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Introduccioén

Uno de los mas antiguos colorantes conocidos naturales utilizados por las grandes civilizaciones del
mundo obtenido a partir de fuentes vegetales y animales es el indigo (Clark et al., 1993; Galian y
Gilles, 1993). En Mesoameérica, los Mayas lo utilizaron para la elaboracion del “azul maya”, que
actualmente se sabe es un nanoestructura en cuya composicion esta involucrada una arcilla de la
peninsula de Yucatan y el principio tintéreo del afil (Tourbe, 1996; Yacaman et al., 1996). Los
derivados indig6ticos tintéreos pueden ser obtenidos de al menos una docena de familias vegetales,
dentro de las cuales se encuentran: Leguminosae, Brassicaceae, Polygonaceae, Acanthaceae,
Orchidaceae, Apocynaceae y Asclepiadaceae (Cardon y Chatenet, 1990). De estas familias se
han estudiado alrededor de cincuenta especies. No obstante la gran cantidad de especies, las que
mas se han utilizado, y en la actualidad han llamado la atencion de los investigadores han sido: Isatis
tinctoria L. (Woad o Pastel), Polygonum tintorium Ait. (Hierba de los tefiidores) y un grupo de
especies leguminosas llamadas “indigoticas” (indigotiers). Las leguminosas indig6ticas son especies
productoras de indigo pertenecientes al género Indigofera que se desarrollan en condiciones
tropicales de diferentes paises del mundo (Cannon et al., 1994). En Asia la especie conocida como
“planta verdadera de indigo” es Indigofera tinctoria L., y es originaria de la India (Vavilov, N.I., 1992).
Indigofera arrecta Hoschst.. es una especie nativa de Etiopia que es cultivada en Africa (Cannon et
al., 1994). En América, se tiene reportada una especie que se desarrolla desde el centro de México
hasta Sudamérica, Indigofera suffruticosa Mill. A esta especie se le ha dado diferentes nombres de
acuerdo a la regién y lengua. De esta manera, el nombre de Xiquilite o jiquilite fue utilizado por los
mexicas hasta antes de la llegada de los espafioles. En maya se le hombr6 como Ch'oh y en
zapoteco Yaga-Cohui pichacha o Nocuana-cohui (Mozifio, S.J.M., 1994). En la época de la colonia,
el Xiquilite (Hierba tinta) pas6 a ser el Afil. El afil comprende una especie y dos subespecies que
crecen desde el centro de México hasta Guatemala, El Salvador y Perd. Sus dos subespecies son:
Indigofera suffruticosa Mill., ssp. Suffruticosa e Indigofera suffruticosa Mill., spp. Guatemalensis (Kort
y Thigisse, 1984). Es necesario hacer una exhaustiva caracterizacion de los ecotipos de afiil en
México ya que el autor ha realizado varias colectas en condiciones climaticas y edéficas
contrastantes y presentan habitos de crecimiento diferentes. Por ejemplo, la colecta “San Lorenzo”
se desarrolla en forma silvestre en los Valles Centrales de Oaxaca; la colecta “La Maquina” fue
realizada en la Costa Chica de Guerrero a nivel del mar y la colecta “Istmo de Tehuantepec” tiene un
crecimiento mayor que las anteriores (Matadamas, O.E., 2005).

En la actualidad en varios paises, sobre todo de Europa, se han intensificado los estudios de los
métodos de extraccion y de analisis del indigo de especies que lo producen. En Inglaterra se han
llevado a efecto trabajos de investigacion enfocados a optimizar las condiciones de extraccion, a la
obtencién de un extracto sélido con alta concentracién del colorante y al andlisis de los precursores
del indigo y del propio colorante (Stoker, G.K., Cooke, T.D., y Hill, J.D., 1998; Gilbert, K.G., et al.,
2004; Garcia, M.P., y John, P., 2004). En Alemania, los investigadores se han abocado a la
cuantificacion de los precursores en lIsatis tinctoria L. (Oberthir, C. et al., 2004a; Oberthir, C. et al.,
2004b). En Francia, los trabajos de investigacion han permitido la produccion a escala comercial del
indigo a partir de las hojas de Isatis tinctoria L. (Matadamas, O.E., 2002).



