BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Dosaje y variedades de
Hemoglobinas y sus derivados

Sanguineti, Alfredo

1910

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Quimica
de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Sanguineti, Alfredo. (1910). Dosaje y variedades de Hemoglobinas y sus derivados. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0066_Sanguineti.pdf

Cita tipo Chicago:

Sanguineti, Alfredo. "Dosaje y variedades de Hemoglobinas y sus derivados". Tesis de Doctor.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1910.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0066_Sanguineti.pdf

UBA
Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0066_Sanguineti.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0066_Sanguineti.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD NACIONAL DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, FISICAS Y NATURALES

DOSAJE Y VARIEDADES

DE

HEMOGLOBINAS Y SUS DERIVADOS

TESIS

Presentada 4 la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
para optar al grado de Doctor en Quimica

POR EL EX-ALUMNO

ALFREDO SANGUINETI

Quimico de la Oficina Quimica Municipal

W\

BUENOS AIRES

(MPRENTA Y CASA EDITORA < JUAN A, ALSINA»
253 — cALLE ALBERTI — 2359

1910



; Fnlhd'.' 1o 8o hace solids 1%
Mde las opiniones manifestadas ex










‘A la veneranda memoria de mi Abuela.

;_ mis Padres)







SEXORES CONSEIEROS:

SESorES PROFESORES:

Al presentar este pequeto y modesto trabajo como ultima
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Introduccion

Asf como no hay nada que divida tanto
& los hombres como la creencia de que
poseen respeclivamente la verdad, asi
nada los aproxima tanto como la noble
tarea de buscarla en comin.

GAsTON Paris.

« El rol de la hemoglobina del glébulo sanguineo desde el
doble punto de vista de la respiracion de los elementos ana-
témicos y de su excitacidn vital, es de suma importacia» (1).

La hemoglobine es la substancia intcrmediaria entre el
oxigeno del aire y las células de los tejidos: su combinacién
con este gas, presenta la propiedad fisico-quimico caracteris-
tica, afinidad enérgica é instabilidad relativa; es un feno-
meno reversible y continuo, que cae dentro del dominio de la
dindmica de las transformaciones y sus leyes:

Hemoglobina 4 O : Oxihemoglobina.

En los diversos métodos que se han propuesto, mas 6
menos exactos y sensibles, para su dosaje, se indica casi siem-

(1) E. LaserLiNGg.-—Dosage de L’ Hemoglobine (1852).
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pre un factor constante, que nos da, por una simple multipli-

cacion, la concentracion de aquella.

Este factor constante, nos hace admitir implicitamente,
que la sangre no contiene sino una sola materia colorante,
esto es, una sola hemoglobina.

Existe en realidad una sola?

Es diferente en cada especie animal?

Difiere en los individuos de cada especie ?

La sangre de un solo individuo posee varias ?

Los trabajos de Otto, Vierordht, Hufner, Lambling, Saint-
Martin, etc., parecian probar la identidad de la hemoglobina
en casl todos los animales superiores.

El 9 de Mayo 1890, Christian Bohr (1) presentd a la Acade-
mia Real Danesa de Ciencias una memoria tratando de de-
mostrar que las hemoglobinas estudiadas no eran sino una
mezcla de hemoglobinas.

Hufner (2), el mds ardiente partidario de la teoria unitaria,
refuté 4 Bohr, argumentandole la falta de pureza en los
cristales de oxihemoglobina preparados.

Pero en el Congreso Internacional de Fisiologia de Cam-
bridge (1898), Saint-Martin, antiguo partidario de la teoria de
Otto-Hufner, hizo notar las divergencias obtenidas en ciertas
constantes fisicas de las diversas hemoglobinas, poniendo en
duda la teoria unitaria.

Gallerani, aprovechando los ultimos perfeccionamientos
del espectroscopio de Hufner, encaré de lleno la cuestion, y
después de pacientes estudios, llegé 4 la conviccién de la rea-
lidad de la teoria de Bokr.

(1) Cnr. Bonr.—Sur les combinaisons de I'hemoglo. avec 'ogigbne.
(2) G. Hurnen.—Arch. fiir anat. et physiol.
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El profesor Lambling, en su articulo Hemoglobina {suple-
mento numero 2 de la Enciclopedia de Wurtz), da como no
resuelto el problema planteado por primera vez por Bohr.

Con dnimo, pues, de llegar 4 una conclusion sobre este de-
batido problema, hemos tratado de elegir el camino mds
directo y mds exacto; y después de sucesivas eliminaciones,
el que solo queda incélume ante todas las obj:cciones, es el
método espectrofotométrico.

Hemos elegido el espectrofotometro de Hufner, que estd
basado en la teoria de la absorcion de determinadas radiacio-
nes luminosas y en la de Fresnel, Young y Malus, de la pola-
risacion de la luz por refraccién y que, por su ficil manejo,
gensibilidad y exactitud, es superior al de Trannin, segun
opiniones autorizadas como las de Lambling, Saint - Martin y
Gallerani.

Hemos seguido el método de éste dltimo para encarar y
resolver el problema y no el de Bohr por razones que dare-
mos en su lugar correspondiente.

Ademads se ha aplicado, & los resultados directos obtenidos,
el método de los minimos cuadrados para determinar su valor
medio, y rechazar aquellos que no merecieran igual confianza.







La Sangre

Segin la bella y feliz definicion de Claudio Bernard, la
sangre es el medio en donde viven Jos elementos anatémicos;
expresion fiel de su funcion fisiolégica.

Anatomicamente es un liquido albuminoso y salino, con-
teniendo en suspension elementos figurados; fisiologicamente
es el medio gracias al cual el mundo externo efectia sus
cambios con el individuo histoldgico: es deeir, la célula.

En los vertebrados, es un liquido rojo que circula en un
gistema de vasos cerrados; rojo oscuro, un poco dicroico, en
capas delgadas, rojo por reflexién y verde rojizo por trans-
parencia (sangre venosa), 6 rojo vermellon (sangre arterial).

La coloracién depende de la cautidad de oxigeno com-
binado débilmente, y del espesor. No es transparente; trans-
licido solamente bajo débiles espesores. Ambas, coloracidon
y opacidad, son debidas & los elementos figzurados que contie-
nen una materia colorante: la hemoglobina.

E] olor recuerda en general el del sudor del animal y se
debe 4 la presencia de dcidos grasos volitiles. Sabor salino
debido 4 las sales que contiene en disolucidn.

Densidad: en el hombre varia entre 1.055 y 1.060.

Reaccién: Alcalina aparentemente, contiene elementos
salinos 4cidos.

Temperatura: en el hombre oscila entre 36°5 y 37° 8.



ELEMENTOS HISTOLOGICOS

En histologia se considera la sangre como un tejido: el
plasma representa la sustancia fundamental, los elementos
anatdmicos son los globulos.

