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Ważną grupę roślinnych substancji wzrostowych, poznanych 
dzięki badaniom Kogla, Haagena-Smi t’a, Erxlebena, 
Wie land a, Jonesa i wielu innych, stanowią następujące po
chodne indolu: kwas indolo-3-octowy, ester etylowy tego kwasu, 
kwas indolo-3-propionoWy, indolo-3-masłowy oraz nitryle tych 
kwasów.

Zastosowanie metody chromatograficznej oraz elektroforezy 
bibułowej pozwala na wyodrębnienie tych związków w czystym 
stanie z materiału roślinnego.

Według S e n a (1) wykrycie jakościowe tych związków na 
chromatogramie możliwe jest przy ilościach 1—3 mikrogramów za 
pomocą reakcji Salkowskiego.

Do oznaczeń ilościowych ekstrahuje się odpowiednio wycięte 
miejsca chromatogramu w mikroaparacie Soxhleta alkoholem, ete
rem lub wodą i zatęża do odpowiedniego stężenia. Uzyskany roz-
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twór (zwykle wodny) oznacza się w wypadku nieznanego charakteru 
chemicznego lub ilości submikromolarnych za pomocą testów bio
logicznych; w pozostałych wypadkach stosuje się metody mikroche- 
miczne.

Oznaczanie indolu i jego pochodnych w tak uzyskanych roz
tworach przeprowadzano do tej pory wyłącznie na drodze kolory
metrycznej, wykorzystując reakcję Salkowskiego, rzadziej Adam
kiewicza (H o p к i n s - C o 1 e), Ehrlicha oraz nitrozo-indolową ze 
względu na ich mniejszą czułość. Dlatego też większość prac doty
czących oznaczania substancji wzrostowych z grupy indolu omawia 
metody oznaczenia kwasu indolo-3-octowego, które są różnymi mo
dyfikacjami reakcji Salkowskiego. I tak: Tang i Boner (2) 
oznaczają wymieniony kwas przy stężeniu 2,5—5м- g/ml; Holley 
(3) doprowadza czułość do nawet 0,1м- g/ml; Gordon i Weber 
(4) — 0,2ug/ml; Linser-Maschek (5) 1м- g/ml-

Według L a r s e n a (6) najlepsze wyniki osiągnąć można (ze 
względu na dobrą powtarzalność) stosując modyfikację według Gor
dona—Webera przy zawartościach kwasu indolo-3-octowego od 
0,2м- g/ml.

Przy oznaczaniu innych pochodnych indolu nie można osiągnąć 
przy użyciu reakcji Salkowskiego tak wysokich czułości. Gordon 
i Weber przebadali czułość reakcji Salkowskiego w modyfikacji 
Tang - Bonnera i swojej, wyznaczając wartości ekstynkcji dla roz- 
worów indolu i szereg jego pochodnych dla stężeń 0,125 milimoli/ml) 
przy długości fali 550 milimikronów, w porównaniu z ekstynkcją 
uzyskiwaną dla roztworów kwasu indolo-3-octowego. Z zestawienia 
wyników pomiarów można stwierdzić, że reakcja ta jest dla innych 
pochodnych indolu co najmniej 10—30 razy mniej czuła, tj. dolną 
granicę oznaczanych stężeń można oszacować na 10—50ug/ml. In
nymi metodami kolorymetrycznymi nie można też uzyskać lepszych 
rezultatów.

Podana w niniejszej pracy metoda kulometryczna pozwala na 
-oznaczanie indolu i jego pochodnych w ilościach powyżej iMg przy 
stężeniach dochodzących do 0,05M-g/ml. Metoda polega na bromowa
niu oznaczanych związków nadmiarem bromu, usunięciu nieprze- 
reagowanego bromu rodankiem potasu i oznaczenia jego nadmiaru 
na drodze kulometrycznego bromowania. Metodę tę zastosowałem 
uprzednio (7) do mikrooznaczania fenolu i krezoli.
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Przebieg bromowania indolu i jego pochodnych

Aromatyczny charakter pirolu, a zwłaszcza jego podobieństwo 
do fenolu, pozwalało przypuszczać, że zastosowanie wyżej wspom
nianej metody kulometrycznej, także i w wypadku indolu powinno 
dać pozytywne rezultaty.

W literaturze podawana jest tylko jedna metoda oznaczania 
indolu Paulyego i Gu n d e r m ann a (8) polegająca na mia
reczkowaniu indolu roztworem jodu w środowisku zalkalizowanym 
NaOH. W wyniku reakcji powstaje ß-jodoindol. Działanie jodem 
w obecności nadmiaru NaHCO3 prowadzi do równoczesnego otrzy
mania indyga i ß-jodoindolu. Działanie jodem na roztwór skatolu 
prowadzi do otrzymania związków przypuszczalnie o składzie 
C9H11NO2 lub C9H9NO2, przy działaniu nadmiarem jodu otrzymuje 
się związki o różnej (zmiennej) wartości jodu.