El principal motivo de la investigacién en el indigo natural esta relacionado con su uso como
alternativa al indigo sintético, el cual presenta desventajas tanto en su produccion como en su
utilizacion. El Instituto Textil de Francia ha estimado que el mercado de textiles tefiidos con
colorantes naturales crece a un ritmo de aproximadamente el 8% por afio, lo que demanda cada vez
mas una produccion mayor de colorantes de este tipo, y del indigo en particular (Vilarem, G., 2004).
En México, la investigacion sobre las especies vegetales tintéreas, y en especial, sobre la extraccién
del indigo es escasa y de este aspecto solo se cuenta con informacion que data de hace mas de un
siglo (Mozio, S. J.M., 1797, editado por Sarabia, V., 1994; Rosignon, J., 1884) y de los
conocimientos empiricos sobre la extraccién que poseen pocos productores en algunas entidades
del pais recopilados en algunas publicaciones (Centro de Investigacién y Desarrollo Binniza, A.C.,
1999).

En nuestro pais, el proceso de extraccidén del colorante se realiza de manera empirica, lo que resulta
en diversas dificultades para obtener los maximos rendimientos a partir de determinada cantidad de
material vegetal. Los productores no conocen con exactitud las épocas del afio y la etapa fenoldgica
del afiil en la que se puede obtener una mayor cantidad de colorante o sus indicadores de cosecha
son imprecisos y en algunos casos, son subjetivos. Ku, Q.V. (1997), después de haber evaluado
desde el punto de vista agroecoldgico los sistemas de produccion del afiil y de la extraccion del
indigo en el Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, recomendo realizar estudios quimicos para determinar
la cantidad de indigo que contienen las plantas de afil en diferentes estados fenoldgicos y clarificar
técnicamente el proceso de extraccion del indigo.

La quimica del indigo

En todos los casos de las plantas productoras de indigo natural, nada hace suponer que sus partes
vegetativas contengan alguna sustancia que posea alguna propiedad colorante. Sin embargo, luego
de una cuidadosa extraccion, paulatinamente aparece el caracteristico color azul del indigo en el
medio reaccional. Esto es posible gracias a la presencia de precursores glucésidos incoloros en las
células, especialmente de las hojas, los que en condiciones especificas evolucionan a indigo
(Vilarem, G. 1999). Existen en general tres precursores del indigo que se producen en las diversas
especies indig6ticas. El isatan B, el isatan C y el indican (Epstein, E., et al., 1967; Zhi-Quiang, X., y
Meinhart, H.Z., 1992; Maugard, T., et al., 2001).

En el caso del aifil, por las caracteristicas de la extraccién del indigo, se cree que el precursor
mayoritario es el indican [2], aunque no hay resultados que lo confirmen. Se ha observado que en
general en las plantas productoras de indigo, una vez que los precursores del indigo sufren hidrdlisis,
al separarse la glucosa de este compuesto se libera el indoxilo [4], el cual es una especie altamente
reaccional que se isomeriza y se condensa a otra molécula similar para formar el indigo o indigotina
[5] en presencia de oxigeno en el ambiente. El indoxilo puede también oxidarse y forma isatina [6]
que al unirse a una molécula de indoxilo, produce la indirubina [7]. Este Gltimo compuesto es un
isébmero estructural del indigo, pero posee un color rojo (Stoker, G. K., et al., 1998). Cuando se ha
encontrado como precursor al indican, la hidrdlisis se lleva a efecto por medios enzimaticos por la
enzima indican-g-glucosidasa. Tanto la enzima como su sustrato, el indicdn, se encuentran en
forma compartamentalizada, es decir, que se encuentran separados dentro de la célula. Se tienen
evidencias en Polygonum tinctorium Ait., que el indican se encuentra posiblemente en la vacuola
celular mientras que su correspondiente f-glucosidasa se encontré concentrada en el estroma de los
cloroplastos de las células del meséfilo (Minami, Y., et al., 1997).