Los globulos rojos ¢ hematias, llamados asi por el color
que dan 4 la sangre, son redondos en los mamiferos (excep-
tuandose algunos solamente), y constituyen una masa proto-
pldsmica, desprovista de nucleo y de membrana envolvente;
en los otros vertebrados son ovoides y con nucleo.

Son muy elasticos y flexibles: de aqui las diversas formas
que afectan. Se reunen, asemejandose & pilas de monedas.

Pequefios cuerpos amarillentos, discoides ¢ elipticos; se
alteran facilmente por el calor, agua, reactivos, etc. Bajo la
accién de un gran numecro de agentes, la masa globular se
separa de la materia colorante, conservindose intacto el es-
troma; otros destruyen completamente 4 éste.

Las dimensiones varian bastante: er el hombre alcanza
7,6 p, término medio. En un milimetro cabico se encuentra
5.600.000 glébulos.

Los leucocitos ¢ globnlos blancos son células, con proto-
plasma, desnudos, refringentes y provistos de un nicleo esfé-
rico 6 multilobado. Su proporcion es inferior 4 las hematias,
1 por 500. Mas grande que éstos en los animales de sangre
caliente; lo contrario ocurre en los de sangre fria.

El protoplasma es contractil: cambian continuamente de
forma: movimientos ameboidales. Emiten prolongaciones
(psendopodios) y los retraen; se adhieren 4 las paredes de los
vasos y la atraviesan (diapedesis); como productos de segre-
gacién, pueden citarse las citasas ¢ alexinas, anticuerpos,
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que desempeifian un rol tan importante en el mecanismo de
la inmunidad.

La sangre contiene en suspension otros corpuisculos: placas
sanguineas y granulaciones diversas; hematoblastos de Ha-
yem, placas de Bizzozero, etc.

Composicion quimica de los glébulos rojos en el hombre
(Schmidt, Hoppe-Seyler y Judell).

Agua....... .. . (..., 688
Residuo fijo orgénico. .. ......... 303,88
Mineral ........... ....... cee e §12

Plasma: es la parte liguida de la sangre tal cual se encuen-
tra en los vasos del sistema circulatorio.

Fuera de los vasos, no permanece liquida; se coagula es-
pontaneamente: se observa la separacion de una parte sélida
(fibrina) de una liquida (suero).

Impiden la coagulacidn soluciones de azicar, sulfatos de
sodio y magnesio, oxalatos alcalinos, ete.; igualmente inyec-
ciones de peptonas, intravenosas,

Es un liquido amarillo 4mbar, algo viscoso, insipido, de
reaccion alcalina, de densidad 1,027. Su composicién es ané-
loga, pero no idéntica a la del suero, se diferencia en la falta
de fibrinégeno en este 1iltimo. La fibrina que aparcce en Il
sangre coagulada, deriva del fibrinégeno 6 metaglobulina del
plasma.

Composicion del plasma segin Schmidt y Lehmann:

Agua, . ... .. i i e 902,90
Residuo fijo.  ......... ....... 97,10
Albtuminas: fibrinégeno..... ... ., 4,05
Seroglobulina ..  .............. 32,00
Seroalbumina.......... ....... .. 46,84
Grasa y materias extractivas....... 5,66

Sales minerales............ e 8,65
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Segin Hammarsten la composicion del suero humano, es:

Agua. ..., . e e 907,9
Residuo fijo. ........ ciee e 92,1
Seroglobulina . .................... 31,0
Seroalbumina y otrasalb.... ...... 45,2
Materias extractivas............... 7,1
Sales minerales.................... 8.8

El fibrindgeno es una substancia albumindidea, blanca,
amorfa, soluble en soluciones débiles de sales alcalinas, in-
soluble en agua. Pertenece al grupo de las globulinas (subs-
tancias protéicas simples); precipita por adicién de una
solucion saturada de sulfato de magnesia. El calor (56°) solu-
ciones saturadas de sales alcalinas, etcétera, y un fermento
diastasico que segregan los lencocitos, lo coagula: se obtiene
la fibrina.

La sero ¢ paraglobulina es una albiimina blanca, amorfa,
insoluble en el agua. Pertenece también por sus caracteres
al grupo de las substancias protéicas simples, precipitables
por sulfato de magnesio (globulinas). Precipita bajo la ac-
cion de los acidos, soluciones saturadas de cloruro de sodio,
etc., Se coagula 4 7be.

La seroalbumina o serina existe en la sangre y pasa al
suero sin modificacidn; del grupo de las substancias protéicas
simples, subgrupo de las albiminas. Es incolora, amorfa,
soluble en el agua; coagula 4 84°,

La sangre contiene siempre azucar, de la cual una parte
estda preformada. A menudo se encuentra disuelta en el plas-
ma, rara vez en los corpusculos.
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La sangre contiene ademads, substancias grasas, lecitina,
eolesterina, acido lactico, glicdgeno, trea, 4cido urico, pepto-
nas en pequeiia cantidad, un fermento cuya funcién es la de
destruir la glucosa y una diastasa, el fribina-fermento, que
coagula el fribindgeno.

El plasma contiene como elementos dominantes, el sodio
y el cloro; mientras los gldbulos, potasa y dcido fosférico.

Gases.—Su proporcion referida 4 100 cm® de sangre, es la

siguiente:
Sangre arterial. Sangre venosa.
Oxigeno...... ......... 19 4 25 cm® 4410 cm8
Anhidrido carbénico..... 32440 » 204 46 »
Nitrégeno.......... ee.. 1a3dp - 1435
Argén.............. ... 0,041 —_
Oxido de carbono,..... .. 0,14 —

Coagulacién de la sangre—E] esquema siguiente tomada
de Hugouneng, da una idea clara del fenomeno.

Sangre
. . VAN
o e e T : \I)l
: Glébulos i asma
o —— S S — e
Fibrinégenog : Albiminas diversas  Agua Sales |
S T: e et e
Coagulo Suero

Todo aquello que tiende & conservar los leucocitos, retarda
la coagulacién; lo que provoca su alteracion, la acelera. Los
glébulos blancos tienen un rol capital y activo enla coagula-
cién: su presencia es necesaria, pero no suficiente,

Las sales de calcio son factores muy importantes en este
fendmeno, pero no son indispensables.
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Los leucocitos intervienen segregando un fermento soluble
plasmosa y fibrina - fermento.

Obran como anticoagulantes, in-vitro, las sales alcalinas
y alcalinas terrosas, oxalatos, fluoruros, citrato de potasio,
etc; in-vivo, las peptonas comerciales (que obran en el senti-
do indicado gracias & las albumosas que contienen), extractos
de musculos de cangrejo, de cabeza de sanguijuela, suero de
anguila, diastasas, etc. Todas estas ultimas substancias provo-
can una hipo-leucocitosis general.

Como substancias coagulantes se pueden citar: la gelatina,
cloruro de caleio, coloides, etc.



