
  

XII Seminário Brasileiro de Tecnologia Enzimática  

ENZITEC 2016 

  

Extração Enzimática de Genipina a partir do Jenipapo (Genipa americana L.) em Sistema 

Bifásico Aquoso 

  

Anelise Stein Bellé1, Camila R. Hackenhaar 1, Eliseu Rodrigues 1, Manuela P. Klein 2 e Plinho F. Hertz 1  

 1Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos   
Caixa Postal 15090 - 91501-970, Porto Alegre - RS - E-mail: plinho@ufrgs.br  

2 Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre - Rua Sarmento Leite, 245 - 90050-170  

  

RESUMO  

 A genipina é um iridóide de ampla aplicação, tanto na área da saúde como na têxtil e na indústria de alimentos. Neste 

trabalho foi realizada a extração deste composto a partir de um fruto, jenipapo (Genipa americana L.), de vasta 

distribuição no Brasil. Avaliando quatro preparados enzimáticos comerciais com características celulolíticas, 

pectinolíticas e glicosídicas e utilizando uma combinação de solventes, em um só sistema, foi possível quantificar e 

identificar, por HPLC-DADMS, a genipina, obtendo-se um rendimento de 97,33 mg.g-1, com um alto grau de pureza, 

empregando Celluclast® 10 %. Desse modo, foi obtido o maior rendimento já descrito de genipina a partir de um extrato 

vegetal, mesmo comparando com outros frutos.   
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INTRODUÇÃO   

A genipina está presente naturalmente em alguns vegetais e pode ser extraída através da hidrólise do 

geniposídeo (Endo & Taguchi 1973). Esta reação é catalisada por βglicosidases (EC 3.2.1.21) (Itoh-Nashida et 

al., 1987), na qual o açúcar do geniposídeo é liberado formando a genipina (Djerassi et al., 1960; Fujikawa et 

al., 1987).  O geniposídeo é um iridóide natural e majoritário no jenipapo (Genipa americana L.), podendo 

representar mais de 70 % de seus iridóides totais (Bentes et al., 2014). A genipina e o geniposídeo podem tanto 

ser encontrados no endocarpo (Renhe et al., 2009) e no mesocarpo do jenipapo (Ramosde-la-peña et al., 2014), 

quanto nas folhas e caules da Tocoyena formosa (Coelho et al., 2006), nos caules da Randia spinosa (Hamerski 

et al., 2003), na Castilleja tenuiflora (Carrillo-Ocampo et al., 2013), na Bellardia trixago (Venditti et al., 2013), 

na Eucommia ulmoides (Lee et al.,, 2014) na Lampaya medicinalis (Morales et al.,, 2014) e nos frutos da 

Gardenia jasminoides (Winotapun et al., 2013).  

Tem sido reportado que a genipina possui muitas ações curativas e farmacológicas, como atividade anti-

inflamatória (Nam et al., 2010), atividade contra colestase (Goto & Takikawa 2010), efeito antidepressivo (Cai 

et al., 2015), anticarcinogênico (Feng et al., 2011; N. Wang et al., 2012) e anti-obesidade (Kojima et al., 2011). 

Além disso, é utilizada em outras áreas, como corante natural azul, através de sua reação com proteínas (Bentes 

et al., 2014; Yang et al., 2012; Touyama et al., 1994), colorímetro de aminoácidos (Lee et al., 2003) e detector 

de proteínas (Fujikawa et al., 1987), como constituinte de stents cardíacos e veículo para liberação de drogas 

em organismos (Chen et al., 2009; Muzzarelli et al., 2015; Muzzarelli 2009). Uma vez que é capaz de se reticular 

com proteínas, pode substituir polímeros convencionais utilizados em imobilizações enzimáticas, é uma ótima 

substituta do glutaraldeído, por exemplo, por ser muito menos tóxica (Feng et al., 2011; Chen et al., 2009; Hou 

et al., 2008). A LD50 para genipina administrada de forma intravenosa é de 153 mg.kg-1 e oral, 237 mg.kg-1 

(Chen 2004; Zhu 1998) em camundongos, enquanto que para o glutaraldeído é 15.4 mg.kg-1 e 100 mg.kg-1, 

respectivamente (Uemitsu et al., 1976).   