Tomando en consideracion la ruta de biosintesis del indigo en algunas especies estudiadas, se
propone a continuacion una posible via de la produccion del indigo en afiil.
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Figura 1. Posible via biosintética del indigo y de la indirubina en las hojas del afil.

En el presente articulo se reportan los resultados del efecto de la temperatura de extraccion y de un
tratamiento de lavado de hojas previo a la extraccién en el rendimiento de indigo en hojas del afiil.

Materiales y Métodos

Material vegetal.- Se cosecharon hojas de afiil (Indigofera suffruticosa Mill.) de la colecta “La
Maquina” sembradas en Chapingo, México y se llevaron al Laboratorio de Agronomia de la
Universidad Autbnoma Chapingo donde se desarrollaron los experimentos.

Extraccion.- Para la obtencién de un extracto acuoso de indigo a partir de las hojas de afil se
emplearon 28 g de hojas frescas (recién colectadas de las plantas) por tratamiento y se pusieron en
un recipiente. Se agregaron 500 ml de agua deionizada a temperaturas de 23, 40, 80 y 100° C. En
estas condiciones, se dejaron macerar las hojas por un tiempo de 24 horas. L. Para cada tratamiento
de temperatura de extraccion se tuvieron dos modalidades, una con lavado de hojas y la otra sin
lavado de hojas.

Lavado de hojas antes de la extraccién.- A fin facilitar la salida tanto del precursor como de su
enzima se realizd un tratamiento de lavado para eliminar la capa de ceras de la parte superior de la
cuticula. Este tratamiento consistié en una inmersion de las hojas en hexano por un tiempo de 5
segundos.

Separacion y recuperacion del extracto acuoso de indigo.- Pasado el tiempo indicado se
separaron las hojas del extracto por filtracion en papel filtro y se procedié a recuperar el filtrado el
cual fue calentado a 37.5 °C y luego fue sometido a oxidacion en un agitador eléctrico. Una vez que



aparecio una capa de espuma de color azul en la superficie del extracto se dejo reposar por un
tiempo de 2 horas. Se agregaron 20 ml de una solucion de HCl al 5 M y se diluy6 el extracto con
agua para completar 520 ml.

Analisis espectrofotométrico.- Para determinar la cantidad de indigo en muestras acuosas fue
necesario elaborar una curva de calibracion con una serie de soluciones de concentraciones
conocidas de indigo SIGMA [482-89-3] en 1-metil-2-pirrolidona (NMP) [872-50-4] y 2,6-di-tert-butilo-
4- metilfenol (BHT) [128-37-0] al 0.5% en un espectrofotometro UV-Vis SPECTRONIC GENESYS.

Se tomd una alicuota de 2.4 ml y se pasé a un matraz volumétrico con una capacidad de 40 mly se
afor6 con NMP conteniendo 0.5% de BHT. Esta dilucién se pasé al espectrofotometro y se leyod la
absorbancia a una longitud de onda analitica de A= 610 nm.

Resultados

Los rendimientos de los tratamientos de temperatura y lavado de hojas se presentan en la siguiente
tabla.

Tabla 1. Rendimientos de indigo con varias temperaturas de extraccion y lavado de hojas.

mg de indigo/ 100 g de hojas verdes
Temperatura de extraccion

°C Sin lavado de hojas Con lavado de hojas
23 67.7¢ 89.7p
40 98.3p 131,
80 97.4y 122,
100 0.00q¢ 0.00q4

Diferente literal significa que no son iguales a un nivel de significancia de a=0.01 de acuerdo a la prueba de Tukey.

Los efectos de la temperatura de extraccion y del tratamiento de lavado de hojas se ilustran en la
figura 2.
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Figura 2. Rendimientos de indigo en hojas de afiil a diferentes temperaturas de extraccion y con lavado.



