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Introduccion

Uno de los mas antiguos colorantes naturales
conocidos y 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 Mesoamérica, los Mayas lo
utilizaron para la elaboracion del “azul maya”, que
actualmente se sabe es una 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 indigoticos 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: /satis
tinctoria L. (Woad o Pastel), Polygonum tintorium
Ait. (Hierba de los tefiidores), Baphicacanthus cusia
Ness., y un grupo de especies leguminosas llamadas
“indigéticas” (indigotiers) (Matadamas, 2005).

Las leguminosas indigéticas 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, 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 la llegada
de los esparioles a México esta planta fue nombrada
Anil (Mozifio, 1994). La produccién de indigo de
fuentes vegetales representd una base econdémica
importante entre los siglos XIV y XIX en Europa,
especialmente en el sureste de Francia. El indigo
contenido en esferas cuidadosamente elaboradas
(cocarias) a partir de hojas de [satis tinctoria L.,
eran comercializadas exitosamente en Inglaterra,
Espafa e lItalia, produciendo un auge econdmico
sin precedente para la regién de Toulouse, Albi y
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Carcasonne (Brumont et al., 1995). Hacia 1560 llega
por primera vez a Espafia la primera produccion
de indigo extraido del aiil proveniente de México
y Centroamérica. Este producto presentaba varias
ventajas competitivas con respecto al indigo
producido en Europa a partir de Isatis tinctoria. Era
comercializado por un mercado monopdlico, era
producido a bajos costos por los nativos americanos
y tenia una mejor calidad que el indigo del pastel
(Matadamas, 2005). Los efectos de la competencia
mermaron poco a poco el cultivo del pastel en Europa
y la produccion del colorante azul decliné a principios
del siglo XVIII. La sintesis del indigo artificial provocé
casi el abandono de la produccion del de origen
natural.

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 obtencion
de un extracto solido con alta concentracion del
colorante y al analisis de los precursores del indigo
y del propio colorante (Stoker et al., 1998; Gilbert et
al.,, 2004; Garcia y John, 2004). En Alemania, los
investigadores se han abocado a la cuantificacion
de los precursores en /satis tinctoria L. (Oberthlr et
al., 2004a; Oberthir et al., 2004b). En Francia, los
trabajos de investigacion han permitido la produccién
a escala comercial del indigo a partir de las hojas
de Isatis tinctoria L. (Matadamas, 2002). El principal
motivo del relanzamiento de la produccién del indigo
natural, sin duda, han sido los problemas de salud
para el ser humano que representa su homoélogo
sintético y la nueva valorizacién industrial de las
moléculas colorantes derivadas del indigo de origen
vegetal. Las nuevas aplicaciones del indigo natural y
sus derivados estan relacionadas con el avance en
la tecnologia del tefido y métodos de reduccidn, la
utilizacion del azul vegetal en la industria alimenticia
y electrénica y los recientes estudios sobre las
propiedades farmacoldgicas de la indirubina en
la regulacion del ciclo celular que han permitido
explorar su utilizacion como un potente inhibidor
antitumoral de Uultima generacién en tratamientos
contra el cancer y enfermedades degenerativas
(Beauchard et al., 2006; Easton et al., 2006).
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La produccién de indigo en México la llevan a
cabo organizaciones de campesinos tanto en la
region del Istmo Oaxaquefio, como en la region
de la Huacana en el Estado de Michoacan. Los
volumenes de produccion de este colorante natural
en México alcanzan el orden de 400 kg al afio, y
se comercializan en pequena escala en mercados
regionales, aunque en contadas ocasiones se han
exportado cantidades no significativas a Francia y a
Alemania (comunicacién personal).

La quimica del indigo en plantas. 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
glucdsidos incoloros en las células, especialmente
de las hojas, los que en condiciones especificas
evolucionan a indigo (Vilarem, 1999). Existen en
general tres precursores del indigo que se producen
en las diversas especies indigoticas. El isatan B, el
isatan C y el indican (Epstein et al., 1967; Zhi-Quiang
y Meinhart, 1992; Maugard et al., 2001). En el caso

OH
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HIDROLISIS ENZIMATICA
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Indirubina [5] Indigo o indigotina [3

Figura 1. Posible via biosintética de los compuestos colorantes
del afil (Matadamas, 2005).

indigo

indirubina

Figura 2. Moléculas colorantes encontradas en los extractos sélidos de las hojas

de afiil (Matadamas, 2007).

