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ABSTRACT. The spot colors of 20 different ‘simple’ indolic com-
pounds obtained illuminating with day-light, and the fluorescence with
ultraviolet light, are reported; our way of usage of Boctor's reagent
(o-phosphoric acid 20% v/v in cthylic alcohol-95%) in the chromato-
graphic development from thin-layer and paper chromatography is also
showed. These results are compaired with those obtained with van Urk
and Ehrlich reagents, respectively. Our results suggest some advantages
in the utilization of the new reagent in thinlayer chromatography, not
in paper chromatography, and these are discussed. Twe Rf tables are
reported for both techniques, using a different adsorbent and paper to
the common-used; the utilization of these materials is also discussed
for the chromatography of those derivatives,

RESUMEN. Sec reportan las condiciones de utilizacidn, los colores ob-
tenidos a la luz visible, y la fluorcscencia a la luz ultravioleta de 20 com-
puestos inddlicos ‘simples’ diferentes, revelados con el reactivo de
Boctor (acido o-fosférico al 20% v/v en etanol de 95, en la cromato-
grafia dc capa delgada v de papel. Se comparan dichos resultados con
los obtenidos con los reactivos de van Urk v de Ehrlich, respectiva-
mente. Nuestros resultados sugicren que estc nuevo revelador puede
ser ventajosamente utilizado en la identificacidn de este tipo de com-
puestos en la cromatografia de capa delgada, no asi en la de papel.
Se reportan los Rf obtenidos en ambas técnicas utilizando adsorbente
vy papel diferentes a los habitualmente usados; se discute la posible
utilizacién de ¢stos en el estudio cromatografico de dichos derivados.

* Trabajo presentado cn el Tercer Seminario de Investigaciones de la Facultad
de Cicncias, Universidad de La Habara, el 5 de septiembre de 1973 (Iller, SIC).
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INTRODUCCION

El estudio de los compuestos inddlicos ‘simples’ ocupa un papel desta-
cado en las investigaciones biolégicas. Gran numero de dichos compues-
tos, y como sustancia representativa el TAA** integran el metabolismo
de las auxinas indélicas, que participan en la regulacion del crecimiento
v desarrollo de las plantas, v de sus drganos (Leopold, 1963 v Heslop-
Harrison, 1963}). En biologia animal su papel mas importante esta dado
por la aparicién de derivados indolicos en la orina, ¢n algunos procesos
patolégicos, cuya identificacién y cuantificaciéon tiene valor diagnéstico
(Beeson vy McDermotr, 1968).

Recientemente sc ha reportado un nuevo revelador pera dichos compues-
tos en la Cromatografia de capa delgada (Bocror, 1972), que fue igual-
mente sensible que el DMAB para los tres derivados indélicos estudiados,
y no reacciond con los aminoacidos no inddlicos, qu» fueron ensayados.

Ampliar su estudio, hasta 20 diferentes compuestos de este tipo, fue el
proposito principal de nuestro trabajo. Utilizamos adsorbente y papel
diferentes, para la Cromatografia de capa delgada y de papel respectiva-
mente, a los habituales (Kaldewey, 1969 y Jepson, 1969), mas asequibles
a nosotros, con el propodsito de obtener inlormacion itil para el trabajo
de nuestro laboratorio; empleandolo en la Cromatografia de papel inten-
tamos ademas, ampliar las posibilidades de utilizacion del revelador.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados, de diversa procedencia, eran de calidad
analitica. Los derivados indélicos cromatograliados pertenecian a las
. siguientes casas comerciales: IAAm, I2CA, ICA, I5CA, Try-5-OH, 1-5-OH:
Koch-Light Lab. Ltd. (Inglaterra}; TAN, IEtOH, IPyA, I1A: Chuchardt-
Miinchen (R.F.A); 1PA, Sero, IOAC: BDH Chemicals Ltd. {(Inglaterra);
TAA y Try: Prolabo (Francia); Ska, IAAOEt, IBA: Sigma Chemicals Co.
(EE.UU.); TryAm y Gram: Desconocida (obsequio de M. Vendrell-Espaiia).

** Para toda abreviatura véase la rclacién de éstas situada al final de Materiales
vy Métodos.
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Cromatografia de capa delgada (CCD):

Agrupamos los 20 derivados indodlicos, para esta técnica, en ires grupos:
acidos, neutros y basicos, y acuosolubles, por ser ésia la agrupacién que
obtenemos al estudiar un material vegetal por nuestras habituales téc-
nicas (Powell, 1960, 1963 y 1964), corriendo cada grupo en el solvente
correspondiente: icido, neutro y basico, respectivamente, cuvas composi-
ciones se detallan en la Tabla 1. El TAA, usado como estandar, fue corritde
en los tres sistemas.

