura de deformagdo mede o qudo resistente a
deformacdo € o material, em outras palavras, a maxima estabilidade a deformacao,
verificada através da constancia do comportamento de G* em comparagdo com G”’. Este

parametro é estimado utilizando a seguinte equagéo (Eg. 1):

Ge= 3G +G" (Eq. 1)

A méaxima deformacdo obtida é considerada como aquela em que G* varia entre
somente 90 % e 100 % do resultado da primeira deformacédo; ja que, geralmente,
assumem-se ideais as deformacgdes inferiores a 10 % (Machado 2012).
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Os resultados de ambas as analises mostraram que a utilizacdo de genipina 0,5 %
(m/v) como agente de ativacdo propicia aos géis de quitosana uma propriedade textural
superior e caracteristicas reoldgicas (estabilidade a deformacdo) similares do que
quando comparado com 3 % de glutaraldeido (v/v). Adicionalmente, as imobilizacdes
das B-galactosidases modelos mostraram atividade de hidrolise pelo menos 10 vezes
maior quando o suporte foi ativado com genipina 0,5 % (m/v) do que quando ativado
com glutaraldeido 3 % (v/v). Esses resultados sdo devido a estrutura da genipina, que
possivelmente por ser volumosa possibilita um melhor arranjo de crosslinking e uma
melhor conformacdo do sitio ativo das enzimas do que glutaraldeido, j& que este é
constituido de uma cadeia pequena, linear e muito reativa (ver Figura 5 do Capitulo 4)
(Giacomini et al. 1998).

Em relacdo as eficiéncias de imobilizacdo (ou retencdo de atividade) alcancadas,
diversos fatores podem estar interligados a esses baixos indices. Os resultados obtidos
foram de 8 % e 3 % no suporte ativado com genipina e 7 % e 46 % com glutaraldeido,
para as B-galactosidases de K. lactis e A.oryzae, respetivamente. Segundo Klein e
colaboradores (2012), os fatores mais comuns sdo o bloqueio do sitio ativo pelo préprio
efeito de imobilizacdo; a presenca de muitas moléculas ao redor da enzima, reduzindo o
acesso do substrato ao sitios ativos; a preseca de proteinas nas superficie do suporte, que
podem sofrer alteraces na sua conformacéo da enzima para uma conformagdo menos
ativa; e a sobrecarga do suporte, quando altas concentraces de enzima foram
disponibilizadas, podendo haver a consequente formacdo de uma multicamada de

moléculas de enzimas na superficie das particulas.

Apos a conclusdo da extracdo, avaliagdo e aplicacdo da genipina, foi iniciado
estudo para a construgdo de uma [B-galactosidase recombinante visando a sintese de
prebidticos. Neste caso, galacto-oligossacarideos (GOS), que sdo prebioticos formados
por galactose e glicose capazes de beneficiarem os probioticos. S&o considerados
carboidratos ndo digeriveis que tém sido estudados e referenciados como beneficos para
a manutencdo de uma microbiota probiética saudavel. Os resultados obtidos nesta etapa

de desenvolvimento da -galactosidase recombinante foram abordados no Apéndice D.

Através dos resultados obtidos nesta Dissertagdo de Mestrado, sendo eles
positivos ou negativos, pretendeu-se contribuir tanto com informacdes pertinentes a area
de extracdo de genipina e de imobilizagcdo de enzimas, empregando a genipina como

agente de ativacdo, quanto contribuir para futuros trabalhos envolvendo técnicas de
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biologia molecular. Os aspectos mais relevantes em relagéo aos resultados encontrados

estdo sumarizados na Conclusao.



CONCLUSAO

Como concluséo geral, pode-se afirmar que o presente trabalho atingiu todos os
objetivos propostos. Grande parte do mesmo proporcionou resultados conclusivos,
conhecimento e experiéncia na area de imobilizacdo de enzimas. Os principais

resultados atingidos estéo relacionados abaixo:

— A presenca de celulases € crucial para uma eficiente obtencdo de genipina a partir

do jenipapo;

— A acdo enzimatica juntamente com o sistema aquoso bifasico (SAB) mostraram-se

Otimas ferramentas para extracdo e purificacdo da genipina;

— A enzima comercial Celluclast é capaz de extrair mais genipina do que as enzimas

comerciais Lallzyme Beta, Pectinex Smash XXL e Pectinex Ultra Color;
— pHs e temperaturas elevados dificultam a extragdo de genipina;