del anil, por las caracteristicas de la extraccion
del indigo, se cree que el precursor mayoritario
es el indican [1], 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
[2], el cual es una especie altamente reaccional que
se condensa a otra molécula similar para formar el
indigo o indigotina [3] en presencia de oxigeno
en el ambiente. El indoxilo puede también oxidarse
y formar isatina [4] que al unirse a una molécula
de indoxilo, produce la indirubina [5]. Este ultimo
compuesto es un isémero estructural del indigo, pero
posee un color rojo (Stoker et al., 1998). Cuando se
ha encontrado como precursor al indican, la hidrdlisis
se lleva a efecto por medios enzimaticos por la
enzima indican-f-glucosidasa Tanto la enzima
como su sustrato, el indican, 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 p-glucosidasa
se encontr6 concentrada en el estroma de los
cloroplastos de las células del mesodfilo (Minami et
al., 1997). Tomando en consideracion la ruta de
biosintesis del indigo en algunas especies estudiadas
y con base en algunos ensayos experimentales de la
extraccion de esta planta, se propuso una posible via
de la produccion del indigo en ail (Figura 1).

Al realizar la caracterizacion quimica de los extractos
sélidos azules obtenidos a partir de hojas de ail por
meétodos instrumentales como espectrofotometria
UV-Visible, espectrometria de infrarrojo y resonancia
magnética nuclear protonica, se pudo concluir que
las materias colorantes presentes en estos extractos
son la indigotina (indigo) y la indirubina (Figura 2).

En Francia se desarroll6 un método por Cromatografia
de Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC) vy
densitometria, para determinar la concentracion de
indigo y de indirubina y se observé que los extractos
sélidos de indigo de Isatis tinctoria L.,
contienen entre el 4 y 18% de indigotina
y 015 y 0.5% de indirubina. Ademas,
se encontr6 que las condiciones de
extracciéon favorecen la produccion de
estas moléculas, principalmente el pH,
el tiempo de extraccion y la temperatura.
Mientras que a valores de pH &cido y
temperaturas entre 50 y 70 °C promueven
la produccion de indigotina, los valores de
pH basicos y temperaturas cercanas a 90
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°C promueven una mayor produccién de indirubina
(Matadamas, 2002). En otras palabras, los extractos
sélidos azules (indigo natural) de origen vegetal
estan constituidos por una proporcién variable de
dos materias colorantes, la indigotina y la indirubina.
La primera es mayoritaria y es responsable del color
azul de los extractos y la segunda de color rojo le
da un matiz morado a los textiles tenidos. El resto
de la materia de los extractos no posee propiedades
colorantes y posiblemente resulten de la degradacion
de las paredes celulares, de las membranas, de la
clorofila'y del contenido citoplasmatico en el momento
de la extraccion. En todo caso, ésta proporcion
llega a ser importante y representa una fraccién
indeseable por ser impurezas, aunque podria tener
un papel como matriz en la estructuraciéon de las
moléculas indigoticas en el extracto (Matadamas,
2008, datos no publicados). Por lo anterior, es
posible decir que el valor comercial de los extractos
depende directamente de la concentracion de las
fracciones colorantes y no solo del hecho de que
su origen sea natural. No obstante, a nivel mundial
los productores que comercializan el indigo natural
tienen suficiente precaucion para evitar proporcionar
estos importantes datos y pueden caer en la
tentacion de decir que su producto es puro para no
desacreditarlo. Al respecto, Hill (1997) menciona
que una de las empresas pioneras en la produccion
y comercializacion de indigo natural en Europa es
“Bleu de Lectoure” (Francia) y que promocionaba su
producto como “puro” pero no precisaba el contenido
del colorante en sus extractos. Afos mas tarde,
simultaneamente que se realizaron extracciones
industriales de indigo a partir de /satis tinctoria en
el sureste de Francia con la participacion de esta
empresa de M. Henry Lambert, se desarrolld6 un
método de cuantificacion en la Escuela Nacional
Superior de Quimica de Toulouse, Francia con los
resultados mencionados mas arriba (Matadamas,
2002). No obstante, en la literatura no hay muchos
datos disponibles sobre el contenido de indigo e
indirubina a fin de hacer comparaciones y determinar
la calidad de los extractos. Quian et al. (2005)
determinaron por cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) que el contenido de indigo y
de indirubina fue de 2.65 y 0.15%, respectivamente
en extractos sélidos de Baphicacanthus cusia Ness.
La variacion en la concentracion de los derivados
del indigo en extractos en las diferentes especies
indigéticas podria explicarse por varios factores
dentro de los cuales estarian: especie y variedad
genética de los vegetales, etapa fenoldgica de las
plantas, manejo agronémico del cultivo, condiciones
ambientales y las condiciones de cosecha, manejo y
de extraccion de las hojas. Con base en lo anterior
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es posible partir de la hipétesis de que la calidad de
los extractos de anil puede variar entre regiones,
entre anos de cosecha y entre extracciones de un
mismo afo y por lo tanto su cotizaciéon puede variar.
En México aun no existe una norma de calidad para
los extractos de afil, a pesar de que sabe que se
han comercializado pequefios volumenes a Europa
y anualmente hay un comercio, aunque incipiente,
cada vez mas importante a nivel nacional y regional.