Las placas fueron preparadas por ¢l procedimiento de derrame (“pouring
procedure”, segiin Stahl, 1969) consistente en pesar 6 g. del adsorbente
v suspenderlo en 14 ml. de agua destilada en cristal, agitando fuerte-
mente la suspensién durante 1 minuto para verterla en cada placa de
200 > 200 mm. Las placas preparadas se dejaban secar, en posicién
horizontal y a temperatura ambiente, de un dia para otro, v a la manana
siguiente se calentaban a 110°C. en posicion horizontal, para ser utilizadas
inmediatamente —esperando algunos minutes para que se enfriaran—, o
se conservaban en una desecadora sobre un agente desecante activo (Sili-
cagel self-indicating: BDH Chemicals Ltd., Inglaterra) hasta su utilizacion
El resto de la técnica se monid siguiendo las recomendaciones estandar,
para la cromatografia analitica y saturado las cdmaras por el sistema CS,
de Stahl (7969). El adsorbente empleado fue silicagel para cromatogra-
fia de capa delgada (BDH Chemicals Ltd., Inglaterra) adicionada con un
13% de peso con tamafios de particula inferiores a las 105 micras. Los
sistemas de solventes fueron renovados cada 48 horas, exceptuando el
basico que, por su facil deterioro, se renovd diariamente. Cada compuesto
fue corrido 10 veces como minimo para calcular el hRf promedio.

Cada corrida fue montada con dos placas a la vez por cdmara, conte-
niendo los mismos compuesios, con el fin de revelar una de ellas con el
reactivo de van Urk por la técnica reportada (Stahl, 1969), v la otra con
el de Boctor: con el cual se atomizo fuertemente la placa después de seca,
vy a continuacién ésta se calentd de 10-20 minutos = 110°C. Inmediata-
mente después se observaron las placas a la luz del dia v después a la luz
ultravioleta corta v larga (lampara Camag, longitudes de onda: 254 y
366 nm. Inglaterra). Se realizaron las observaciones a la luz ultravioleta
por detectarse que las mayorias de los compuestos fluorescian de forma
tipica, ser ello una propiedad que podia ser de utilidad en tareas de
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identificacién de este tipo de compuestos, y no haber sido reportada en
el mencionado trabajo original {Boctor, 1972).

Cromatografia de papel (CP):

El solvente basico (el mds usado) descompone algunos derivados indé-
licos {Jepson, 1969) v, por ello, utilizamos otro de cardcter opuesto con
el objetivo de obtener los Rf de los compuestos destruidos, en el solvente
basico, en el otro acido; empleamos dichos solventes segin se describe en
la literatura (Iskric y Kveder, 1965),

Se utilizé una Cdmara Panglas 300 Chromatank (Shandon, Inglaterra),
papel Filtrak FN 1 (R.D.A), en forma descendente, largo de corrida
45 cm, efectuada durante 15 horas, a 27 #= 1°C, la mayor parte durante
la noche para disminuir la fotoxidacién de los compnestos.

.Dos de los cuatro cromatogramas, corridos a la vez, fueron revelados
con ¢l reactivo de Ehrlich de la manera usual (Mowat, 1969}, v los otros
dos, para comparacidn, con el reactivo de Boctor, usado por sumersién
del papel en el revelador (“dip technique”), y caleatamiento posterior
a 80°C. de 20-40 minutos, que demosiré ser la mejor de las posibilidades
empleadas, sin modificar la composicién del revelador. A pesar de lo
antes expresado, los cromatogramas se deterioraban con facilidad al
manipularlos, dificultando con ello la obtencién de resultades, que junto
con la no fluorescencia de un buen numero de compuestos, con esta
técnica, hizo desechar la idea Inicial de estudiar los derivados inddlicos
en los dos sistemas de solventes v, por ello, en la préxima seccién, sélo
reportamos los resultados obtenidos en el solvente basico, sin entrar en
su discusién detallada.

‘Cada compuesto fue corrido corno minimo 10 veces para obtener su Rf
promedio.

Para ambas técnicas se utilizé el mismo revelador sin modificar: Acido-
o-fosforico al 20% v/v en alcohol etilico de 95° (Bocror, 1972).

