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Desarrollo de un método espectrofotométrico cuantitativo para el
analisis de extractos soélidos azules (esa) de indigo extraidos de las
hojas del aiiil (Indigofera suffruticosa Mill.)

Elias Jaime Matadamas Ortiz

Laboratorio de Agro-recursos y Metabolitos Secundarios (AGROREMET). Area de
Agronomia. Departamento de Preparatoria Agricola. Universidad Autbnoma Chapingo.
Km. 38.5 Carretera México-Texcoco. C.P. 56230. Chapingo, Texcoco. Estado de
México. México. E-mail: ematadamaso@chapingo.mx.

Resumen
Se reporta el desarrollo de un método nuevo para el analisis espectrofotométrico
cuantitativo de extractos solidos azules (ESA) de indigo producidos por la extraccion por
solvente de la biomasa de afiil basado en la reaccién del HNO3 concentrado y el indigo
que resulta en la produccion de isatina. Este método es util para los productores de indigo
del estado de Oaxaca para que tengan un control de calidad de sus extracciones y
puedan saber la concentracién del colorante en sus extractos sélidos, o su pureza.

Resultd ser un método cuantitativo, sencillo, practico y reproducible.

Introduccién

Uno de los agroecosistemas tropicales mas interesantes en México se presenta en la
localidad de Santiago Niltepec en el estado de Oaxaca. Se trata de la produccion de
plantas de afil (Indigofera suffruticosa Mill.) con fines de extraer un conocido colorante
textil, el indigo. Tanto el cultivo, como la extraccion del tinte resultan procesos muy
complejos, no obstante; lo llevan a cabo desde tiempos inmemoriales campesinos del sur
de nuestro pais. Actualmente solo productores de la localidad citada practican estos
procesos y enfrentan problemas diversos. A nivel de extraccion del indigo, como todo
proceso artesanal, la calidad del producto final es variable de una extraccion a otra, y de
un productor a otro. Esto lo han notado los productores cuando la cantidad de los
extractos solidos azules (ESA) varian a lo largo de los afios y también entre las
extracciones, aun y cuando se trate de la misma parcela y el mismo afio. Mas importante
aun, los productores no hacen andlisis cuantitativos de la concentracion de indigo en sus

extractos solidos, es decir, no conocen la pureza de su producto. En la literatura no hay
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referencia alguna sobre una metodologia para cuantificacion del indigo natural en
extractos soélidos que pueda ser utilizada por los productores, como tampoco existen
laboratorios que brinden este servicio. Este trabajo de investigacibn se abocé al
desarrollo de un método de andlisis cuantitativo del indigo en extractos solidos azules
(ESA) destinado a que los productores puedan conocer el grado de pureza de los mismos

y estar en condiciones de negociar en mejores condiciones su producto.

Los extractos sdlidos azules (ESA)

Al término de la extraccion de las hojas del afiil, los productores obtienen un liquido
espeso de color azul oscuro que filtran en telas de algoddn y lo dejan escurrir por algunos
dias. Posteriormente, lo ponen a secar al ambiente sobre tejas al abrigo de los rayos del
sol, lo que resulta en unos trozos azules los que los productores denominan como “piedra
de aiil”. Por nuestra parte le llamamos extractos solidos azules (ESA). El rendimiento de
extracto solido varia en cada extraccion como también su concentracion de indigo y éste
es cuantificable al pesar la cantidad de producto obtenido. Por otra parte, el rendimiento
de indigo, que esta relacionado con la pureza del extracto, no se puede determinar, y por
lo tanto los productores no estdn en condiciones de conocer la calidad final de su
producto.

Sandoval-Salas et al., (2006) reporta un método de andlisis de extractos solidos de indigo
por medio de técnicas de cromatografia de capa fina de alto desarrollo (HPTLC) y
densitometria, desarrollado originalmente por Matadamas (2002) en el Laboratorio de
Quimica Agroindustrial del Instituto Nacional Politécnico de Toulouse, Francia para
analizar extractos liquidos de indigo provenientes de hojas de Woad (lsatis tinctoria L.).
Esta es una metodologia compleja, laboriosa y que requiere de un equipo instrumental y
materiales onerosos, por lo que dificilmente podria implementarse en nuestro medio. De
acuerdo a lo anterior, es necesario contar con un método sencillo, econémico y que se
pueda realizar en cualquier laboratorio de investigacion o de servicio.