— A condicdo de 36 °C e pH 3,7, utilizando Celluclast a 10 % (v/v), proporcionou a
maior concentragdo de genipina extraida, aproximadamente 196 miligramas de

genipina por grama de jenipapo com alto grau de pureza (97 %);

— Ainda que usada em menor concentracdo, a genipina confere aos géis de quitosana
maior estabilidade ao material do que quando comparado com o glutaraldeido em

concentracdes mais elevadas;

— A hidrdlise da lactose pelas B-galactosidases de K. lactis e A. oryzae imobilizadas
em particulas de quitosana ativadas com genipina mostraram-se pelo menos 10

vezes superiores do que as com glutaraldeido.



DESDOBRAMENTOS

Como desdobramentos deste trabalho tem-se:

A possibilidade de solicitacdo de patente do método de extracdo da genipina e sua
utilizacdo como agente de ativacdo e possivel formadora de géis de quitosana

estaveis (Capitulo 4);

E, atualmente dois estudantes do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA/JUFRGS) e um vinculado da empresa Quatro G Pesquisa e
Desenvolvimento Ltda (TECNOPUC) utilizam a genipina extraida. Sendo um dos
estudos para emprego da genipina em biofilmes e os outros dois aplicando-a como
agente de ativacédo para imobilizacdo de enzimas.



PERSPECTIVAS

Como perspectivas tem-se:
— Desenvolvimento da B-galactosidase recombinante de Bacillus circulans;

— Avaliacdo da enzima recombinante quanto a sintese de galacto-oligossacarideos
(GOS);

— Formulagao de “novos” prebidticos a partir da lactulose (oligdmeros de frutose e
galactose).



APENDICE A - MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO 4

Figure Al. Extraction of genipin at 36 °C with pH 3.7 (tube on the left) and at 64 °C with
pH 7.3 (tube on the right).
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Figure A2. Fragmentation mechanism of the compounds identified in the organic phase
from the enzyme-assisted extraction in TPAS and from the direct extraction.
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Figure A3. Schematic illustration of chitosan gels crosslinked with genipin (a) and with
glutaraldehyde (b).
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Figure A4. Repeated batch of lactose hydrolysis using lactose 5 % (w/v) at 40 °C during
90 min using p-galactosidases immobilized on chitosan activated with genipin or
glutaraldehyde.



APENDICE B - METODOLOGIA DO ESTUDO DA CLONAGEM E
EXPRESSAO DO GENE BGAD-D DE B-GALACTOSIDASE DE BACILLUS
CIRCULANS VISANDO A SINTESE DE GOS

Os materiais e métodos aqui apresentados serdo divididos em 2 partes: Materiais e

métodos utilizados (a) e a serem utilizados (b).

a. Material e Métodos utilizados

1. Cultivo do Bacillus circulans e purificagdo do DNA

O Bacillus circulans utilizado neste trabalho foi obtido liofilizado da Fundagéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz) sob identificacdo INCQS 00427. O microrganismo liofilizado
foi ressuspendido em 1 mL de solucédo salina 0,9 % e incubado por 18 h a 37 °C sob
agitacdo (150 rpm) em frasco Erlenmeyer contendo meio de cultura composto por 5 g
de peptona, 5 g de extrato de levedura, 0,2 g de sulfato de magnésio (MgSOs), 1 g de
fosfato de potéassio dibasico (KoHPO4) e lactose 10 % (m/v), para 1 L de &gua destilada
(miv).

Subsequentemente, o Bacillus circulans foi incubado em outra formulagéo
contendo 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl, 30 g de glicose, 5 g de
lactose para 1 L de &gua destilada (m/v), a 30 °C por 48 h a 180 rpm. 1 mL desse cultivo
foi centrifugado a 3.000 x g por 15 min e a partir do pellet realizou-se a extracdo do
DNA utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega®). O DNA obtido
foi mantido congelado para posterior uso. Algumas amostras foram mantidas
congeladas em glicerol 20 % (v/v) para garantir a manutencdo do estoque do

microrganismo.