Materias colorantes de la sangre

HEMOGLOBINA Y SUS DERIVADOS

Se ha comprobado que en la sangre y en los musculos,
existen pigmentos proteicos, que provienen de la unién de
una histone (1), con un pigmento ferruginoso. '

Como pigmentos proteicos de la sangre se citan la hemo-
globina y sus derivados.

OXIHEMOGI.OBINA

Desempefia, con la hemoglobina, un papel de capital im-
portancia en la respiracion; derivan la una de la otra y pue-
den coexistir.

Los cristales de oxihemoglobina, desprovistos de su agua
madre de cristalizacion por medio de la tromps, son grandes,
rojos rubi, de un brillo magnifico, pudiéndose aislar perfecta-
mente los unos de los otros. Son cristales blandos, cuya direc-
cion de extincidn se encuentra segin la mayor longitud.
Examindndolos en luz convergente, las ramas de hipérboles
no se aperciben sino dificilmente: pero los ejes 6pticos estdan

(1) Substancias proteicas, vecinas de las proteinas, defiriendo solamente
por su cardcter basico, debido 4 su proporcién elevada en 4cidos diami-
dados,
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bastante alejados. Parecen ser cristales ortordmbicos; es
curioso hacer observar que bajo la mas ligera presion, se
vuelven isétropos: desaparece la direccién de extincion.

Se conservan algun tiempo & baja temperatura, presentan
un pequefio pero neto dicroismo: rojo escarlata ¢ amarillo
claro, segin la posicidn de los nicoles.

La oxihemoglobina humana es un polvo rojo ladrillo, cris-
talino. Todas las estndiadas hasta el presente son solubles en
el agua, dando uns solucidén roja intensa, pero su solubilidad
varia muchisimo de una especie 4 otra; insolubles en alcohol
y éter.

Propiedades quimicas.— La composicidn centesimal de las
oxihemoglobinas de los diversos mamiferos domésticos es la

siguiente:

Caballo Perro ! Cobayo Ardilla
C.... 54,81 54,57 64,12 54,89
H..... 7,01 7,22 7,36 7,39
N..... 17,06 16,38 16,78 16,00
S...... 0,6 0,568 0,58 0,59
Fe. 0,468 0,336 0,48 0,4
0...... 19,86 20,43 20,68 21,44

Nencki Jaquet Hoppe-Seyler

Se desconoce su formula quimica.

Es muy alterable: seca, puede calentarse & 100° sin altera-
c¢idén; pero basta pequefias cantidades de agua para que la
destruccion se opere rapidamente & 80°.
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Es ligeramente acida, soluble en las bases débiles, El sub-
acetato de plomo, las sales de plata y de mercurio la preci-
pitan.

Cede su oxigeno transformandose en hemoglobina en pre-
sencia de gases inertes (N, CO*, H ) 6 de algunos reductores
(sulfuro de amonio, sales ferrosas, etc.). Igual transformacidn
se observa durante la putrefaccion.

En el vacio, 4 40°, abandona su oxigeno y se reduce; una
molécula al disociarse pierde una de oxigeno.

Caracteristica de esta disociacion son: 1.° su reversibilidad,;
2.° ser funcién de dos variables muy importantes: tempera-
tura y tension del elemento gaseoso.

A 37° en una atmoésfera limitada, en vaso cerrado, la oxi-
hemoglobina se disocia en hemoglobina y en oxigeno hasta
que la tension de éste alcance un cierto valor constante y
dependiente de la temperatura.

Sise eleva ésta, una nueva cantidad de oxigeno se separa
hasta que la tensién del gas haya adquirido un valor cons-
tante y caracteristico deesta nueva temperatura. Si desciende,
se observa el fendmeno inverso; fijacién de oxigeno.

Existe, pués, aqui un fendmeno reversible y continuo que
cae dentro de las teorias fisico-quimicas, que estudian la diné-
mica de las transformaciones, y que esta expresado y definido
por una ecuacion llamada ecuacién de equilibrio.

Existe ur equilibrio para cada temperatura; estd definido
por la tension de disoclacion:

Numerosos experimentadores han tratado de determinar la
cantidad de oxigeno que desprende un gramo de oxihemoglo-
bina, para transformarse en hamoglobina 6 inversamente.
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Para estas determinaciones agitaban soluciones tituladas de
hemoglobina, con un gran exceso de oxigeno ¢ de aire y
median la cantidad de oxigeno desaparecido (absorciometria)
6 bien descomponian la oxihemoglobina, y median el volu-
men desprendido de oxigeno por la accidn del vacio.
Teniendo en cuenta la cantidad de oxigeno disuelto fisica-

mente en el liguido, han encontrado:

oxn |V 01 0
|
Perro 168 cm3 Hoppe-Seyler
» 155 » Dybhowski
» 162 » Preyer
» 163 » Worm-Miiller
» 158 » Hiifoer
Caballo 172 » > |
|

Admitiendo que un dtomo de hierro en la hemoglobina
corresponda 4 un dtomo de oxigeno, el peso p de éste, fijado
por 100 gramos de aquella, la cual contiene % por 100 de hie-
ITO, Sera

16
p=n ><56=-n><0,2857

y adoptando para la hemoglobina de perro, la cifra de 0,43
por 100 de fierro encontrado por Hoppe-Seyler, se tendra

p = 0,12285 gramos
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85,9 cm® 40° y 4 760 mm. (1).

Esta cifre es muy inferior 4 las obtenidas con métodos mas
precisos, que fueron empleados por Hiifner. Sise admite que
4 un dtomo de hierro corresponde dos de oxigeno, hallariamos
171,8 cm? de éste para 100 grs. de hemoglobina.

Algunas cifras del cuadro anterior, y las obtenidas por
Hiifner, concuerdan bastante con el resultado anterior.

Nuevas determinaciones gasométricas de Hiifner han dado
resultados muy satisfactorios. Ha medido la cantidad de dxi-
do de carbono fijado por un gramo de oxihemoglobina, sea
sobre sangre de buey diluida, en la cual dosaba la materia
colorante, con el espectrofotémetro, sea sobre soluciones
tituladas de oxihemoglobina cristalizada. Efectuaba el
dosaje, haciendo obrar el 6xido de carbono sobre la solucion,
o desplazando éste por el biéxido de 4zoe. Hall6 de esta ma-
nera, que la cantidad de gas fijado por un gramo de materia
colorante, es término medio 1.338 cm? (médximo 1.358; mini-
mo 1,297). Para 0,336 9/, de fierro, se obtiene 1,34 cm3.

Como la hemoglobina de sangre de perro, gallina, caballo
conticne la misma proporciéon de fierro, que la sangre de
buey, se puede concluir que esas homoglobinas, y sin duda
también las de los otros animales superiores, fijan idéntica
cantidad de 6xido de carbono.

Y como segun la ley de Claudio Bernard, el poder absor-
bente de la sangre es igual para el oxigeno y el éxido de car-
bono, la cantidad de aquel gas fijado, sera 1,336 cm3. Cherbu-

(1) LauBLire.—Sang et Respiration, pag. 88. Enc. Fremy.