B r u n с к (9) stwierdza, że indol reaguje energicznie z bromem 
(w roztworze CHCI3) i daje różne produkty w zależności od warun
ków przebiegu reakcji. Faktem tym tłumaczy on brak bliższych da
nych na ten temat w literaturze.

Pierwsze próby oznaczenia kwasu indolo-3a-masłowego prze
prowadzone w identyczny sposób jak oznaczanie krezoli dały wyniki 
za niskie i o dużym rozrzucie. Ażeby stwierdzić przyczynę tego, 
przeprowadzono oznaczanie zmieniając czas i temperaturę bromo
wania oraz nadmiar bromu. Zależność wyników oznaczania od czasu 
bromowania i temperatury dla kwasu indolo-3a-masłowego przedsta
wiona jest na wykresie 1.

Wykres 1
Zależność wyników oznaczania kwasu indoIo-3-masłowego od czasu 

bromowania i temperatury
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Z przebiegu krzywych wywnioskować można, że przy oznacza
niu zachodzi reakcja prowadząca do określonego produktu. Szyb
kość bromowania przy 15°C jest tak mała, że reakcja dobiega koń
ca dopiero po 60—80 minutach. W temperaturze 50°C wyniki zbliża
ją się do wartości teoretycznej już po 10 minutach bromowania, 
dalej krzywa wznosi się powoli, tak że przerwanie reakcji w dzie
siątej czy w dwunastej minucie nie powoduje większych różnic 
w wynikach. To wznoszenie się krzywej można wytłumaczyć po
wolnym rozkładem indolu, który może mieć miejsce przy działaniu 
silnymi kwasami w podwyższonej temperaturze.

Reakcję przeprowadzono przy następujących stężeniach:
2,5 mikrogramrównoważnika Br2
0,5 „ kwasu indolo-3-masłowego
3,0 mikrogramrównoważników KSCN dla usunięcia nadmiaru 

bromu.
Stężenie elektrolitu pomocniczego i kwasu: KBr—0,ln, HC1—2n; 

objętość roztworu wynosiła podczas bromowania 15 ml, podczas 
oznaczania kulometrycznego 25 ml.

Stwierdzono, że w warunkach tych mol kwasu indoło-3-octowe- 
go i indolo-3a-masłowego reaguje z 6 atomami bromu, natomiast 
mol indolu z 8 atomami bromu. Biorąc pod uwagę parzystą ilość 
atomów bromu wchodzących w reakcję, większe o 2 atomy zużycie 
bromu w wypadku wolnej pozycji 6, można przypuszczać, że reakcja 
prowadzi do utworzenia trój- i cztero-bromopochodnych. Dokładne 
wyświetlenie przebiegu reakcji i ustalenie położenia podstawników 
wymaga przeprowadzenia specjalnych badań. W dostępnej mi lite
raturze żadnych danych dotyczących przebiegu tej reakcji w roztwo
rach wodnych nie znalazłem.

Aparatura

Pomiary przeprowadzono przy użyciu kulometru relaksacyjne
go (10). Wydzielanie bromu prowadzono prądem ca 1 mA, przy sta
łej kalibracji Ko = 4850 impulsów/coul, przy szybkości dozowania 
0,06 coul/min. Czułości polaryzacyjnego układu wskaźnikowego wy
nosiła 5 • 10_9 gramrównoważnika Br2, co w przeliczeniu na kwas 
indolo-3-octowy wynosi 0,15i-ig. Objętość roztworu oznaczanego 
25 ml.
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Roztwory

Do sporządzenia roztworów użyto chemicznie czystych substan
cji.

Kwas indolo-3-octowy firmy Hoffman La-Roche, Bazylea;
Kwas indolo-3a-masłowy firmy Pal Chemicals LTD, London;
Indol firmy Schuchardt, Görlitz;
Bromian potasu i rodanek potasu firmy Merck;
Kwas solny F.O.Ch. Gliwice rozcieńczano do 6n i destylowano 

(Odrzucając pierwsze 100 ml destytatu aby uwolnić go od zawartych 
w nim śladów substancji utleniających).

Do oznaczeń sporządzono roztwory o przybliżonej normalności 
0,0005n KBrOi — 40 g KBr/litr 
0,0006n KSCN

oraz roztwory substancji wzorcowych o odpowiednio dobranych 
koncentracjach. Wodę destylowaną używaną do sporządzania roz
tworów wzorcowych przechowywano celem użycia jej w ślepych 
próbach.