Existem três técnicas principais para extração da genipina: solventes, ultrassom e ação enzimática; que 

podem ser utilizadas combinadas ou empregadas em etapas subsequentes. A genipina é mais apolar que o 

geniposídeo, devido a esta propriedade os solventes orgânicos são os mais usuais para extrair genipina, como 

acetato de etila e n-butanol (Zhou et al., 2005). Este tipo de extração é usualmente conduzida em sistemas 

bifásicos possuindo inúmeras vantagens: aliviar a inibição pela formação de produto, minimizar possíveis 

degradações do produto, reduzir custos e leadtime evitando processos de downstream e assegurar um relativo 

alto grau de pureza do produto final (Djerassi et al., 1960; Wang et al., 2011; Yang et al., 2011). O ultrassom é 

utilizado para desestabilizar paredes celulares e facilitar a exposição de componentes celulares internos, 

comumente aplicado juntamente com outras técnicas, como enzimas e alta pressão hidrostática (Ramos-de-la-
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Peña et al., 2014; Li et al., 2015; Ramos-dela-Peña, Montañez, et al., 2015). Mas a maior extração de genipina 

a partir de extratos frutíferos relatada até o momento foi alcançada para Gardenia jasminoides, utilizando 

solventes e enzimas com um rendimento de 58.83 mg.g-1 (85% de pureza) (Winotapun et al., 2013). A extração 

enzimática neste caso pode ser tanto empregada para promover o rompimento das paredes celulares quanto para 

expor alguns componentes de interesse do fruto. Diferentes enzimas livres já foram avaliadas e reportadas, como 

celulase de Aspergillus niger (Winotapun et al., 2013), pectinaesterase de Aspergillus aculeatus (Ramos-de-la-

Peña et al., 2014; Ramos-de-la-Peña, Renard, et al., 2015), β-glicosidases de Penicillium nigricans (Xu et al., 

2008), de Aspergillus niger Tiegli (Hua-zheng, 2011), de Trichoderma harzianum CGMCC 2979 (Dong et al., 

2014) e de Aspergillus niger Au0847 (Peng Wang 2014) e com β-glicosidase de Trichoderma reesei imobilizada 

em um sistema bifásico (Yang et al., 2011).  

A fruta utilizada nesta pesquisa para extrair a genipina foi o jenipapo. Este fruto é possivelmente 

originário da Floresta Amazônica e se distribui, atualmente, da região Caribenha (México) ao Centro da América 

do Sul (Chiov et al., 2003). No nordeste do Brasil, parte desses frutos é utilizada para produzir bebidas, geleias, 

marmeladas e sorvetes (Morton, 1987) e o restante, ou a maior parte, é descartado por possuir uma rápida 

maturação. Devido a sua ampla distribuição no Brasil (de Souza et al., 1999) e as atraentes propriedades da 

genipina, o presente estudo tem como objetivo investigar o rendimento de genipina por extração enzimática em 

sistema bifásico aquoso. Com esta finalidade, quatro diferentes preparados enzimáticos comerciais foram 

testados e a genipina obtida foi quantificada e identificada por HPLC-DAD-MS.  

  

MATERIAL E MÉTODOS  

  Os jenipapos adquiridos foram descascados, picados, congelados, liofilizados, triturados e mantidos sob 

refrigeração. Os preparados enzimáticos utilizados foram Celluclast®, Pectinex Smash XXL® e Pectinex Ultra 

Color® (Novozymes, Brazil) e Lallzyme BetaTM (Lallemand, France). p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo 

(pNPG), onitrofenil-β-D-galactopiranosídeo (oNPG), genipina (99 % de pureza) e metanol foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich® (Brasil). Todos os solventes e químicos foram de grau HPLC. Ambas amostras e solventes 

foram filtrados em membranas  (0,22 e 0,45 µm, respectivamente).  

Foram avaliadas para cada preparado as atividades de celulase total, pectinase total e β-glicosidase. A 

quantidade de proteína foi determinada pelo método de Lowry (Lowry, 1951). A atividade total de pectinase foi 

mensurada através da hidrólise da pectina (grau de esterificação de 75 %): 100 μL preparado enzimático diluído 

em tampão citrato de sódio, 0,05 M e pH 5,0 (tampão A), 900 μL de solução de pectina (1 g.L-1, no mesmo 

tampão), conduzida a 40 °C durante 2 min. Quantificado pelo método de DNS e detectado em espectrofotômetro 

a 540 nm (Miller, 1959). A atividade de celulase total foi determinada usando papel filtro Whatman® N°1, 

seguindo método de Ghose (Ghose, 1987): 100 μL do preparado diluído em tampão A, 900 μL do mesmo tampão 

contendo 50 mg do substrato, incubado a 50 °C por 2 min e quantificado da mesma forma que para pectinase 

total. Uma unidade de pectinase ou de celulase foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 

1 μmol de grupo redutores por minuto, nas condições prescritas. A atividade de β-glicosidase foi mensurada 

utilizando p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (pNPG), seguindo o trabalho de Parry e colegas  