[ liez (tésin 1890) rechazé 1a anterior ley fisiolégica; pe
Jexperiencias de. Saint - Martin han demostrado su exactitud,
I Lo misma cantidad de oxigeno fijarén, con mnohislma proba'
bi Jhda.d la sangre de prro caballo, et 4




Hemoglobina y productos de transformacidn

Los cristales de hemoglobina pertenecen 4 diferentes sis-
temas, seglin su origen. Abandonados al aire, absorben agua
y se transforman parcialmente en oxihemoglobina.

Existe en la sangre venosa; se obtiene por la accién de
agentes reductores sobre la oxihemoglobina.

Cristales dicroicos: rojos-violetas por transparencia, verdes
por reflexion. Absorbe enérgicamente el oxigeno; 1 gramo de
hemoglobina absorbe 1,36 cm® de oxigeno 6 de éxido de car-
bono. Esta es su reaccion mas importante; sus soluciones
muy diluidas constituyen un reactivo de extraordinaria sen-
sibilidad del oxigeno.

Son mucho mas solubles las hemoglobinas que las corres-
pondientes oxihemoglobinas.

Ambas pertenecen 4 la categoria de las substancias pro
teicas complejas clasificadas por Hoppe-Seyler; es decir, que
dan por desdoblamiento un albuminoide (globulina) y otra
substancia, pigmento, que contiene fierro. La hematina,
pigmento ferruginoso proveniente de la oxihemoglobina,
se conoce desde los importantes trabajos de Tiedemann,
Gmelin y Lacanun (1838). El pigmento proveniente de la
hemoglobina, hemocromogeno, se conoce solamente desde
18G4 (Stoke). Esta substancia se transforma rdpidamente al
contacto del aire en hematina. Aquella es, pues, 4 ésta lo
que la hemoglobina es & la oxihemoglobina.
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El desdoblamiento se puede representar por el siguiente
esquema.:

Oxihemoglobina se descom- S Mat. Albumindidea (gldbulina)
pone en presencia de los i
acidos en: ( Hematina

Hemoglobina se descompo- { Mat. Albumindidea (globulina)
ne al abrigo del aire, en

presencia de los dlcalis ? Hemocromdgeno

Esta iltima en presencia de un 4cido, abandona su fierro
al estado de sal ferrosa, transformandose en hematoporfirina,
Esto demuestra que el nucleo coloreado, el hemocromdgeno,
es el que fija el oxigeno debilmente combinado, y es probable,
afiade Lambling, que este nucleo sea el mismo en todas las
hemoglobinas.

METAHEMOGLOBINA

Es un producto de transformacion de la oxihemoglobina.
Puede esta transformarse espontanea y parcialmente en
aquélla. Es una albumina ferruginosa, cuya composicion es
1gual 4 la de la oxihemoglobina, de la cual difiere por la ma-
yor energia con que estd fijado el oxzigeno.

Cristales parduzcos, finas agujas prismaticas; & veces se
observan hexagonos regulares pudiendo alcanzar medio cen-
timetro de diametro. Muy poco solubles en agua, insolubles
en alcohol y éter, poseen reaccidn cida.

La transformacién es total bajo la influencia de ciertos
reactivos, llamados metamoglobisantes: calor, radiaciones (ra-
diaciones del radio, etc.), oxidantes {permanganato de pota-
sio, clorato de potasio, etc.), reductores, acidos (ésmico,




— 97 —

picrico, etc.), bases (ferrocianuros, nitritos, etc.), substancias
neutras (alcohol, éter, etc), toxinas, microbios.

El poder de estos agentes aumenta con la temperatura y
con la diminucién de la presion.

Existen agentes anti-metamoglobisantes: carbonato de
sodio, bicarbonatos, acetato de soda, actnando en el organis-
mo como fuera de él. In-vivo se produce & consecuencia de
envenenamiento por el clorato de potasa y otros agentes.

Bajo la influencia de los dcidos y 4lcalis, se desdobla en
globina y hematina. Los reductores la transforman en hemo-
globina.

La oxihemoglobina, transformandose en metamoglobina,
desprende un centimetro cibico mds 6 menos de oxigeno por
gramo de pigmento; aquella, pues, pasa al estado de hemo-
globina antes de transformarse en metamoglobina.

Von Zeynek considera esta transformacion como producto
de una migracién molecular.

/OH

H 1/O Hmel
wlf = ey

Fija el bioxido de azoe, el anhidrido carbdnico, el ¢6xido
de carbono, el dcido sulfhidrico, etc., dando la metamoglobina
correspondiente. Con el acido cianhidrico da la ciano-mete-
moglobina.

1) Productos no proteicos, ferruginosos:

Hematina. —Pigmento no proteico que se puede encontrar
en la sangre proveniente del organismo, derivado de la he-
moglobina conteniendo fierro en su molécula,

La oxi, la hemo y la metamoglobina se desdoblan bajo la
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accion de los acidos y bases diluidos, sales dcidas 6 alcalinas
en una histona (llamada globina) y un pigmento ferruginoso,
la hematina. Esta es un polvo negro, insoluble en casi todos
los disolventes; soluble en alcohol acidulado y en los dlealis;
se reprecipita bajo la forma coloidal acidulando la solucién
alcalina.

Se funde sin descomposicion 4 200 grados. Contiene una
elevada proporcidn de hierro 9 °,. Es alterada por el agua
caliente.

Una propiedad caracteristica es la formacién de cristales
de hematina. Se une 4 los dcidos y forma un derivado clor-
hidrico cristalizado, pardo (cristales de Teichmann). Es una
substancia estable, muy resistentc & la accién de los fermen-
tos. Se combina con N,0,, HNC, ete.

Hemocromigeno.—Pigmento ferruginoso, no protéico, de-
rivado de la hemoglobina. Se ha obtenido en cristales; sus
soluciones son de un color rojo purpura. Bajo la influencia
del oxigeno se transforma en oxihematina; y de los reducto-
res, en un pigmento cuya constitucién es muy analoga 4 la
de la urobilina. Se combina con N,0, y CO.

2) Pigmentos no ferruginosos:

La hemoglobina, en su ciclo, 4 través del organismo ter-
mina por desdoblarse; la hematina pierde el fierro que con-
tiene en su molécula dando pigmentos que derivan los unos
de los otros, hemato porfirina, pigmentos biliares, urobilina,
los cuales se encuentran en los liquidos de excrecidn, ete.

Hematoporfirina—Producto natural de transformacién de
la hemoglobina.

Calentando la hematina con acido sulfirico se obtiene
aquélla. Polvo parduzco, dando soluciones pardas rojizas.
Soluble en los dlealis, dcidos y aleohol; poco soluble en a gua
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Se han obtenido cristalizadas las sales correspondientes al
clorhidrato ¢ derivado sddico. Bajo la influencia de agentes
oxidantes se transforma en dcido hematico. Da la reaccion
de Gmelin.