El presente estudio consisti6 en desarrollar un método espectrofotométrico analitico
cuantitativo del indigo en extractos solidos azules de hojas de afil sustentado

cientificamente, que sea sencillo de operar y reproducible en sus resultados.
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Figura 1. Extracto sélido azul de aiil.

Consideraciones teoricas del método

Este método se basa en la reaccién del &cido nitrico (HNO3) y el indigo natural, gue como
resultado se producen 2 moléculas de isatina por cada una de indigo. Descubierta en
Francia por Laurent y de forma independiente también por Erdmann en 1841 (Manchala,
L., et al., 2022; Sonam, V. y Kakkar, R., 2019) (Figura 2):

I—-=

indigo isatina

Figura 2. Reaccién de oxidacion del indigo por el acido nitrico.
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Es una reaccion de oxidacion, exotérmica y espontanea que se produce a temperatura

ambiente y de acuerdo a Sanchez-Viesca y Gomez (2018) sigue las siguientes etapas:

a) Inicialmente se produce una reaccion de adicion electrofilica del acido nitrico que

ataca al doble enlace con hibridacién Sp? y se produce la introduccién de un ion

nitronio a la molécula de indigo, es decir una nitracion (Figura 3):

Figura 3. La nitracién del indigo por el ion nitronio.

El agua transfiere un protén a la molécula del indigo en una reaccion de protolisis y se
produce una reaccion redox en la que resulta la formacion de acido nitroso y un éter

ciclico formado por un atomo de oxigeno unido a dos atomos de carbono unidos entre si

mediante un enlace covalente:

+
H.O + H O
B S—— Er’-w —H+1-- “HN
MH - MH
=0 0
HO KN+=EJ
. LLJ
:Dit: HO-N=0

H </

Figura 4. Protolisis de la molécula de indigo y la produccién de &cido nitroso y un epoéxido.
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El acido nitrico abre el anillo produciendo un alcohol y un nitrato unido al atomo de

carbono:

0 0
“- — 7
VAN NH E—0

HO O o

0 Oc

H NZ=0
;
HO

Figura 5. Oxidacién por el acido nitrico y la produccién de un C-nitrato.

La transferencia de protones produce acido nitroso y a los dos grupos carbonilo producto

de la fision del original enlace C=C:

0 0
=0 HN —_— @¥D Q
NH o ) i
0 o H

.
HO-N=0

Figura 6. Formacién de dos grupos carbonilo y la produccién de dos moléculas de isatina.

Materiales y métodos
El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Investigacion en Agro-recursos y Metabolitos
Secundarios (AGROREMET) del Area de Agronomia del Departamento de Preparatoria

Agricola de la Universidad Autbnoma Chapingo.

Ensayos preliminares de la reaccion

Se hicieron ensayos preliminares de la reaccién del acido nitrico, tanto con estandar de
indigo sintético estandar (SIGMA-ALDRICH), como con indigo natural extraido en el
laboratorio de hojas de afiil. El producto de la reaccion es una sustancia viscosa de color

amarillo con matices café claro. Una porcién del producto se diluy6 en etanol y se corrié
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al espectrofotometro (MILTON ROY GENESYS 5) y se obtuvo su espectro UV-Visible de

290 a 700 nm. Se observo que su absorcion maxima es a A=420 nm.

Procedimiento para la elaboracién de una curva de calibracién

En vasos de precipitados se pesaron 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg del estandar de indigo en
una balanza analitica OHAUS, en cada uno de los vasos se adicioné 2 ml de acido nitrico
concentrado (69%, MERCK) y se dej6 reaccionar por un tiempo de 10 minutos. Se aforo
a 100 ml con etanol, se filtré en papel filtro y se paso al espectrofotometro para la lectura
de la absorbancia a A=420 nm. Se hicieron 3 repeticiones y con la media de cada cantidad

de indigo se elabord una curva de calibracion.

Anadlisis de varianza de los resultados de los ensayos

En base a las mediciones de absorbancia de cada una de las cantidades de estandar
utilizado y sus repeticiones se hizo un analisis de varianza para aceptar o rechazar la
hipotesis nula (Ho=pl1 = g2 = M3 ...un). Se hizo una prueba de medias de Tukey para

determinar la variacion entre medias.