Los mejores rendimientos se obtuvieron a temperaturas de 40 y 80 °C, con tratamiento de lavado de
hojas con un promedio de 126.5 mg de indigo/100 g de hojas. Se obtiene igual rendimiento de indigo
(95 mg/100 g de hojas) a una temperatura ambiente de 23 °C con tratamiento de lavado y a
temperaturas de 40 y 80 °C sin tratamiento de lavado de hojas. A una temperatura de 23 °C y sin
tratamiento de lavado se obtuvo un rendimiento de 68 mg/100 g de hojas. Finalmente, a una
temperatura de 100 °C, no se obtuvo cantidad alguna de indigo, tanto con o sin tratamiento de
lavado.

Discusion

En base a los resultados reportados y a experiencias preliminares podemos identificar que existen
dos etapas criticas en el proceso de extraccion del indigo de las hojas del afil. La primera de las
cuales esta relacionada con la facilidad de entrada del solvente a los tejidos vegetales y al interior de
la célula, la solubilidad de los compuestos celulares con el solvente y a la salida del glucésido
precursor (indican) como de la enzima (indican-g-glucosidasa) al medio acuoso. Las barreras fisicas
gue presentan resistencia a la entrada del agua al interior de la célula y a la salida de estos
compuestos lo representan, la cuticula y las paredes y membranas celulares. Una temperatura mayor
de 80 °C puede hacer disminuir esas resistencias al romper la estructura y disposicion de los
compuestos hidrofébicos o ceras que se encuentran en la parte superior de la cuticula. Esto puede
facilitar la entrada del solvente de extraccion y aumentar la solubilidad de éste con el sustrato y con
su enzima, y asimismo su salida. La otra etapa critica se relaciona con el momento de la hidrdlisis del
indican para la liberacién del indoxilo y la evolucién final a indigo, una vez que la enzima y su
sustrato se encuentran fuera del tejido vegetal. El medio acuoso reaccional debe presentar ciertas
condiciones de temperatura, pH, densidad, composicion, etc., para que la enzima pueda reaccionar
con eficiencia con el sustrato, y de igual manera para que la enzima no tienda a degradarse. Minami,
Y., et al.,, (1996) report6é que la enzima indican-p-glucosidasa, responsable de la hidrdlisis del indican
en Polygonum tinctorium presenté una alta actividad a un pH entre 5.5y 7.5. A un pH menor de 5.0
su actividad fue baja. Estos investigadores también determinaron la termoestabilidad de esta enzima
encontrando que cuando ésta fue sometida a una temperatura de 37 °C por un tiempo de 25 min o a
0 °C por una hora, en ausencia de indican; su actividad disminuyé aproximadamente en 50%.
Cuando fue incubada a 60 °C por un tiempo de 5 minutos, su actividad desaparecio totalmente.

En este estudio, se pudo observar que una temperatura de 80 °C y el tratamiento de lavado de hojas
tuvieron un efecto en la facilidad de entrada del solvente al interior de los tejidos vegetales y en la
salida del precursor y de la enzima al medio reaccional. El tratamiento de lavado con un solvente no
polar elimina las ceras depositadas en la cuticula, permitiendo la entrada y salida del agua de los
tejidos del afiil. Sin embargo, una temperatura por encima de los 80 °C al principio de la maceracion
provoca la degradacién térmica de la enzima y por consecuencia la nula hidrdlisis del precursor. Lo
anterior explica porque no hay produccion de indigo en los ensayos a una temperatura de 100 °C.

Conclusiones

El tratamiento de lavado de las hojas de afiil y una temperatura limite de 80 °C al inicio de la
maceracion, facilitan la entrada del solvente a las células de las hojas y asimismo la salida del
indican y de la indican-g-glucosidasa. Temperaturas de extraccion mayores de 80 °C, tienden a
degradar la enzima, con la consecuente disminucién en la tasa de hidrélisis y en el rendimiento de
indigo. No se obtiene indigo a una temperatura de extraccion de 100 °C.
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