PRODUCTOS DE COMBINACION

La hemoglobina fija diversos gases, CO, N,0,, HCN y
CO,, dando combinaciones cristalinas.

Carboxihemoglobina: combinacién de la hemoglobina con
el CO. Los cristales son isomorfos con los de la oxihemoglo-
bina pero de un color rojo violaceo intenso, menos soluble
en agua Y alcohol que éste.

Es mucho mas estable que la oxihemoglobina, lo cunal per-
mite comprender el mecanismo de la intoxicacion por el CO.
Este desplaza el oxigeno volumen & volumen; agitando san-
gre con aquel gas, se obtiene un desplazamiento total del

oxigeno. La cantidad fijada por gramo de pigmento varia
entre limites bastante extensos.

Es muy resistente; pero al cabo de algunos afios se obser-
va una notable disociacién. El oxigeno 4 su vez desplaza el

éxido de carbono. El N,0, desplaza con suma facilidad el
CO: la hemoglobina bioxi-nitrogenada es mucho mds estable.

Sain-Martin ha probado que la disociaciéon de la carboxi-
hemoglobina no lacada (1), es muy débil en el vacio 4 40° y
que puede despreciarse si la operacién no se ha prolongado
mas de 15 minutos. La disociacién en el vacio de su solucién
acuosa es mds considerable, pero sin alcanzar proporciones

Q1) Sangre lacada (Sang laqué). Estado de la sangre cuya hemeoglobina
ha abandonado los glébulos rojos y se ha disuelto en el suero: es transpa-
rente como jarabe y color de laca.—Dic. Térm. téenicos.



suficientes para extraer de la sangre oxicarbdénica todo su
CO. La sangre oxicarbonica, adicionada de una solucién de
acido tartrico (60 °,) y calentado & 40° deja desprender,
cuando se le somete 4 la accién del vacio todo su CO.,

Hiifner ha agitado soluciones acuosas de hemoglobina
oxicarbdnica (11 %) con nitrégeno 4 la temperatura de 32,
y determinando cada vez la cantidad de CO, abandonado
por aquélla. Construye de esta manera la curva de disocia-
cion.

He aqui los resultados obtenidos:

pco X 100—x
1 mm 6,9 93,1
b 1,4 98,6
10 0,7 99,3
20 0,4 99,6
50 0,15 99,85
100 0,07 99,93

pco es la presién parcial de CO; x la cantidad de hemoglobi-
na formada por disociacién, en centésimos de la cantidad
total de pigmento; 100 — x la cantidad de carboxihemoglo-
bina no disociada. De esto resulta, que la disociacién de esta
es menos ficil que la de la oxihemoglobina.

Asi para una presién de 50 mm. de CO, la cantidad de
aquélla disociada no es sino 0,15 9, de la cantidad total,
mientras que en las mismas condiciones es para ésta de 4,6 9/,,
esto es, 31 veces mayor.

Los ultimos trabajos debidos 4 Saint-Martin dan resulta-
dos que difieren bastante de los anteriores. La causa de esta
discordancia estriba seguramente en las diferentes condicio-
nes en que han operado ambos.
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Espectrofotometria

Interponiendo un cuerpo transparente entre un observa-
dor y una fuente de luz blanca, aparece incolora cuando
deja pasar ignalmente la totalidad de las radiaciones inci-
dentes. Si se deja pasar, al contrario, ciertas radiaciones pre-
ferentemente 4 otras, aparece dotado de un color sspecial,
que depende de la naturaleza de las radiaciones trasmitidas.

Interponiendo este medio coloreado en el trayecto de un
rayo de luz blanca gue penetra en el colimador de un espec-
troscopio, se versd un espectro en donde faltaran ciertos co-
lores (radiaciones que han sido absorbidas), es decir, atrave-
sado por bandas oscuras. El niumero y lugar de estas zonas
oscuras, es caracteristico de cada substancia: es el funda-
mento del anilisis espectrocépico cualitativo.

Pero se comprende también que el haz luminoso incidente
al atravesar un medio coloreado (una solucion de una subs-
tancia colorante, por ejemplo) disminuye de intensidad. ¥
puesto que existe una relacién determinada entre la extin-
cion de luz ast producida y la cantidad de moléculas absor-
bentes (concentracion de la materia colorante disuelta), es
evidente que se podra deducir la cantidad de ésta segun el
grado de extincidn.

Si se hace variar el espesor 6 la concentracién de la solu-
cidn coloreada, se observara:

1) Una modificacidn de las bandas, y




2) Un cambio en las intensidades de las mismas.

Observando siempre bajo el mismo espesor, se podria de-
ducir la concentracion de la solucidn, por el ancho de la
banda. Este método es muy poco exacto.

Detcrminando por el contrario, la intensidad de la zona,
se obtiene un método muy sensible y cxactisimo de dosaje.
Y es precisamente este método el que usa la espectrofoto-
metria.

Las leyes que determinan la absorcidn de la luz por un
medio coloreado han sido descubiertas por Bunsen y Ros-
coc (1) (1857). Pero su comprobacién experimental se veri-
fico en 1873 por Vierordt.

La ley quo expresa las variaciones de las intensidades es
la siguiente:

La intensidad de la luz trasmitida decrece en progresion geo-
métrica, cuando los espesores atravesados crecen en progresion
aritmética; 6 en términos generales: la intensidad de lu luz
transmitida es una funcién logaritmica del espesor.

Sea I la intensidad de la luz incidente; supongamos que
después de haber atravesado una solucion coloreada cuyo
espesor sea igunal 4 la unidad, la intensidad residual ¢ emer-
gente sea

(1) Bunsex y Roscog. Photochemische Untersuchungen. Pogg. Aun. Vol.
C, CI,CVIII, CXVIII,

Viknonvt.—Die Anwendung des Spectralapparates zur Messung, ete. Tu-
bingen 1871, etc., ete.

3
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Atravesando nuevamente la unidad de espesor, se tendra

Y si atraviesa e soluciones idénticas de espesor igual 4 la
unidad se tendra:

1, = 1
”C
4 bien
T{: ne, (1)

La hipétesis de Bunsen y Roscoe establece como verdadera
‘ . 1 : .
la constancia de la relacién " la cual ha sido verificada por

la experimentacion.

De la ecuacidn (1) se deduce que la relacion entre las in-
tensidades incidentes y residuales es funcién simple del espe-
sor, unica variable del segundo término.

-Ir =f(e)'

Si convencionalmente se adopta un valor fijo para la rela-
| . T
eién -+, la variable e indicard el poder absorbente de las

diversas substancias.
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Si, considerando espesores diversos de una serie de solu-
ciones representados por los valores

e=11/2,1/3,...... -

R . : .
la relacién 7 tiene siempre el mismo valor, es evidente que
r

las reciprocas aritméticas de los espesores,

representan los poderes absorbentes.

Bunsen llamé ¢, coeficiente de extincion en general. Este es,
pues, la relacién que existe entre la unidad y el espesor.