Przeprowadzenie oznaczenia

Do trzech kolbek miarowych jenajskich o pojemności 25 ml 
z dobrze doszlifowanymi korkami (!) odmierzono po 5 ml roztworu 
bromianu. Do dwóch kolbek wprowadzano następnie 1 do 5 ml roz
tworu substancji oznaczanej: do trzeciej (ślepa próba) taką samą 
objętość wody użytej do sporządzania tych roztworów. Następnie do
dawano po 5 ml 6n HC1, kolby korkowano, zabezpieczano korki 
pierścieniami gumowymi i po dokładnym wymieszaniu ogrzewano 
na łaźni wodnej o temperaturze 50 ± 1°C przez 10 min. Po upływie 
tego czasu kolbki oziębiano do temp. 15°C (2 minuty) i dodawano do 
każdej kolbki po 5 ml roztworu KSCN Po dokładnym wymieszaniu 
pozostawiono na 10 minut, po czym przenoszono klejno zawartość 
kolbek do naczyńka pomiarowego, uzupełniano wodą do 25 ml 
i oznaczano kulometrycznie zawartość KSCN, notując ilość impul
sów zarejestrowanych przez licznik przyrządu. Od ilości impulsów 
otrzymanych dla dwóch równoległych oznaczeń odejmowano ilość 
impulsów przypadającą na nadmiar rodanku względem bromianu 
(ślepa próba). Otrzymane różnice (n) przeliczano na oznaczaną sub-
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Tabela I

Zestawienie wyników kulometrycznego oznaczania pochodnych indolu

Oznaczana substancja
zawartość 

we wzorcu 
P-g

oznaczono 
kulometry- 

cznie
A 

p-g %

M
Kwas indolo-3-octowy E 1,32 1,24 0,08

1,51 —0,01
• 3,84 4,05 0,2

4,05 0,2 5%
4,17 0,3

• 7,68 7,72 0,0
7,47 0,2

• 11,52 12,13 0,6 %
12,3 0,8 б.зг

« 13,2 13,4 0,2
13,5 0,3

«» 19,3 19,85 0,5 2,5%
19,75 0,4

-,Kwas indolo-3-a-masłowy 3,14 3,84 0,7

2,97 —0,2
3,33 0,2 %
2,97 —0,2

9,42 9,55 0,5
9,74 0,3 %

- 15,7 15,9 0,2

stancję korzystającą z uprzednio wyznaczonych wartości równo
ważników:
Indol —

M EM = 117,144 E = — 14,643 ^- = 1,517 • 10~48 F
Kwas indolo-3-octowy — 

M EM = 175,190; E = 4?-— 29,198; =-= 3,026 • 10~46 F
Kwas indolo-3a-masłowy —

M FM = 203,233; E=^= 33,872; =-=3,51-10~4
6 F

na podstawie wzoru : 
E n 

m f” КГ
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— — równoważnik elektrochemiczny oznaczanej substancji 
g/coul

n — różnica ilości impulsów
k0 — stała kalibracji kulometru imp/coul
m — ilość gramów oznaczanej substancji
Wyniki oznaczeń kwasu indolo-3-octowego i indolo-3a—masło- 

wego zestawione są w tabelce I.
W kolejnych rubrykach podano: rodzaj oznaczanej substancji, 

jej zawartość w oznaczanej próbce, wyniki kulometrycznego ozna
czenia i różnicę pomiędzy tymi wartościami oraz błąd procentowy. 
Podobne wyniki otrzymano także przy oznaczaniu indolu.

Wnioski
1. W niniejszej pracy podano nową metodę oznaczania in

dolu i jego pochodnych na drodze kulometrycznej. Praca nie 
wyczerpuje wszystkich możliwości metody — można ją zmo
dyfikować zarówno pod względem czułości jak i dokładności, 
a zwłaszcza zakresu zastosowań.

2. Metodę tę można stosować do oznaczania innych pochodnych 
indolu — wartość równoważnika tych pochodnych zależeć bę
dzie od położenia i charakteru podstawników.

3. Opisaną metodą można osiągnąć równorzędne wyniki przy 
oznaczaniu kwasu indolo-3-octowego, jak i kolorymetrycznymi 
metodami opartymi na reakcji Salkowskiego.
Przy oznaczaniu innych pochodnych indolu metoda kulome- 
tryczna zachowuje swą czułość i dokładność, dzięki czemu jest 
znacznie lepsza od metod opartych na reakcji Salkowskiego, 
których czułość zmniejsza się 10 do 50 razy, a nawet i więcej 
(jak np. przy kwasie indolo-3-propionowym).

4. Powyższą metodę można będzie prawdopodobnie oznaczać po
chodne indolu wprost na odpowiednio wyciętych i rozdrobnio
nych miejscach chromatogramu pomijając proces ekstrahowania.

5. Oznaczenia przeprowadzić można także przy pomocy innych 
typów kulometrów pozwalających na pomiar ładunku w grani
cach 0,005—0,1 coul. z dokładnością co najmniej 1/».*
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РЕЗЮМЕ
В настоящей работе приведен кулонометрический метод оп

ределения микрограммовых количеств индола, 3 — индолилук- 
сусной кислоты и 3— индолил -За-масляной кислоты. Метод ос
нован на бромировании этих веществ избытком брома притемр. 50° С 
и кулонометрическом определении количества связанного брома 
раствором KSCN. Измерения проводились при употреблении ре
лаксационного кулонометра, результаты определений предста
вляет табл. I. Кроме указанных веществ метод можно применять 
с этой-же точностью для определенияи других производных 
индола (напр. 3— индолил— пропиновой кислоты), которых при 
концентрациях 1—10 tir не возможно определить колориметри
ческими методами основанными на реакции Сальковского.
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