2. Desenho dos primers e amplificacdo do gene de interesse

Um par de oligonucleotideos de DNA foi desenhado com base na sequéncia
genébmica de uma p-galactosidase de Bacillus circulans ATCC 31382 (GenBank:
AB605256.1). Cada primer possui uma regido com sitios de reconhecimento para

enzimas de restricbes especificas, determinadas com auxilio da ferramenta online
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NEBcutter V2.0, que consistiram em Ndel para o forward e Sall para o reverse (Tabela
1).

Tabela B1. Sequéncia dos primers desenhados e seus sitios de restri¢bes, no sentido 5'-3'.

Primer Sequéncia de nucleotideos e sitio de restricdo
Forward 5' tataca” tatgggaaacagtgagctatgatgg 3'

Ndel
Reverse 2 5' gcg ™ tcgacgtcatggtcttatggegttac 3'

Sall

Fonte: elaborado pela autora.

A anélise da especificidade dos primers foi avaliada através do site Primer3 e de
um alinhamento no ClustalW, do site da Simgene, com 0 genoma para posterior sintese
e utilizacdo na reacdo em cadeia da polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction).
Para a PCR foram utilizados 1,5 uL do DNA genbémico purificado, 37 pL de agua
ultrapura, 1 pL do primer foward (10 pmoles), 1 pL do primer reverse (10 pmoles), 1
pL de desoxiriibonucleotideos fosfatados (ANTP) numa concentracdo de 10 mM, 2,5 puL
de DMSO, 5 pL do tampéo da enzima (10x) e 2,5 U da enzima Pfu DNA polimerase
(Agilent®). As condic¢des da PCR estdo descritas na Tabela 2.

Tabela B2. Condi¢6es da PCR.

Temperatura do ciclo Tempo do ciclo Numero de ciclos
95°C 2’ 1

95°C 307

“x”ece 307 25

72°C 3’

72 °C 10° 1

aTemperaturas de reacdes testadas: 46 °C, 48 °C, 50 °C, 52 °C e 55 °C. Fonte: elaborado pela autora.

Na amplificacdo, com volume final de 50 pL, dos quais 10 puL foram estocados e
40 pL foram utilizados para a eletroforese em gel de agarose 1,2 % (m/v). Na amostra
foram misturados 10 pL de bromofenol contendo cresol red que foram entdo aplicadas
no gel submerso em tampdo TAE 1x (40 mM de Tris-acetato pH 8,0; 1 mM de acido
etilenodiaminotetracético, EDTA). Como padrdo foi utilizado o marcador de DNA
Ladder 1 kB plus para comparacdo das bandas apresentadas pelos fragmentos. A
migracdo do DNA foi realizada pela aplicacdo de uma diferenca de potencial de 80 V
por 40 min. Posterirormente, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) e a banda
correspondente a amplificacdo (2436 pb) foi recortada e purificada, utilizando o kit
comercial Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega®). A partir desse
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material foi realizada uma reamplificacdo, uma nova corrida em gel de agarose e uma

outra purificacdo para obter-se uma quantidade maior do gene de interesse.

3. Clonagem do gene BgaD-D

Com o protocolo de amplificacdo estabelecido, o gene de interesse foi ligado ao
vetor de clonagem pCR-Blunt (Invitrogen®, Figura 1), especifico para clonagem de
produtos de PCR. Este vetor possui um gene letal que possibilita somente o crescimento
de células transformadas contendo o plasmideo com o gene de interesse. Para realizar a
ligacdo do gene ao vetor foi utilizado o kit Zero Blunt® pCR Cloning (Invitrogen®).

M13 Revaree priming sita -Ilif-"
201 CA GGAA ACAGCTATGA CLCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACG CGTTAGAATA
GT TCCTT TGTCGATACT GETACTARATG CGGTTCGATA AATCCACTGC GCAATCTTAT
Nail Hind Il Kpnl Sac] BamH 1 Spe

| |
CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCRA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT

GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

ﬂiﬂ.l kiﬂl F'II Eﬁlﬂﬂ\‘
GCTGGARTTC AGG CCTGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG TCC Blunt PCR Product GGACTTAAGA CGTCTAT
Mot 1 Mol Nai | Xba| ).olnl T7 promoter/priming site

| |
TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGEC ATCTAGAGGG CCCRATTCGL CCTATAGTGA
AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTTAAGCE GGATATCACT

M13 Forward (-20) priming sfte
GTCGTATTAC AATT TGG CCGTCGTTTT A CGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT 470
CAGCAT G TTAAG CC GGCAGCAAAR TGTTGCAGCA CTGACCCTTT TGGGACCGCA