¢ varia, por consiguiente en razdn inversa del espesor, tra-
tandose de la misma substancia.

Para dar a : un valor absoluto, Bunsen y Roscoe adopta-

: . . 1, .
ron un valor tal que bajo un espesor igual 4 e= — la inten-

sidad luminosa residual fuera igual & li() de la incidente.

Y si hacemos =1, el coeficiente de extincidn sera la reci-
proca de la cantidad que representa el espesor bajo el cual

la intensidad luminosa residual es ignal 4 11—0 de la incidente.

Cdlculo de :.—Tomando logaritmos, tendremos de (1)
elgn=1Ig IL (2)

0 bien lg n= i lg-I—Ir (3)
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Por definicién

1 1
I, = o Y e==
Luego:
ne = 'n;1 é » 1_ 10
€ l,
- lgn=1g 10
y como
Ig10 =
lgn=:
Substituyendo este valor de lg n en (3) se tiene:
1. I
Haciendo
e=1 é I=1
resulta:
E— Ig .TI,.-
0 finalmente
=—lgl. (5)

El coeficiente de extincion esigual al valor negativo del loga-
ritmo de la cantidad que expresa la intensidad lwminosa re-
sidua’.

La determinacién de : es pues, un problema de fotometria.

Ley de proporcionalidad entre los coeficientes.—Sea dos so-
luciones de una misma substancia colorante cuyas concen-
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traciones diferentes estén en relacion c—’ = p. La relacion p
’ H

de los pesos de substancia colorante por unided de volumen
es también la del niimero de las moléculas activas que en-
cuentra el rayo luminoso bajo un mismo espesor de la solu-
eidn. )

Si TI/ es la relacion de disminucién de la intensidad por mo-
lécula, y a es el numero de moléculas en la primera solucion,

se tendra:

. I
algI'=lg7- =5

LV

Para la segunda solucidn, el espesor activo es p @ molécu-
las luego:

r

pa.lg V= lgI-{-=s2,

Dividiendo miembro 4 miembro:

a_1_0G
‘2—1—9—02
6 bien
G, _ G
:—52
En general
g}=&=g’==K
51 32 ‘:'.a

Luego: los coeficientes de extincion de diversas soluciones de
una misma substancia son directamente proporcionales d las
concentraciones.
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La constante K, caracteristica de cada substancia, ha sido
designada por Vierhordt con el nombre de: relaciér de absor-
cidn; mds propiamente podria llaméirsele: mddulo de absor-
cidn.

Las relaciones anteriores pueden escribirse bajo la formas:

C=XK:.

siendo A una constante.
: depende de ¢ luego el valor ¢ fija un valor 4 =.

Unidades adoptadas.—Como unidad de espesor el centi-
metro.

Por concentracion C se entiende el peso en gramos de mate-
ria colorante contenida en un centimetro ciubico de solucidn;
convencion aceptadahoy universalmente,y que fué enunciada
por primera vez por Vierhordt.

Hufner, referia el valor C & la cantidad de materia coloran-
te contenida en 100 cm?® de solucidn; pero la abandoné luego
adoptando la anterior.

Limites de la ley de absorcidn.— La ley de absorcion enun-
ciada es verdadera solamente para luz homogénea, es decir,
monocromatica.

En efecto: puesto que las materias colorantes absorben en
proporciones diferentes las diversas radiaciones del espectro
visible, y suponiendo un haz de luz blanca (cuyos colores
simples tengan igual intensidad) atravesando una solucidn es
evidente que si I es la intensidad, las reducciones de esta
intensidad para los diversos colores podrin escribirse bajo la
forma.

I 11
-_— —'n _'-'| et,c-
nn n
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La intensidad total emergente sera:

r r I
I‘—7z+7?+n_.”+
que se puede escribir

I

Il:r.

Para un espesor doble del anterior las reducciones serdn:

I I I
I2:a+;272+’—z?+-7,-2 ..... ..

. . : 1
valor que es diferente evidentemente de e

Es indispensable pues: emplear luz monocromditica.

Se comprende que en la practica no es posible emplear luz
reslmente monocromatica; pero se busca de acercarse lo mas
posible, empleando una zona convenientemente elegida y es-
trecha del espectro.

Constancia del mddulo de absorcion.— En el anterior racio-
cinio hemos sentado como base, que n tiene un valor especial
y fijo para cada radiacion; luego : tendra tambiénun valor
especial; y como la concentracién C queda constante, 4 cada
radiacion correspondera un valor especial y constante de K.
La constante K varia, pues, con la materia colorante empleada
y con la region espectral examinada.

Relacidn entre los coeficientes de extincion.— Para una misma,
solucidn, se tendrs en dos regiones diferentes del espectro:

C= K) 5, =K,z
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de donde
a_Ke
S ¢
Para otra solucion de concentracion G,

Ci=K =K,z
de donde
% 1 n

- === = ;2= Const.
5 Wt K

Luego: la relacion entre los coeficientes de extincion corres-
pondientes d dos regiones del espectro para soluciones de la
misma substancia es constante; igual d la reciproca de la relacién
entre los mdédulos de absorciéon é independiente de la concentra-
cidn: es pues caracteristica para cada substancia colorante.




Andlisis cuaniitativo.

I). Soluciones que conticnen una sola materia colorante.

Determinacion del coeficiente de extincion: se reduce esen-
cialmente 4 una investigacion fotométrica.

Consiste en comparar las intensidades luminosas de 2 haces
iguales primitivamente, ¢l primero directamente, esto es, sin
modificacion algura, yclsegundodespués de haber atravesado
la substancia colorante y deducir la disminucion deintensidad
sufrida de la relacion obtenida empleando siempre luz mono-
cromatica.

El aparato usado con tal objeto ha sido designado bajo el
nombre de especirofotémetro.

Pero para la medida del coeficiente : han sido empleados
varios procedimientos que caracterizan precisamente los
diversos modelos de aquellos instrumentos. Describiremos
solamente el procedimiento por polarizacién por refraccién
que cs el usado por Hufner en el espectroscopio que lleva su
nombre. La polarizacién de la luz es un excelente método,
un exacto principio fotométrico para la determinacién de :.

Un sistema conpuesto de un nicol, fijo (polarizador) sir-
viendo de objetivo, y otro mévil al rededor de un eje parale-
lo al eje 6ptico del anteojo (analizador), sirviendo de ocular,
constituye un aparato fotométrico.

La extincién de la luz que atraviesa el sistcma es propor-
cional al dngulo que forman entre si los planos de polariza-
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cién de los dos prismas entre las dos posiciones extremas (ley
de Malus).

Para el dngulo x =0°, la disminucién es nula.

Para el dngulo « = 909, la extincion es total.