Abreviaturas empleadas: DMAB: p-Dimetilaminobenzaldehido; 12CA: Acido Indol-2-
carboxilico; I5CA: Acido Indol-5-carboxiiico; ICA: Acido Indol-3-carboxilico; IPyA:
Acido Indol-3-piravico; ILA: Acido Indol-3lactico; IBA: Acido Indol-3-butirico: IPA:
Acido Indol-3-propidnico; TAA: Acido Indol-3-acético; TryAm: Triptamina; Gram:
Gramina; TAAm: Indol-3-acetamida; IEtOH: Triptofol; TAN: Indol-3-acetonitrilo;
IAAOEt: Indol-3-aceto de etilo; IDAC: Acctato de indoxilo; Ska: Escatol; Try-5-OH:
S-hidroxi-Tripétfano; I50H: 5- hidroxi-Indol; Sero: Serotonina; v Try: Triptéfano.
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TABLA I

Resultados de la Cromatografia de capa delgada

GRUPO ACIDOS Solvente: Cloroformo: Acido Acético, 95:5
{(Randerath, 1971)

Derivados hRf Revelador Color uv uv
Indélicos 254 nm 366 nm
I12CA 46 Boctor Viol No No

van Urk Rs cl (1) — —
15CA 51 Boctor Rs osc Rs (¢} Ig

van Urk GoAm (b) —

Rj —

ICA 46 Boctor Rs C Nj (D Ig

van Urk Es — —_
TPvA o7t Boctor G C Dudosa Ig

van Urk C — —
ILA 09 Boctor Viol Vd C Ig

van Urk Az — —
IBA 53 Boctor vd Oc C

van Urk Az — —_
IPA 54 Boctor vd Oc C

van Urk Az — —_
TAA 48 Boctor Viol OcoVd () Vvd Az ().

van Urk Az Viol —

[

GRUPQO NEUTROS Y BASICOS Solvente: n-Hexano: Butanona, 65:35
' (Kaldewey, 1969)

TryAm (B) 00 Boctor Viol C (F) Ig
van Urk Az — —
Gram (B) a0 Boctor Rs Nj (B) 1g
van Urk Rs (1) _— —
TAAm 05 Boctor Viol Viol (I} Az (I}
van Urk Az — —
Derivados hRf Revelador Color UV uv

Inddlicos 234 nm 366 nm
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TABLA 1 (Continuacion)

GRUPO NEUTROS Y BASICOS

IEtOH 32 Boctor Viol Rj Oc (D Ig
van Urk Az —_ —_
IAN 52 Boctor Viol ¢! Vvd cl (I) vd (E)
van Urk Viol Roj - —
TAAQEt 36 Boctor Viol cl G (E)
van Urk (Vd ocs) Az cl
Rj Viol — —
I0OAC 59 Boctor G Az Vd osc Ig
van Urk CRj (cy . — —
Vd o Az (b)

Ska 66 Boctor cC Vd C (E) Ig
van Urk Az —

TAA 24!

GRUPO ACUQSOLUBLES Solvente: Acetato de metilo: Isopropanol: Agua
Amoniacal, 45:35:20 (Randerath, 1971)

Try-5-OH 45 Boctor G Viol No No
van Urk Az — —
1-5-OH 92 Boctor Viol ng C Ig
van Urk Viol Ri — —
Sero 79 van Urk- Az No No
Boctor Az — —
Try 56 Boctor Viol Rj Oc Ig

van Urk Az — —

TAA 61

Abreviaturas empleadas: Am: Amarillo; Az: Azul; C: Carmelita; G: Gris; Nj: Na-
ranja; Oc: Ocre; Rj: Rojo; Rs: Rosado; Vd: Verde: Viol: Violeta; ng: nNegruzco;
cl: claro; osc: oscuro; (B): Indol de caracter basico; (c): centro de la mancha;
(b): borde de la mancha; (I): el color aparece lentamente; ocs: color ocasional;
Ig: Igual fluorescencia; (I}: Fluorescencia intensa; (E) Fluorescencia escasa; ! Cola
en la corrida.
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RESULTADOS Y DISCUSTON

CCD.

Los resultados se muestran en la Tabla 1. La desviacién tipica de cada
una de las medias reportadas nunca fue superior a 5 unidades de hRf.
Todos los derivados estudiados reaccionaron con ambos reactivos, mos-
trando similar variabilidad de colores, aunque diferentes, a los obteni-
dos con el reactivo de van Urk: donde predomina el azul, respecto al de
Boctor: donde lo hace el violeta. El color de las manchas obtenido por
nosotros con el reactivo de van Urk, para los compuestos estudiados, coin-
cide con aquellos reportados en la literatura del tema (Kaldewey, 1969).
Los colores reportados para los nuevos derivados estudiados (todos me-
nos el Try, e IAA, ya estudiados) se opacan con el tiempo, probablemente,
por absorcién de humedad ambiental (Boctor, 1972).

