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EXTRACCION, SEPARACION Y ANALISIS DE LAS MOLECULAS COLORANTES DEL ANIL
( Indigofera suffruticosa Mill. ).

INTRODUCCION.

Los colorantes de origen natural han sido
utilizados por el hombre desde tiempos muy
remotos, a fin de expresar sus creencias y sus
relaciones con la naturaleza o con otros hombres *.
A nivel social, los colorantes cobraron una gran
importancia. Al principio las materias colorantes
fueron extraidas de minerales pulverizados, los
que constituyen una fuente asequible, pero pronto
el hombre descubri6 el poder colorante de algunos
animales y especialmente de las plantas 2
Estos  descubrimientos  constituyeron  una
verdadera revolucidn, gracias a la calidad de los
colorantes vegetales y animales. No obstante que
son de mas dificil extraccion que los minerales,
los colorantes vegetales presentan numerosas
ventajas.

Todas las civilizaciones en el pasado tuvieron
predileccion por los colores y por ciertas fuentes
naturales *. Estd ampliamente documentado que
los fenicios comenzaron la extraccion del
pigmento cominmente llamado “Pdrpura Real” o
“Purpura de Tiria”, a partir de las glandulas
hipobranquiales de moluscos del género Murex y
Purpura *. Este exclusivo colorante era utilizado
Eg los romanos para tefiir las capas de la nobleza

En nuestro pais, ha existido una conocida
tradicién por la produccién y utilizacién de
colorantes de origen natural. La extraccién del
carmesi de la “Grana cochinilla”® que se remonta
al siglo X de nuestra era, es atribuido a los
toltecas’. Otro ejemplo del desarrollo tecnolégico
en la produccién de colorantes, es el perdurable,
Azul maya * De acuerdo a recientes
investigaciones, este pigmento resistente a los
acidos, tales como el &cido acético, nitrico,
clorhidrico y sulfurico, asi como a los alcalis y a
la biodegradacién, estd compuesto de una arcilla
natural ( paligorskita ) y un pigmento organico
natural ( indigo ) ***2.

Existen numerosas plantas que proporcionan
pigmentos que practicamente cubren todo el
espectro de colores que pueden ser percibidos por
el ojo humano. En esta diversidad, se encuentran
las plantas Ilamadas Indigoticas, las cuales
contienen sustancias precursoras del indigo. El
indigo es una molécula con propiedades tintoriales
que imparte una coloraciéon azul, ampliamente
utilizada en la industria textil *°.
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La sintesis de la muveina en 1886, marc6 uno de
los mas grandes progresos de la industria quimica,
pero también produjo el desplazamiento de los
pigmentos naturales **. A principios del siglo XX,
la produccion del indigo sintético a una escala
industrial, establecié el inicio del auge de los
sintéticos y el abandono total de los pigmentos
naturales *°. Actualmente, cada vez son més los
reportes sobre los riesgos a la salud por la
utilizacion de aditivos sintéticos, no solo en la
industria de alimentos , sino también en la de la
cosmetologia, farmacéutica y del vestido *°. Como
consecuencia de lo anterior, los colorantes
naturales han sido objeto de multiples trabajos,
con el fin de estudiar sus propiedades, su forma de
extraccion y analisis, para de nuevo difundir su
uso. Este articulo resume una parte de los trabajos
realizados con colorantes naturales, de los
estudios de doctorado del autor en el Laboratoire
de Chimie Agroindustrielle, de I’Ecole Nationale
Supérieure de Chimie de Toulouse, Francia.

ANTECEDENTES .

De gran importancia como actividad econémica
en estados del sureste de México en el pasado
reciente, el cultivo del afil y la extraccion de sus
materias colorantes, solo se practica actualmente
en pocas regiones del pais. Este es el caso de la
region del Istmo de Tehuantepec en el estado de
Oaxaca, donde se persiste en su conservacion en
la localidad de Santiago Niltepec Y. La
produccion del colorante actualmente alcanza
cifras de 500 kg anuales, los cuales son vendidos
en el mercado interno y en el extranjero. No
obstante la visible calidad del producto, su
comercializacion es dificil. En México no existen
estudios sobre su caracterizacion, grado de pureza
y composicion; por lo que su venta es limitada,
especialmente en los mercados internacionales. La
comercializacién como materia prima es una
restriccion para los productores en cuestion de
precios, ya que es en los paises importadores que
se le da un valor agregado al emplearlo en la
manufactura de productos de alta cotizacion,
como son, la alta costura, la cosmetologia y los
consumibles para el arte ( lacas, tintas, lapices,
etc.). Nuestro estudio persigue contribuir en el
conocimiento quimico del producto de la
extraccion del afiil, con el propdsito de establecer



los estandares de calidad necesarios para su
exportacion y sus posibles aplicaciones.