2 pCR"-Blunt

3.5 kb

Comments for pCR™ -Blunt
3512 nuclectides

Lac promoter/foperator region: bases 95-216
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZ-alpha ORF: bases 217-570

T7 promoter priming site: bases 400-419

M13 Forward (-20) priming site: bases 427-442
Fusion joint: bases 571-579

ccdB lethal gene ORF: bases 580-882
Kanamycin resistance ORF: bases 1231-2025
Zeocin resistance ORF: bases 2231-2605
pUC origin: bases 2673-3386

Figura B1. Mapa do pCR-Blunt®. Fonte: Invitrogen®.
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Células de Escherichia coli (DH10B) eletrocompetentes foram transformadas com
o vetor recombinante (pCR-Blunt::BgaD-D) por eletroporagdo. Para isso, em uma
cubeta foram colocados 3 pL da ligacdo e 100 uL de DH10B, a qual, posteriormente,
foi submetida a 2,45 kV, 200 Q e 25 pF. 500 pL de meio SOC (caldo super ideal) foram
acrescentados a amostra e as células transformadas foram cultivadas a 37 °C (overnight)
em meio de cultura Luria-Bertani (LB) sélido contendo 30 mg.L* de canamicina. Esse
antibiotico impede que células ndo transformadas se multipliqguem, visto que o pCR-
Blunt contém um gene de resisténcia a canamicina (Sambrook & Russel 2001; Silva et
al. 2003).

Todas as col6nias bacterianas crescidas foram cultivadas separadamente a 37 °C
(overnight, 180 rpm) em tubos falcon contendo 10 mL de meio Luria-Bertani (LB) com
50 mg.mL? de canamicina. Apds, as células recombinantes foram centrifugadas, o
sobrenadante foi descartado, e o plasmideo recombinante foi extraido utilizando o kit de
purificacdo Qiaprep Spin Miniprep (QlAgen®). O vetor plasmidial contendo o gene
BgaD-D foi digerido utilizando as enzimas de restricdo, Ndel e Sall, seguindo o
protocolo do fabricante (New England BiolABS®). A digestdo foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1,2 % (m/v), a banda correspondente ao gene foi
removida e purificada como anteriormente para que posteriormente este possa ser ligado

ao vetor de expressdo (Sambrook & Russel 2001).

b. Material e Métodos a serem utilizados
1. Subclonagem do gene BgaD-D

O gene serd submetido a uma segunda ligacéo, no vetor de expressdo pET-30a(+)
(Novagen®) (Figura 2). A metodologia de ligacdo do gene ao vetor é a mesma descrita
para vetor de clonagem. Para confirmacdo do inserto, o plasmideo recombinante (pET-
30a(+)::BgaD-D) serd purificado e submetido a uma digestdo com as enzimas de
restricdo para posterior analise por eletroforese em gel de agarose. Assim que
confirmado a presenga do gene, uma aliquota sera quantificada através do equipamento
Thermo Scientific NanoDropTM 1000 Spectrophotometer e encaminhada para

sequenciamento com o intuito de verificar a integridade do gene.
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Xho l{158)
Not l(1686)
Eag l(166)
Hind lll{173)
Sal l{179)
Sac l(190)
EcoR l{192)
BamH l{198)
EcoR V(206)
Nco l(212)
Kpn l{238)

Bpu1102 l(s0) Bgl 11{241)
Nsp V(268)
Nde I(346)

Xba l(384)

SgrA l{495)

Dra lll{5180)

Pvu l{4479)
Sgf l{4479)

Sma 1(4353) Mlu 1{1176)

Bel 1(1190)
Nru 1{4138)

pET.30a(+) BstE ll(1357)

(5422bp) Apa {1387
Eco57 1(3825) BssH ll(1587)

Hpa l{1682

AlwN 1(3693) pa i(1682)

BssS 1(3450)

PshA 1(2021)

BspLU11 l(3277) 7
Sap 1(3181)
Bst1107 1(3048)
Tth111 l{3022)

Bgl l(2240)
Fsp l(2258)
Psp5 I1(2283)