Por consiguniente, se puede determinar por comparacion, la
disminucion de la luz (que ha atravesado una substancia colo-
rante) disminuyendo la intensidad de la luz primitiva, valién-
dose del aparato descripto anteriormente, hasta igualar la de
aquella. Del angulo de rotacidn del analizador, se deduce,
como probaremos en seguida, el coeficiente de extincidn,
usando la férmula

En efecto: los nicoles gozan de la propiedad de polarizar
? g la luz por doble refraccion, pero dejando pasar
solamente el rayo extraordinario, el cual ests
polarizado en un plano perpendicular al plano
de la seccién principal; es decir, que las vibra-
ciones OV se hacen en el plano de la seccién
principal del polarizador.

El éngulo 2 ¢sta formado por OS, que repre-

senta la seccidn principal del analizador, y OV
Q

T que representa la direccion é intensidad de las
Fig. 1. vibraciones de la luz.
Segun la ley de Malus, se tendra para el rayo emergente

1. =1cos'a, (7)
Hemos hallado (B).
t = — ]g I, .

I=1
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De (7) haciendo

I, = cos 221,
De donde
:= —lgcos

: = — 2 lg cos «.

Luego: el coeficiente de extincion de una solucion de materia
colorante, examinada bajo el espesor iqual d la unidad, es igual
al doble del logaritmo del coseno del dngulo de rotacidn del
analizador, correspondiente d la igualdad de lus intensidades
luminosas, tomado con signo negativo.

Determinacién de la constante K.—HKs necesario hacer cons-
tar que el valor de K difiere sensiblemente con el instru-
mento empleado.

Hemos obtenido

K:=C
de donde

K:g

Para determinar K. es evidente conocer previa y exacte-
mente la concentracion C de la solucion; y luego el coeficien-
te de extincion para una region determinada .

El valor hallado servird para todas las investigaciones
ulteriores para esa misms substancia y para la region espec-
tral clegida.

Mas adelante veremos el grado de exactitud de la formula
anterior.

Vierordt ha comprobado que en la extremidad violeta del
espectro, el modulo de absorcion no es constante debido 4 la
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dificultad de determinar con exactitud el valor de: Por el
contrario, en las regiones mas luminosas, la formula se veri-
fica con gran exactitud.

Las operaciones esenciales que serin necesario efectuar,

son tres:

1) Eleccidn de la regién espectral.
2) Determinacion de :.
3) Determinacion del mddulo de absorcidn.

1) La mejor regidn espectral es aquella que para peque-
fias diferencias de concentracion ¢ espesor, se obtienen mayo-
Tes variaciones en la absorcion de las radiaciones luminosas.

Por consiguiente, serd menester hacer un estudio de la
marcha de la absorcién. Las zonas oscuras indican desde
luego las regiones en donde existen un maximo de absorcion.
Pero la simple observacion no basta; en efecto, determina-
ciones fotomeétricas prueban que para la oxihemoglobina la
absorcion es maxima en la region » = 531.0 — 542.5, situada
en la segunda banda, 4 pesar de que la primera parezca
mucho més oscura. Con mayor razéu se efectuara este estn-
dio, s1 la substancia no presenta alguna zona de absorcion.
Se determina entonces sucesivamente el coeficiente de extin-
cién bajo espesores variables, en diversos puntos del espec-
tro y se elige, como hemos dicho ya, las regiones mas sensi-
bles, aquellas que para pequefias diferencias de concentra-
cion presentan variaciones notables en la absorcion.

La region mas sensible de la oxihemoglobina es la citada
mas arriba. Para la mayoria de las substancias, el méaximo
de absorcion estd situado en la parte menos refrangible del
espectro; y es precisamente en esta parte en donde se verifi-
ca con mayor exactitud la ecuacion de la ley de absorcién.
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2) Se debera elegir la concentracion de tal manera que la
absorcion no sea ni muy fuerte ni muy débil. Para una dilu-
cion muy fuerte disminuye la precision del coeficiente de ex-
tincion y la exactitud del dosaje. Soluciores muy concentra-
das dan zonas muy obscuras, haciendo incierto el valor de z.

La concentracion debe ser tal que el valor de la intensi-
dad residual esté comprendida entre 0,15 y 0,60.

Igualada la intensidad luminosa de los dos haces, se cal-
culard : del dngulo de rotacién del analizador porla férmula

: = — log cos’ «

3) Por fin se determinard K, por la ecuacién ya expresada.

Determinacién de C.—Conocido el valor de la constante K,
para la substancia que se va a analizar y para la region
espectral que se va 4 observar, basta hallar el valor ¢, para
obtener la concentracién C, de una solucion cualquiera, apli-
cando la férmula €= K -.

La rigueza en materia colorante de una solucion, es igual al
producto del mdédulo de absorcién K de esta substancia, deter-
minada una vez para siempre y de una region espectral elegida,
por el coeficiente de extincidn, medido en la misma.

IT). Soluciones que contienen una mezcla de materias colorantes.

Hemos supuesto hasta ahora que la solucién contenia
solamente una; vamos & ver qué sucede cuando contiene
varias.

Consideraciones tedricas hacen preveer que si esas subs-
taucias no se descomponen, ni tienen accion quimica, la nna
sobre la otra es decir que pueden coexistir sin modificacion
alguna, cada una obrard sobre la luz como si estuviera sola en
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la solucién; que el coeficiente de extincién de la mezcla se-
rd igual 4 la suma de los coeficientes de extincién que se ha-
llarian si cada una de las substancias ocupara sola tode
la masa del vehiculo.

Vierordt ha podido comprobar que la hipdtesis anterior
se verifica perfectamente.

Por otra parte, seria éste un nuevo método para averiguar
si dos 6 mas substancias pueden coexistir sin modificacién
en un disolvente.

Supongamos el caso de dos substancias colorantes y sea
x é y los pesos de las substancias por ¢cm3,

K' y K" los médulos de absorcidn respectivamente, para
dos regiones determinadas, de una de las materias colorantes,
conocidos de antemano.

K,y K, idem para las mismas regiones, de la otra substan-
cia.:" y ' los coeficientes de extincién de la mezcla.

De acuerdo con la hipétesis anterior se podra escribir:

=214
= _}\"+K”

b_F Y
=gt i

1

=

de donde:

T — KKy (K — 7 K"),
K'K, — K" K,

’ . ]\’”}(2 (E’KI —_ EIIK_'I—)
Y= "KK,— KK,
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INVESTIGACION DE SUBSTANCIAS COLORANTES INCOGNITAS.

Caracterizacién de una materia colorante.— Apoyandonos
en lo demostrado anteriormente (relacion entre los coeficien-
tes de extincién), para investigar la naturaleza de nuna mate-
ria colorante, bastara determinar los coeficientes de extincion
de una solucién cualquiera en regiones conocidas, y hallar el
cociente de su relacion

la cual caracterizari la sustancia.

Inversamente podra secntarse: siun liquido sometido 4 pre-
cipitaciones fraccionadas de naturaleza variable, presenta en
dos regiones, coeficientes de extincidn, cuyo cociente es cons-
tante, el liquido no contiene sino una sola materia colorante

Es también un método precioso y elegante para saber si dos
pigmentos de origen diverso, son ulénticos 6 no.