1. EL INDIGO DEL ANIL.

En la naturaleza existen mas de 200 especies
vegetales que producen el indigo, de entre ellas,
Isatis tinctoria L.,0 Woad; Polygogunum
tinctorium, Baphicacanthus cusia, Calante
veratrifolia y diversas especies del género
Indigofera, son las mas conocidas'. El afiil de
México pertenece a este género, y su nombre
cientifico es Indigofera suffruticosa Mill., y es
una especie de la famila de las leguminosas.

A simple vista nada parece indicar que existe en la
planta del afil algiin compuesto que produzca un
colorante azul. Esto es porque el indigo se
produce durante la extraccion a partir de
precursores incoloros que estan contenidos dentro
de las células del mesofilo de las hojas. Estos
precursores son glucosidos constituidos por
glucosa, y la parte aglicona es un n(cleo
indélico™. En la actualidad se han identificado
dos precursores, el Indoxylo-5-Cetogluconato
[ 1 ] o Isatan B, el cual se encuentra
mayoritariamente en las hojas Isatis tinctoria L., y
el Indoxilo-B-D-glucosido [ 2 ] o Indican que se
encuentra en las hojas del afiil®. Estos precursores
son productos del metabolismo secundario de las
plantas indigoticas y posiblemente tengan alguna
funcion especifica contra el ataque de prédatores.
Debido a que el enlace que une la glucosa y el
nacleo indélico es de tipo éter, su hidrdlisis es
dificil como una reaccién espontanea o por efecto
de &cidos o bases, y es necesaria la intervencion
de una enzima B-Glucosidasa. No esta aun claro si
esta enzima esta presente en el protoplasma
celular, pero si en diferente lugar que el sustrato,
en un fendmeno de compartamentalizacion o es
proporcionada por los microorganismos %. En
cualquier caso, al hidrolizarse el indican, se libera
el Indoxilo [ 3 ]. En forma espontanea al contacto
con el aire, dos moléculas de indoxilo se
condensan para formar el Indigo [ 5 ]. El indoxilo
en un medio rico en oxigeno puede oxidarse y
convertirse en Isatina [ 4 ]; esta Gltima al unirse
con una molécula de indoxilo da lugar a una
molécula de Indirubina [ 6 ] La indirubina es
un isémero del indigo de color rojo. El indigo y la
indirubina son las materias colorantes hasta la
fecha identificadas en los extractos solidos del
afiil; su contenido es variable y depende del
contenido de precursores en las hojas, derivado a
su vez de las condiciones de cultivo y de las del

medio ambiente, asi como de los métodos de
extraccion %,
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Figura 1. Formacion de los pigmentos del afil a
partir del indican contenido en sus hojas.

2. EXPERIMENTAL.
2.1. EXTRACCION.

Las hojas de afil fueron recolectadas del campo,
en la localidad de San Lorenzo Etla, Oaxaca, en el
verano de 1998. Este tipo de afiil fue marcado y
caracterizado por el autor como “Afil San
Lorenzo”, para fines de diferenciacién con otros
tipos encontrados en el Estado de Oaxaca. Se
pesaron 300 g de material vegetal y se colocaron
en un recipiente. Se agregaron 3 L de agua
destilada y se dejo macerar a una temperatura de
30°C por un tiempo de 24 h, hasta que se percibid
una fermentacion de las hojas y el agua se torné
de una coloracién azul y sobre su superficie se
observo una pelicula cobriza. En este momento, se
separé el material vegetal del extracto. Este dltimo
se pas6 a un recipiente de cristal transparente y se
dejo reposar por espacio de 5 h hasta que se
formé un precipitado de color azul. El precipitado
fue recuperado por filtracion con papel filtro y se
metid a secar a una estufa a 50 °C por un tiempo
de 36 h. De la superficie del papel filtro se
recuperé un polvo de color azul, el cual se puso
en un frasco de vidrio de color dmbar para
protegerlo de la luz. Este extracto bruto fue
Ilevado al Laboratorio de Quimica Agroindustrial
en Toulouse Francia para su estudio.