T7 promoter primer #69348-3

PET upstream primer #50214-3 T7 promoter lac operator Xba s

AGATCGATCTCGATCC LG GAAAT TAATAC GACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGEATAACAATTCCCOTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Nde | His-Tag S+Tag NspV_ Bglll
TATACATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGETCTGGTGCCACGCGGTTCTGATATGAAAGAAACCGCTGLTGC TARATTCGAAL
= i rgGlySerGlyMetlysGluThrAlallodlalysPheG luh
thrombin Eag|
Ncol EcoR\.f BamH | EcoR | Sacl Sall Hindlll _ Notl  Xhol His*Tag
AATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGECCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTG
GluPheGluLeuArghrgGinAlalysGlyArgThrArghlaFroFroProfreProl

CAGCACATGGACAGCCCAGATCTG
nHisMetAspSerFrodspleu

pET-30&{+]

CCEECTECTAA
wCysEnd

o urﬁlaﬂctﬁ alzplle

enterokinase
pET-30b(+) GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
Alal leSerhspProAsnSerSerSerValAsplyslevhladlcAlaleuGlubisHisHisHisHisHIsEnd
PET-30¢c(+) ..CIHT“T"uTcluTEFIAATTluAC'_'EGT BACAAGCTTGE ccr:acnr'cckr'acu::c*u CACCACCACTGAGATCCGGCTGLTAA .
.G rlLeuTrplliedrgl leArghlaPreSerThrSerLevArgProHi sSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleu. .
Bpui102 | T7 terminator

CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGECTGC TGCCACCGCTEAGCAATAACTAGCATAACCCCTTEGEGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGEGTTTTTTG
B I ———
T7 terminator primer #69337-3
pET-30a-c(+) cloning/expression region

Figura B2. Vetor pET-30a-c(+). Fonte: Novagen®.

2. Expresséo e purificacdo da p-galactosidase recombinante



Com a confirmacdo da sequéncia génica, serdo realizados os testes de expressao
da enzima recombinante. A E. coli é escolhida nesta etapa por ser uma hospedeira de
facil manipulacéo, rapido crescimento e que toleram diferentes produc@es de proteinas
heter6logas. As células de uma determinada cepa de E. coli serdo submetidas a
eletroporagdo na presenca do plasmideo (pET-30a(+)::BgaD-D). As células serdo
incubadas a 37 °C e 180 rpm em meio LB até apresentarem OD de 0,5, momento no
qual a expressdo serd induzida com 1mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo).
Como o plasmideo contém o promotor T7 antes do gene, quando induzido por IPTG €
capaz de expressar 30 % mais do gene de interesse em relacdo a massa total de proteinas
bacterianas produzidas (Rosano & Ceccarelli 2014).

Serdo efetuadas coletas de amostras do meio a cada 3 horas (até 24 h), as quais
serdo submetidas a avaliacdo da atividade de B-galactosidase (conforme descrito no item
2.7 do Capitulo 4). Apos a obtencdo das melhores condi¢es de expressdo, as células
serdo rompidas e centrifugadas. Ambas as fracfes solUveis e insolUveis da amostra
serdo analisadas por eletroforese vertical em SDS-PAGE e assim que verificada a
presenca da enzima, a banda correspondente sera recortada e submetida a um protocolo
de purificacdo para ser analisada por espectrometria de massa. Este procedimento
confirmard a identidade da banda recortada, através da comparacdo dos peptideos que
formam esta proteina com a sequéncia da base de dados.

Assim que confirmada, células serdo cultivadas em maior escala para iniciar o
processo de purificacdo da enzima. As células serdo rompidas, centrifugadas e a amostra
contendo a enzima sera submetida a cromatografia usando o sistema Akta Purifier (GE
Healthcare®), no qual serdo testadas diversas matrizes de colunas (Amersham 2001).
Apobs eluicdo, as amostras serdo analisadas por SDS-PAGE, para gque seja estabelecido o
protocolo de purificacdo que garanta a obtencdo da enzima na sua forma homogénea e
ativa. A técnica de Bradford serd empregada para determinagdo do teor de proteina
(Bradford 1976) e testes de atividade enzimatica e determinagdo das constantes

cinéticas serdo conduzidos.



APENDICE C - QUANTIFICACAO DE GENIPINA UTILIZANDO GLICINA

No laboratorio, foi testada a possibilidade de quantificacdo da genipina utilizando
a glicina (pKa igual a 9,6) (Moura et al., 2013). Assim, uma curva de calibracdo foi
construida de 50 mg.L? a 300 mg.L* utilizando a genipina comercial (dissolvida em

metanol 45 %, v/v; pH verificado: 6,9) (Figura 1).