(Perry et al., 2001): 120 μL de tampão A, 80 μL de pNPG (4 mg.mL-1) e 50 μL do preparado enzimático diluído 

no mesmo tampão. Após, a mistura foi incubada a 37 °C por 2 min e a reação foi interrompida pela adição de 1 

mL de tampão carbonato de sódio (0.5 M e pH 12,0). A quantificação foi realizada em espectrofotômetro a 405 

nm e a atividade calculada utilizando o coeficiente de extinção molar de liberação do p-nitrofenil (Ԑ= 13 L.mmol-

1.cm-1, pH 10,0). Uma unidade de β-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

hidrolisar 1 μmol de pNPG por minuto nas condições descritas acima. Todos os experimentos foram conduzidos 

em triplicata.  

A extração da genipina foi realizada em batelada, em erlenmeyers de 10 mL. Na primeira etapa os 

preparados foram utilizados a 5 % (m/v). A reação foi composta de 100 mg do jenipapo, 1,5 mL do preparado 

em tampão A e 1,5 mL de acetato de etila, incubado a 37 °C nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 min. Após foram 

centrifugadas (3000 g) por 5 min, a fase orgânica foi coletada, seca com nitrogênio gasoso, ressuspendidas em 

metanol 45 % (v/v), filtradas e diluídas para posterior quantificação da genipina. A extração também foi avaliada 

na ausência de enzimas, na presença do acetato de etila somente nos 30 min finais (até 180 min), nas condições 
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de 1 e 10 % para as duas enzimas mais eficientes na extração a 5 % (até 180 min) e com melhor preparado a 20 

% (até 480 min). Ambos os experimentos foram conduzidos em duplicata. A genipina presente nas amostras foi 

analisada em HPLCDAD-MS com coluna C18 Atlantis® T3, Metanol:Água (45:55, v/v) como fase móvel (0.9 

mL.min-1) e 29 °C (Xu et al., 2008; Wang et al., 2014), monitorando a 238 nm em um tR de ~8 min.  

  

RESULTADOS E DISCUSSÕES  

A análise das atividades dos preparados (Tabela 1) mostra que ambos possuem as atividades declaradas 

pelos fornecedores, sendo que Lallzyme Beta® é a que possui maior teor de proteína em sua formulação.  
Tabela 1. Atividades enzimáticas dos preparados comerciais testados  

  
Celluclast® e Lallzyme Beta® são os que possuem maior atividade celulolítica, enquanto que Pectinex 

Smash®, Ultra Color® e Lallzyme Beta® possuem maior poder pecnolítico e Celluclast® e Lallzyme Beta® 

são as que têm maior atividade de β-glicosidase.  

Após distinguir as atividades enzimáticas dos preparados foi realizada a extração com as enzimas a 5 % 

(Figura 1a).  

(a)   
Figura 1. (a) Extração da genipina com os preparados enzimaticos  a 5 %: Celluclast® (), Lallzyme BetaTM (), Pectinex Smash® 

(), Pectinex Ultra Color® () e na ausência de enzimas (). (b) Melhores preparados para extração de genipina em diferentes 

concentrações: Celluclast® 10 %(), Lallzyme BetaTM 10 % (), Celluclast® 1 % ® (), Lallzyme BetaTM 1 % () and wihtout 

enzyme ().  

A maior extração de genipina com preparados a 5 % foi verificada utilizando Celluclast® e Lallzyme 

Beta®, nos tempos de 90 min, sendo 81,38 e 69,35 mggenipina.gjenipapo
1, respectivamente. Quando avaliados em 

diferentes concentrações (Figura 1b), ambos extraíram mais quando usadas a 10 % em um tempo de 150 min, 

97,33 e 82,52 mg.g-1, respectivamente. O melhor preparado até o momento, Celluclast®, foi testado a 20 %, 

porém não mostrou maiores resultados e o teste utilizando acetato de etila somente no final da extração não se 

mostrou mais eficaz do que o método proposto. Através do HPLC foi verificada alta pureza do composto, 

aproximadamente 98 %.  

  

CONCLUSÕES  

Os resultados mostram que a utilização de celulases e β-glicosidases são essenciais para extração da 

genipina e que até o momento este trabalho mostra a melhor extração de genipina, 97,33 mg.g-1, verificada na 

bibliografia atual, quando comparado com extrações partindo de um extrato vegetal. Futuramente, se pretende 

avaliar a influencia do pH e temperatura na extração, imobilizar uma enzima utilizando quitosana e a genipina 

extraída e comparar a resistência entre filmes de quitosana/genipina e quitosana/glutaraldeído.  

  

( b ) 
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