El objetivo de este trabajo fue el de hacer la
determinacion de los contenidos de indigotina
(indigo) e indirubina de extractos sélidos de afil
de las principales regiones productoras del pais
para establecer las bases de una norma de calidad
relacionados con los contenidos de moléculas
colorantes.

Metodologia

Se obtuvieron muestras de extractos soélidos de
indigo de anil de la region del Istmo de Tehuantepec
del Estado de Oaxaca y de la Huacana en el Estado
de Michoacan. Estos extractos fueron obtenidos por
los métodos tradicionales de extraccion de adil en
cubas de maceracion.

Meétodo de analisis cuantitativo. El método analitico fue
por espectrofotometria UV-Visible en el Laboratorio
de Agronomia y Agrorecursos (LABAAGRO) del Area
de Agronomia del Departamento de Preparatoria
Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo.

Estandares. El estandar de indigotina o indigo que
se utilizé en la cuantificacion fue indigo sintético de
la empresa SIGMA-ALDRICH vy el de indirubina fue
obtenido por extraccién y purificacion de indirubina
de un extracto de sdlido de anil del Istmo de
Tehuantepec, Oaxaca, por cromatografia en columna
abierta.

Obtencién del estandar de indirubina. La obtencion
de la referencia de indirubina se realizé en los
laboratorios de Productos Naturales (LAPRONAN)
y de Agronomia y Agrorecursos (LABAAGRO),
ambos del Departamento de Preparatoria Agricola
de la Universidad Auténoma Chapingo. EI método
generado para este fin consistidé en pulverizar una
muestra de extracto sélido de anfil y hacer una
extraccion con equipo SOXHLET con acetona por
24 horas. El extracto aceténico se concentré en el
rotavapor hasta obtener un extracto café oscuro
que posteriormente se pas6 por una columna de
fase inversa de silica gel (C-18) y se eluyd con
metanol. Las primeras fracciones recuperadas
de la salida de la columna se eliminaron, ya que
contenian compuestos polares y las fracciones rojas
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se recuperaron. Estas fracciones rojas se unieron
y se concentraron en el rotavapor. Se obtuvieron
cristales que luego se pasaron a otra columna de
cromatografia en fase normal, en la que se utilizd
un sistema de elusiéon compuesto de acetato de etilo
— metanol (9:1 v/v). Las fracciones a la salida de
esta segunda columna fueron controladas en placas
de cromatografia de capa fina, hasta identificar el
compuesto rojo puro. De acuerdo a la literatura, la
relacion frontal (Rf) de este Unico compuesto rojo
sobre las placas de cromatografia coincide con
el de la indirubina (0.70). Las fracciones puras de
indirubina fueron concentradas al rotavapor y se hizo
un ultimo control con cromatografia de capa fina,
disolviendo una cantidad de los cristales obtenidos
en acetona y utilizando como fase mévil un sistema
de acetato de etilo — acetona (1:1 v/v).

Andlisis de las muestras. Para el analisis del indigo
se tomaron 5 mg de una muestra de extracto de
afil del Istmo de Tehuantepec y de dos muestras
de extracto de afil de la Huacana y se diluyeron
en 200 ml de N-metil-2-pirrolidona (NMP) y 2,6-di-
ter-butilo-4-metilfenol (BHT) al 0.5% y se pasaron
al espectrofotometro para leerse a A= 610 nm. Por
cada muestra se hicieron tres repeticiones. Para
analizar la indirubina se pes6 un gramo de cada una
de las muestras y una vez pulverizado se pasoé al
equipo SOXHLET para una extraccion con acetona.
El extracto acetodnico se filtro y el filtrado se aford
a 50 ml para luego correrlo al espectrofotometro y
registrar la absorbancia a A= 524 nm. También por
cada muestra se hicieron tres repeticiones.