Figura C1. Curva de calibracdo utilizando glicina para quantificacdo de genipina. Fonte:
elaborado pela autora.

Para isso, as solucdes padrdes de genipina (ou amostras que se deseja quantificar)
foram incubadas a 80 °C por 1 h, em seguida, 500 pL foram apanhados e adicionados
em 500 pL de uma solugéo de glicina (1 g.L™). As amostras foram colocadas em banho-
maria a 100 °C por 30 min, para induzir a reticulacdo, ap6s foram refrigeradas com gelo
e mantidas por 5 min a temperatura ambiente para posterior leitura no
espectrofotdbmetro. Apds a varredura de absorbancias, foi constatado que em 600 nm
pode ser feita a leitura da quantificacdo de genipina utilizando glicina. A equagédo obtida
encontra-se abaixo (Eqg. 1).

(Abs Amostra — Abs Brance) + 0,0121 (Eq. 1)
0,0016

Genipina (mg/L) =



APENDICE D - RESULTADOS PARCIAIS DO ESTUDO DA CLONAGEM E
EXPRESSAO DO GENE BGAD-D DE B-GALACTOSIDASE DE BACILLUS
CIRCULANS VISANDO A SINTESE DE GOS

O DNA de Bacillus circulans foi utilizado no desenvolvimento deste estudo por
possuir um futuro promissor para aplicagdo em produtos da industria alimenticia. Para
isso, foram construidos diferentes primers para deletar grande parte do gene que
codifica a B-galactosidase de B. circulans, a fim de obter somente a porcdo BgaD-D
(ver item 2.3.3.1, “B-galactosidase de Bacillus circulans). Os primers desenhados e

suas caracteristicas estdo na Tabela 1.

Tabela D1. Primers testados para amplificacdo da regido BgaD-D da B-galactosidase de
Bacillus circulans (sentido 5'-3").

Primer Sequéncia de nucleotideos e sitio de restricdo  Caracteristicas
Forward 5'- tataca” tatgggaaacagtgagctatgatgg -3' Desenvolvido com base em estudos
Ndel start codon ja existentes (Bultema et al. 2014)
Tm =58 °C
Reverse 1  5'- tttg™~ tcgacttatggcgttaccgtaaatac -3' Desenvolvido com base em estudos
Sall stop codon ja existentes (Bultema et al. 2014)
Tm=58 °C
Formag&o de hairpin
Reverse 2  5'- gcg” tcgacgtcatggtcttatggegttac -3' Desenvolvido para uma maior parte
Sall stop codon do primer anelar no DNA

Tm =63 °C muito similar &
temperatura de desnaturacdo

Reverse 3  5'- gcg™tcgacttatggegttac 3' Desenvolvido para baixar a Tm
Sall stop codon Tm=54°C.
Reverse 4  5'- ga” gatctttatggcgttaccgtaaatacgctc -3' Desenvolvido com outro sitio de
Bglll stop codon resticdo e com uma sequencia
maior de anelamento ao gene de
interesse
Tm= 60 °C

Fonte: elaborado pela autora.

O uso do start codon no primer foward é inserido para sinalizar o inicio do gene,
bem como o uso do stop codon nos primers reversos € utilizado para sinalizar o fim do

gene, uma ilustragéo foi desenvolvida para melhor entendimento (Figura 1).
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DNA do B. circulans (sense) BgaD-D (sense)
- ATGGGAAACAGTGTGAGCTATGATGGAGAG. . AGCGTA

(Primer reverse) 3'- CATAAATGCCATTGCGGTATTCAGCT  GTTT -5

5'- TATACA® TATGGGAAACAGTGTGAGCTATGATGG -3 (Primer forward)

Y- TACCCTTTGTCACACTCGATACTACCTCTC. . . TCGCATAAATGCCATTGCGGTATT .. . -5
BgaD-D (antisense) DNA do B. circulans (anfisense)

Figura D1. Exemplificacdo do anelamento dos primers forward e reverse 1 ao DNA de B.
circulans. Fonte: elaborado pela autora.