2.2. SEPARACION.

La separacion de las moléculas tintoriales del
extracto bruto se hizo por medio de tres técnicas,
por Cromatografia de Capa Fina ( TLC ), por
Cromatografia Liquida Solida ( SLC ) en columna
abierta y por Cromatografia Liquida de Alta
Presién ( HPLC).

4.2.1. SEPARACION Y CARACTERIZA-CION
POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

Se pesaron 150 mg del extracto bruto y se
diluyeron en 300 mL de N,N-dimetilfor-
mamida ( DMF ). Se realizaron depoésitos de
aproximadamente 2 pl sobre placas de vidrio
recubiertas de gel de silice ( MERCK ). La fase
movil estuvo compuesta de una mezcla de
benceno: acetona ( 97: 3 ). También se hicieron
depdsitos de indigo de sintesis ( SIGMA ), y de
indirubina sintetizada en el laboratorio a partir del
acetato de indoxilo. Después de un desarrollo de
20 min en un cuva de cromatografia saturada del
sistema de elusién, se observaron dos bandas, una
superior de color azul, y otra de color rojo. La
banda superior de color azul coincidié
perfectamente con la banda del indigo de sintesis,
y la banda roja tuvo el mismo Rf de la banda de la
indirubina de sintesis. Con ésta fase movil, los
valores de Rf obtenidos fueron los siguientes: 0.54
para las bandas azules y 0.42 para las bandas
rojas. Por razones de toxicidad el benceno fue
sustituido por el tolueno, obteniéndose
practicamente los mismos resultados de
separacion.

4.2.2. SEPARACION POR CROMATO-
GRAFIA LIQUIDA -SOLIDA.

Para la separaci6on por cromatografia liquida-
solida en columna abierta, se selecciond como
sistema de elusion, una mezcla de
cloroformo/acetato de etilo. La fase estacionaria
fue el silice con una granulometria de 230-400
mesh. La mejor relacién masica del silice/extracto
bruto fue de 18 g/30mg. Utilizamos una columna
de cristal abierta con un didmetro de 1.6 cm, y el
gasto del eluante fue de 8.6 mL/min. La muestra a
separar se diluyé en una porcién de la fase mévil
antes de ser puesta en la columna. El gradiente de
elusion de 5, 10, 15 y 20%, comenzando por el
cloroformo, fue el que dio los mejores resultados.
Cada fraccion fue controlada por Cromatografia
de Capa Fina, y las fracciones de pigmento azul y
rojo fueron concentradas en rotavapor.

4.2.3. SEPARACION POR HPLC.

Utilizamos una columna C18 de 250 x 4.6 mm. La
inyeccion se efectud con una jeringa de 25 L. El
gasto fue de 1.0 mL/min, y la longitud de onda
analitica fue de 292 nm. El sistema de elusion
estuvo compuesto de A= metanol, B= agua, C=
50¢/L de &cido fosforico en agua. De 0 a 10 min,
50 A/40 B/ 10C; 70 A/ 20B /10C, después de 10
min; 80 A/ 10B / 10C, a los 20 min y después de
25 min, se regreso a las condiciones de partida. La
muestra inyectada se disolvio en piridina.

4.3. IDENTIFICACION DE LAS MATE-RIAS
TINTORIALES DEL ANIL.

La caracterizacion e identificacion de las materias
tintoriales del afiil se hizo por Espectroscopia de
Absorciéon UV-Visible y Espectroscopia de
absorcién en el Infrarrojo.

43.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
UV-VISIBLE.

Con las fracciones recuperadas de la separacion
en columna abierta de los pigmentos azul y rojo,
se procedi6 a identificarlas. Los espectros de
absorcién de las fracciones azul y roja se
obtuvieron con el espectrofotémetro y después se
compararon con los del indigo SIGMA vy el de la
indirubuna sintetizada y purificada en el
laboratorio.

4.32. ESPECTROSCOPIA DE ABSOR-CION
EN INFRARROJO.

Los espectrogramas de fracciones sélidas de los
pigmentos azul y rojo se obtuvieron a partir de
pastillas elaboradas con KBr. Los espectros de las
muestras fueron comparadas con los de los
estandares.