Determinacion del coeficiente de correlacion
Se determind el coeficiente de correlacion (R2?) entre los valores de las medias y la

absorbancia y se obtuvo la ecuacién del método cuantitativo.

Ensayos de control

Con cantidades conocidas del estdndar de indigo se hicieron cuatro ensayos de control
con 6.3, 7.8, 13.1 y 25.3 mg, posteriormente se hizo un analisis de correlacién con los
valores resultantes del andlisis y los valores calculados a partir de la ecuacién de la curva

de calibracion.

Planteamiento del modo de operacion del método
Con base a los resultados se hizo el planteamiento del procedimiento o modo de
operacion de la rutina del método.

Resultados y discusion

Espectro del producto de la reaccion del acido nitrico y el indigo

58

N



) ¥

Il CONGRESO NACIONAL DE INVESTIGACION EN CIENCIAS Y HUMANIDADES A NIVEL MEDIO SUPERIOR Y SUPERIOR AGRICOLA

En la siguiente Figura se presenta el espectro del producto de la reaccion entre el acido

nitrico y el indigo estandar:
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Figura 7. Espectro UV-Visible de la isatina resultante de la reaccién del acido nitrico y el indigo.

Curva de calibracion
En la Figura se puede observar la curva de calibracion resultante de las medias de los

valores de absorbancia contra las cantidades de indigo estandar utilizado como sustrato:

1.2

R*=10.9998

absorbancia
[a]
N

0 5 10 15 20 25 30 35
indigo mg

Figura 8. Curva de calibracion resultante de las lecturas al espectrofotémetro.
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Anélisis de varianza

Del andlisis de varianza de los valores de absorbancia de las cantidades de indigo
empleadas y sus repeticiones se obtuvo que el valor de Fo = 337.2 y la F critica=5.06, por
lo que rechazamos la Ho y podemos concluir que entre las medias se presentan
diferencias con una significancia de a=0.01. Después de realizar una prueba de Tukey

se observo que todas las medias son diferentes a un nivel de significancia de a= 0.01.

Coeficiente de correlacion

El coeficiente de correlacion entre las cantidades de indigo estandar utilizado como
sustrato y los valores de absorbancia del producto de la reaccion fue de R?2=0.9998. Lo
que significa que el modelo de correlacién lineal es adecuado. La ecuacién que resulta

es.
y = 26.053 (x) — 0.3203

Donde y es la cantidad de indigo en un rango de 5 a 30 mg y x es el valor de la

absorbancia resultante de la corrida al espectrofotometro.

Ensayos de control

Los resultados de los ensayos de control se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1. Valores de absorbancia experimentales y calculados en los ensayos de control.

No. indigo Valores de Valores de Error
ensayo estandar absorbancia absorbancia absoluto
(mg) experimentales calculados
1 6.3 0.249 0.254 0.005
2 7.8 0.308 0.311 0.003
3 13.1 0.519 0.515 0.004
4 25.3 0.986 0.983 0.003

Por las cuatro mediciones de la absorbancia se observo un promedio de error absoluto

de 0.00375, que no afecta la precision del método.
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Procedimiento del método propuesto

A continuacioén, describiremos la rutina de analisis del método propuesto:

1.
2.

o 0k~ w

Pesar una muestra de entre 5y 30 mg de extracto sélido azul.
Colocarlo en vaso de precipitados y adicionarle 2 ml de acido nitrico concentrado
y dejarlo reaccionar por 10 minutos.
Aforar a 100 ml con etanol.
Filtrar la dilucién con papel filtro.
Con una pipeta Pasteur tomar el filtrado y vaciar en la celda del espectrofotometro.
Colocar la celda en el sitio del espectrofotometro y tomar la lectura de la
absorbancia a A = 420 nm. El valor de la absorbancia (x) resultante se sustituye en
la ecuacion:

y = 26.053 (x) — 0.3203

El resultado es la cantidad de miligramos de indigo contenido en la muestra
analizada.
Determinar la concentracion de indigo en el extracto sélido azul con la siguiente
formula:
, (mg de indigo)
% de indigo = x 100

(peso de la muestra)

Conclusiones

El método de andlisis propuesto es sencillo de realizar, econémico y reproducible y puede

ser de utilidad para los productores mexicanos de afiil y de extractos sélidos azules (ESA)

de otras fuentes vegetales, asi como también podria ser adoptado por los laboratorios de

investigacion y servicio como rutina de analisis.
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