As temperaturas tedricas de anelamento dos primers foram indicadas pelos
fornecedores dos mesmos (Tm, 50 mM NaCl, Tab. 2, Apéndice B) e avaliadas
utilizando o software Gene Runner, no qual também foram realizadas simulacGes da
PCR para averiguacdo de possiveis interagcdes da sequéncia de DNA com o0s primers.
Este estudo teve 3 fases, a primeira utilizando os primers foward e primer reverse 1, a
segunda avaliando outros dois primers reversos (reverses 2 e 3) e terceira fase avaliando

um quarto primer reverso (reverse 4).

Na primeira fase, ao testar o primer foward e o primer reverse 1 em diferentes
condicdes de PCR, uma amplificacdo utilizando 5 % de DMSO e Tm de 45 °C seguida
de corrida em gel de agarose, mostrou uma banda de aproximadamente 2436 pb de
altura (tamanho do gene de interesse, BgaD-D). A banda foi recortada, purificada e

reamplificada para se obter uma maior quantidade de material (Figura 2).

M 45°C M 45°C

(a) (b)

Figura D2. Amplificacdo com os primers foward e reverse 1 (a); reamplificacdo (b).
Fonte: elaborado pela autora.

Uma nova purificacdo foi realizada a partir da banda mais intensa obtida na
reamplificagdo. Em seguida, foi feita a ligacdo deste produto de PCR purificado ao
vetor de clonagem pCR-Blunt®, o qual foi inserido em uma cepa eletrocompetente. O
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microrganismo foi cultivado e uma Unica col6nia foi observada. A coldnia foi isolada e
incubada para posterior purificagdo do DNA plasmidial, com o intuito de verificar
novamente a presenca do gene. A clivagem do gene do DNA plasmidial foi realizada
utilizando a enzima de restricdo EcoRI. Porém, ap6s a PCR e analise do gel de agarose,
foi observado que a regido de interesse ndo foi amplificada. Ao se avaliar o primer
reverse 1 no software Gene Runner, foi possivel ver que este formava um hairpin
(dobra), anelando nele mesmo, o que possivelmente acarretava as baixas amplificacfes

do gene de interesse. Assim, dois outros primers reversos foram desenvolvidos.

Depois de inimeras tentativas de amplificacbes, foi obtido resultados similares
empregando o primer reverse 2. Nas PCRs conduzidas com o primer reverse 2, bandas
de aproximadamente 2500 pb foram visualizadas empregando 5 % de DMSO e 50 °C
na amplificacdo. A banda foi purificada, reamplificada, purificada, clonada e novamente
utilizada para transformar em células de E. coli eletrocompetentes com auxilio do vetor
pCR-Blunt®. Apds a incubagdo, 8 colbnias cresceram, assim, ambas foram submetidas
a purificacdo do DNA plasmidial e clivadas tanto empregando a EcoRI quanto
empregando Ndel/Sall. Contudo, somente bandas em torno de 1000 pb foram
visualizadas. Quando a utilizacdo do primer reverse 3, nenhum resultado positivo foi

encontrado.

Entdo, partiu-se para o quarto e Gltimo primer testado, o primer reverse 4, o qual
foi desenvolvido com a proposta de insercdo de um sitio de restricdo de outra enzima, a
Bglll, e com uma extensdo maior completar ao gene de interesse, para evitar o
anelamento do mesmo em outras partes do DNA. Porém, nenhum resultado satisfatorio
foi obtido. Como possiveis problemas enfrentados, destaca-se a dificuldade de
desenvolver um primer reverso gue nao anele em si mesmo (formacéo de hairpins), e

com uma Tm muito alta.

Em relagdo as caracteristicas gerais das colonias de B. circulans, estas sdo
conhecidas por serem arredondadas (caracteristico de bactérias), possuirem formato de
bastonete, serem gram-variaveis (Vidhyalakshmi et al. 2016; Adam et al. 2015),
crescerem anaerobicamente, serem catalase positivas e oxidase negativas (Nakamura &
Swezey 1983). Neste trabalho, a cepa utilizada foi aberta em meio estéril e cultivada
com todos os cuidados para evitar contaminacdo, mas ndo foram realizados testes
profundos de identificacdo da mesma, somente analise da morfologia das colbnias,

visualizagdo microscodpica e teste de gram (gram negativas) (Figura 3).
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Figura D3. Caracteristicas das colbnias da cepa utilizada neste trabalho (a) e sua analise
microscopica (b). Fonte: elaborado pela autora.
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