4.4. ANALISIS CUANTITATIVO.

Para la cuantificacion del contenido de indigo y de
indirubina en el extracto bruto resultante de la
extraccién, se procedié a diluir de 10 a 20 mg de
la muestra en 25 mL de N,N- dimetilformamida.
Las muestras fueron depositadas en placas de gel
de silice 60 PF,4 ( MERCK ). Estos depdsitos se
hicieron con un aplicador automéatico DESAGA
AS30. También fueron depositados sobre la placa
una serie de concentraciones estandares. Se
desarrollaron las placas con un sistema compuesto
de tolueno — acetato de etilo ( 3:2 ). Después de la



separacion de los pigmentos, las placas fueron
leidas en un densitometro DESAGA/ HEIDEL-
BER CD 60. Se hicieron tres lecturas de cada
muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION.

La extraccion de los pigmentos contenidos en las
hojas del afil se realiz6 mediante una
fermentacion en agua a 30 °C , lo que significa
que el indican fue hidrolizado por los
microorganismos. Un caracteristico olor de
fermentacion se comenzé a percibir a las cinco
horas de maceracion y el extracto comenz6 a
tornarse azul después de 10 h. El rendimiento en
extracto bruto fue de 3 mg . g de peso fresco.
Este extracto present6 una intensa coloracion azul.
La separacion por CCF fue efectiva y se pudo
apreciar que las bandas pigmentadas tuvieron un
ARf de 0.12. Al comparar las bandas coloreadas
de las muestras con los estandares de indigo e
indirubina, pudimos observar una exacta
coincidencia, lo que nos permitié deducir que se
trataba de estos compuestos. Esta técnica
cromatografica también nos permitié purificar
cantidades apreciables de los pigmentos. Con el
mismo sistema de elusién se realizaron ensayos de
Cromatografia de Capa Fina Preparativa. La
separacion en columna abierta dio buenos
resultados, obteniéndose por este medio las
fracciones purificadas que se utilizaron para la
fase de identificacion. La separacion por
Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC),
se produjo satisfactoriamente, como lo muestra el
cromatograma y las condiciones de desarrollo
fueron las Optimas. Esta técnica es adecuada para
el andlisis cualitativo de muestras de textiles u
otro material tefiido. Los espectros de absorcion
de radiacién UV-Visible e Infrarroja, coinciden
con los de las fracciones separadas, lo que
significa que realmente se trata del indigo y la
indirubina.

El andlisis cuantitativo de los pigmentos en el
extracto bruto por Cromatografia de Capa Fina-
Densitometria revel6 que el contenido de indigo
en el extracto bruto es del orden de 12.4 a 14.6%
y de indirubina de 0.5 a 0.8%. Los rendimientos
obtenidos son mejores que los obtenidos por el
que escribe en lIsatis tinctoria L., lo que indica
que el afil es mas productivo industrialmente.
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Figura 2.Espectro de absorcion UV-V de la
fraccion azul del extracto bruto del afil.
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Figura 3. Espectro de absorcion UV-V de la
fraccién roja que coincide con el de la
indirubina de sintesis.
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Figura 4. Espectro de absorcion infrarroja de
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indigo de sintesis.



e s

74.03.
T

54

4000  3m0 3000 @00 2000 1800 1000 ext 500
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la fraccion roja del afiil.
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Figura 7. Espectro de absorcion infrarroja de
la indirubina de sintesis.
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Figura 8. Cromatograma de la separacion por
HPLC mostrando los tiempos de retencion del
indigo y de la indirubina.

CONCLUSIONES.

Las técnicas de extraccion,  separacion,
caracterizacion y analisis cuantitativo de las
materias colorantes del afiil, desarrolladas en este
estudio permiten establecer que las moléculas
presentes en el extracto bruto son, el indigo y la
indirubina. Por primera vez se reporta que el
contenido de indigo es del orden del 12.4 al 14.6
% , y el de la indirubina del 0.5 al 0.8 %. La
metodologia desarrollada para el estudio del afiil
es aplicable para el control de calidad del afiil
producido en forma tradicional en el estado de
Oaxaca y establece un parametro de rendimiento
industrial.
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