No utilizamos la técnica de revelado reportada, pues al hacerlo, obtuvi-
mos manchas de aspecto carbonizado y color diferente; por ello, y por
desconocer la temperatura de recalentamiento, no se recalentaron las
placas con el propésito de fijar dichos colores, como es recomendado por
Boctor (1972). Interpretamos lo sefialado como un sobrecalentamiento
de las manchas y por ello variamos el tiempo de calentamiento sin modi-
ficar la temperatura, v asi obtuvimos las condiciones de utilizacién sefia-
ladas en la seccién anterior, siendo el tiempo habitual 10 minutos y utili-
zando sélo mayor tiempo en aquellas corridas en el solvente basico,
donde las manchas tardaban en aparecer y eran de aspecto menos bri-
llante a los 10 minutos, sobre todo si la placa no hakia sido secada con-
venientemente antes de revelarla, probablemente por interferencia del
caracter basico, de restos de solvente presentes en la placa, en el meca-
nismo de la reaccion.

Recibimos detalles aclaratorios, no publicados, del procedimiento de colo-
racion, consistentes en calentamiento de la placa, después de atomizada,
a la temperatura senalada de 7-15 minutos, dejarla enfriar, y recalentarla
a igual temperatura 40 minutos (Boctor, comunicacién personal).

El estado avanzado de este estudio, y la disminucién notable de la fluo-
rescencia de muchos derivados, al efectuar las operaciones recién descri-
tas, nos indujeron a continuar con e! procedimiento aqui recomendado.

El color violeta obtenido por nosotros para el T1AA difiere del naranja
carmelitoso que reporta Boctor en 1972, a lo cual no hallamos explica-
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cién plausible, ya que segun el trabajo original lo Unico que provoca el
calentamiento v posterior recalentamiento de las placas es estabilizar el
color durantc mds de dos semanas, sin alterarlo.

IL.as manchas fluorescen a la luz ultravioleta de diversos colores, con
gran variabilidad de éstos, predominando el ocre, y el carmelita. Com-
puestos del mismo grupo, e igual hRf y color con el nuevo revelador,
como el I2CA y el 1AA de los 4cidos, y el IAN o TAAOEt de los neutros,
son facilmente identificables entre si por el dato fluorescencia (Tabla I).
La recién mencionada propiedad no desfallece como el color v perdura
varios dias. Solamente las manchas correspondientes al 12CA, Try-5-OH,
v Sero no fluorescen a la luz ultravioleta (para el IPyA este dato es dudo-
s0); parece que las sustituciones del anillo inddlico de estos compuestos
impiden la formacion de moléculas de caracter fluorescente.

Ambos reveladores y la silicagel empleada permiten diferenciar entre si
los compuestos de cada grupo, exceptuando el IBA e IPA, que pudieran
diferenciarse por el hRf distinto que presentan en otras condiciones
(Kaldewey, 1969). La Gram revela lentamente con el reactivo de van Urk
y de forma rapida con el Boctor.,

Nuestra observacion, aunque cualitativa, concuerda con Boctor (1972}, en
que el revelador de acido fosférico presenta igual sensibilidad aproxi-
mada al de van Urk, ya que aplicaciones de iguales voliimenes y concen-
traciones muy pequefias de compuestos inddlicos revelaban o no con
ambos reactivos, es decir, que si la concentracion del volumen aplicado
era muy pequeiia, ninguno de los dos reveladores eran efectivos, y siem-
pre ambos reveladores detectaron concentraciones aproximadamente
iguales. Las cantidades asequibles en peso, de cada une de los compues-
"tos, asequibles no nos permitieron comprobar esto cuantitativamente.

Por todo lo antes comentado creemos que el revelador de 4cido fosfo-
rico demuestra ser de utilidad en tareas de identificacién por esta técnica,
por lo menos al utilizar compuestos comerciales puros, y por la propiedad
de las manchas de fluorescer, proporciona mas parametros a la observa-
cion que el revelador de van Urk comunmente empieado. Sin embargo,
queremos destacar que este Gltimo revelador ha demostrado ser alta-
mente especifico (Fawcett, 1961), existe gran cantidad de informacion en
relaciéon con sus limites de deteccién (Kaldewey, 1969), y su mecanismo
de reaccién (Sundberg, 1970), y su empleo ha permitido la identificacién
cromatografica en materiales biolégicos de gran cantidad de derivados
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inddlicos ‘simples’, razones por las cuales continta siendo el principal
revelador de compuestos indolicos en la actualidad para la CCD. El reve-
lador de acido fosforico, del cual reportamos algunas propiedades, debe
continuar estudidndose, en los aspectos mencionados anteriormente, para
probar su real utilidad.