Cuadro1. Contenido de indigotina e indirubina en extractos soélidos de hojas de afil de las regiones del Istmo de Tehuantepec, Oax., y

de la Huacana, Mich.

Contenido de moléculas colorantes (% p/p)

Procedencia de la muestra
Huacana, Mich., 1
Huacana, Mich., 2
Istmo de Tehuantepec, Oax.

indigotina indirubina
31.24c 0.36a
38.15b 0.14c
48.98a 0.29b

Las literales diferentes significan que existen diferencias significativas a un nivel de o= 0.01 por la prueba de Tukey.

Elaboracion de las curvas de calibracion del indigo y
de la indirubina. Una vez contando con los estandares
de referencia se procedio a elaborar las curvas de
calibracion. Para el caso del indigo se disolvieron 5
mg de indigotina de sintesis en 200 ml de un sistema
de diluyentes compuesto de N-metil-2-pirrolidona
(NMP) y 2,6-di-ter-butilo-4-metilfenol (BHT) al
0.5% y se obtuvo una soluciéon madre de la que a
partir de sucesivas diluciones se obtuvieron cinco
soluciones con concentraciones en un intervalo de
0.025 a 0.003 g/I. Se tomaron 10 ml de cada solucion
y se colocaron en la celda de un espectrofotometro
UV-Visible SPECTRONIC GENESYS y se registro la
absorbancia a una longitud de onda analitica de A=
610 nm. Para el caso de la indirubina, se tomaron
5.5 mg de estandar y se diluyeron en 100 ml de
acetona grado espectrofotométrico, obteniéndose
una soluciéon madre con una concentracion de 0.055
g/l, que luego fue diluida para finalmente obtener
cinco soluciones con concentraciones en el rango
de 0.0011 hasta 0.055. Cada una de las disoluciones
se paso al espectrofotometro y se registré su
absorbancia a una longitud de onda analitica de A=
524 nm. Las ecuaciones de concentracion contra
absorbancia fueron y=0.0136x-0.0002 (R?=0.9999)
y y=0.0678x-0.0029 (R?= 0.9999) para el indigo y la
indirubina, respectivamente.

Resultados y Discusion

La concentracién de indigotina en la muestra del
Istmo de Tehuantepec es mas alta que de las dos
muestras de la Huacana entre un 11 y 18% (Cuadro
1). Esto podria ser el efecto de la variacion de
las condiciones ambientales de las dos regiones
productoras (suelo, clima, etc.), aunque también
seria atribuible al tipo de anil utilizado, tomando en
cuenta que existen al menos dos subespecies de
Indigofera suffruticosa cultivables en México y se han
observado tipos silvestres en zonas de los Estados
de Oaxaca, Guerrero, Morelos, Yucatan y Querétaro.
Por otra parte, es posible que el manejo del material
vegetativo y las condiciones de extraccion hayan
influido en la concentracién de indigotina. El
contenido de indirubina es mas alto en la muestra
1 del Estado de Michoacan, luego en la muestra del
Istmo de Tehuantepec y menos en la muestra 2 de
Michoacan. Estudios en Isatis tinctoria indican que la
concentracion de indirubina esta relacionada con las
condiciones de extraccion y que no existe proporcion
entre las concentraciones de indigotina e indirubina
(Matadamas, 2002).

Conclusiones
Existen diferencias en la concentracion de indigotina
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e indirubina en los extractos sélidos provenientes de
las dos regiones productoras de indigo en México que
pueden ser atribuidas a las condiciones ambientales y
edafolégicas y al genotipo de ail cultivado. Extractos
sélidos de indigo de afil con una concentracion
de 31 al 48% resultan de una calidad muy superior
a los extractos de indigo de Isatis tinctoria L. (4 —
25%) obtenidos a nivel comercial en Europa o a los
obtenidos experimentalmente en Baphicacanthus
cussia Ness. (2.65%). Con estas referencias de
concentracion de indigotina es posible establecer
primeras bases para la generacién de una norma
de calidad para la comercializacion de extractos de
indigo natural.
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