CP.

Los resultados se muestran en la Tabla I1. La desviacién tipica de cada
una de las medias reportadas nunca fue superior a 0.053 unidades de Rf.
La Gram solo reveld con el reactivo de Boctor v en esto se mostré supe-
rior al de Ehrlich. El caracter fluorescencia permite diferenciar entre si
compuestos de Rf cercanos y cuyas manchas revelan con colores aproxi-
madamente iguales (Tabla II).

El nuevo revclador, sin modificar, no ¢s adecuado para tareas de identi-
ticacion por CP ya que causa deterioro marcado en los cromatogramas.

El papel Filtrak FN 1 no separé adecuadamente los derivados indélicos
estudiados, aunque bien csto pudiera deberse a que el solvente no se
adecud a la cdmara usada, como se recomienda, va que la usada por
nosotros no fue del tipo Universal comtinmente empicada (Jepson, 1969);
también pudiera deberse la defectuosa separacién de muchos compues-
tos al diferente soporte inerte usado por nosotros.

CONCLUSIONES

El revelador de 4cido fosférico es util para el revelado de cromatogra-
mas de capa delgada de derivados inddlicos ‘simples’, y sugerimos se
contintie su estudio para determinar su especificidad, limites de detec-
cién, y mecanismo de reaccion.

La forma de utilizacién recomendada, unida a la propiedad de los com-
puestos coloreados de fluorescer tipicamente a la luz ultravioleta que
describimos, pudiera permitir su empleo en la identificacion de este
tipo de derivados en materiales biolégicos. La silicagel utilizada propor-
ciona una adecuada separacion de los compuestos indélicos ‘simples’
en los sistemas de solventes empleados.

El revelador de acido fosférico, sin modificar, no es adecuado para la
CP por ¢l deterioro que causa a los cromatogramas.
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TABLA TII
Resultados de la Cromatografia en popel

SOLVENTE: Isopropanol:Amoniaco:Agua, 10:1:1 (Iskrie y Kveder, 1965)

Derivados Rfx Revelador Color uv uv
Inddlicos 100 254 nm 366 nm
12CA 63 Boctor Viol G No No
Ehrlich G —_ —
15CA 57 Boctor Rs Nj Am (I) Ig
Ehrlich Rs Nj — —
ICA 56 Boctor Rs C Nj (D Ig
Ehrlich Rs —_ —
IPyA Descompone
ILA 66 Boctor Viol Vd C Ig
Ehrlich G — _
IBA 75 Boctor Viol Vd C Ig
Ehrlich Az — —
IPA 70 Boctor Vd Ccvd Ig
Ehrlich Az — —
TAA 64 Boctor Viol Oco Vd Vd Az
Ehrlich Az — —
TryAm (B) 83 Boctor Viol No No
Ehrlich Viol —_ —
Gram (B) 90 Boctor Rs C No No
Ehrlich Ninguno — —
IAAm 82 Boctor vd cvd Ig
Ehrlich Az — —
Derivados Rf x Revelador Color Uuv uv
Inddlicos 100 254 nm 366 nm
1IEtOH 30 Boctor Vial Dudosa Ig
Ehrlich Az — —
IAN 92 Boctor Rs (c) Am Vd (I) Ig
G (b)

Ehrlich Rs C — —_—
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TABLA II (Continuacién)

149

TAAQEt 92 Boctor Viol Dudosa Ig
Ehrlich Az — -_
IQAC Descompone
Ska 92 Boctor Ninguno No No
Ehrlich Az - —
Try-5-OH 51 Boctor G Viol No No
Ehrlich Viol Rj — —
1-5-OH 89 Boctor C«cl Viol Tg
Ehrlich Viol Rj —_ —
Sero 62 Boctor Viol No No
Ehrlich Viol — —
Try 53 Boctor G Viol C«cl Ig
Ehrlich Az —_ —

Abreviaturas empleadas: Am: Amarillo; Az: Azul; C: Carmelita; G: Gris; Nj: Na-
ranja; Oc: Ocre; Rj: Rojo; Rs: Rosado; Vd: Verde; Viol: Violeta; ng: negruzco;
cl: claro; osc: oscuro; (B) Indol de caraicter basico; (¢) centro de la mancha;
(b}: borde de la mancha; ocs: color ocasional; Ig: Tgual fluorescencia; (I}: Fluores-
cencia intensa; (E): Fluorescencia escasa.

El papel usado, sin modificar la mezcla de solventes empleada, no per:
mite buenas separaciones de los derivados estudiadoc.
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