Caracterizacion de malerias colorantes incégnitas que acom-
pafian d una conocida—Supongamos tener una mezcla de dos
substancias colorantes, Bastard hallar los valoresde < y de =' de
la solucién con concentraciones diferentes: si el liguido con-
tizne una sola materia colorante, los cocientes de las relacio-

-

nes —» serdn sensiblemente iguales; en caso contrario, se

o<

procedersi al examen de otras regiones, hasta encontrar una
de las bandas de absorcidn caracteristica de la substancia co-
nocida, la cual se pondra en evidencia por las variaciones de
dicha relacion.
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Este método servira también para comprobar, en caso de
duda, si al lado de una substancia conocida, existe 6 no otra.
Traténdose de n» materias colorantes, se estudiard la marcha
de la extincién de la luz por eliminaciones sucesivas de cada
componente (precipitaciones fraccionadas, valiéndose de
disolventes neutros, ¢ reactivos destructores, etc.),de las n

substancias hasta # — (n— 1), es decir hasta obtener un va-
lor constante.




ESPECTROFOTOMETROS

El problema fotométrico que es necesario resolver para la
determinacion de :, ha sido ya expuesto. Los aparatos emplea-
dos con tal fin, se componen esencialmente de un espectros-
copio, al cual se le ha agregado un fotémetro. Se han adop-
tado dos métodos fotométricos.

En el primero, los dos haces luminosos 4 comparar, después
de haber sufrido la polarizacion 4 Angulo recto se sobreponen,
constituyendo una parte comun, la cual se recibe sobre un
polariscopio: de aqui espectrofotdmetros de haces super-
puestos.

La igualdad de los dos haces se obtiene, cuando desapare-
<en las franjas complementarias en la parte comin. En este
principio se fundan los instrumentos ideados por Jamin,
"Trannin, Branly, etc.

Los basados en el segundo método, llevan el nombre de
espectrofotémetros de haces yuxtapuestos, y se caracterizan por
la yuztaposicion de las imdgenes. Para su comparacion se
hace variar la intensidad de una de ellas hasta que ambas
aparezcan igualmente iluminadas. En este principio estin
basados los aparatos de Vierordt, Crova, Kris, Hiifner, ete.

El espectroscopio de¢ hendiduras variables de Vierordt se
basa, como lo indica su nombre, en el principio siguiente: la

intensidad luminosa de una regién espectral es proporcional
4



al ancho de la hendidura. Kriis lo modificé adaptandole una
hendidura de ventanas con movimiento simétrico.

Hiifner empled primero como aparato fotométrico, un sis-
tema basado en la polarizacidn por reflexion, que luego susti-
tuyd por otro basado en la polarizacion por refraccién. Elde
Crova es analogo a éste.

Espectrofotémetro de Hifner

La fotografia adjunta da una idea general del tltimo mo-
delo.

Colimador—Delante de la hendidura espectral se encuentra
el aparato polarizador, con sus piezas accesorias. Consta de
un sistema de medios transparentes, el cual constituye una de
las partes mds importantes.

Se encuentra encerrado en una pequeila caja metalica CM/,
fijada al tubo colimador por dos tornillos de presion #; y pose-
yendo un movimiento giratorio al rededor de un centro ¢,,
pudiendo ser fijada en un plano antcroposterior determinado
por medio de otros dos tornillos de presion.

Un pequenio nicol polarizador, dentro de un cilindro meta-
lico (asegurado con ldmina delgada de corcho), mantenido en
posicién fija y determinada con el tornillo ¢, puede girar al-
gunos grados de arco, con frotamiento suave, dentro de otro
cilindro exterior, fijado al sistema por ¢, ¢,.

En la parte superior se encuentra una lamina de vidrio
ahumado %, de unos 70 mm. de largo, 14 de ancho y 4 de es-
pesor, formada de dos cuiias de vidrio, una completamente
incolora, y la otra ligeramente ahumada, uniéndose segun la,
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diagonal de las caras horizontales y contituyendo asi un
prisma rectangular. Las cuifias son de dngulo muy pequeiio,

La lamina estd sostenida por una corredera CM,, movible
de derecha 4 izquierda é inversamente mediante un pifién
dentado; el movimiento se efectia paralelamente al plano de
la hendidura. Una escala plateada indica el desplazamiento.

La escala comprende GO divisiones; el o corresponde 4 la
parte mas clara; el 60 4 la mds oscura.

Detrds del nicol y del vidrio ahumado se halla un rombo
de flint f, cuidadosamente trabajado y pulido, dispuesto en
la forma indicada en la figura; esto es, que las diagonales son,
una horizontal y otra vertical; sus aristas paralelas son nor-
males 4 la vez 4 la hendidura y al eje del colimador. Una de
las aristas coincide sensiblemente con la hendidura misma, la
cual queda dividida en dos partes iguales.

Frente al aparato polarizador estd la hendidura espectral
4 objetiva, la cual estd destinada & regular la cantidad deluz
que debe penetrar en el instrumento. Esta formada de dos
diafragmas que terminan en bordes agudos y que se mueven
transversalmente; este movimiento se efectiia simultanea y
simétricamente gracias a4 un tornillo micrométrico ¢;, el cual
lleva un tambor dividido en 100°.

1
Como el paso del tornillo es de 3 mm, puede apreciarse

1
500 de mm.

El centro de la hendidura queda siempre en la misma posi-
cién y en el plano vertical que pasa por el eje del colimador.
Este termina en un lente compuesto de aumento, cuyo foco
coincide con el plano de la hendidura.



‘g "I

“IVNIANLIINO™T 140D




Prisma. — El prisma de dispersion, equilateral, de flint, de
bastante poder dispersivo, estd dispuesto sobre una platafor-
ma horizontal, con sus aristas normales 4 ésta.

Esta fijado en posicion invariable por medio de un recep-
taculo triangular metdlico, colocado en la plataforma,y de un
tornillo de presion ¢, situado en la tapa de la caja, que actia
sobre un muellc adaptado 4 la cara interna de la misma.

Anteojo ocular.—Un tubo corto, terminado en sus extremi-
dades por dos lentes, ligeramentedescentradas,contiene el nicol
analizador. Siendo doble este tubo, el nicol que esta ligado
por medio de piezas accesorias & dos alidadas mm. puede
girar, alredecdor del eje dptico del anteojo.

Las alidadas mm, giran en una direccién diametralmente
opuesta al anteojo, sobre un circulo graduado vertical; cada

cuadrante estd dividido en 90°. En la extremidad de las ali-
1

dadas se encuentran dos verniers que aprecian 0 grado, y

dos pequeiios manubrios;cada vernier puede describir un arco
de 90° 4 ambos lados de la posicién o la cual corresponde 4 la
coincidencia de las secciones principales de los dos nicoles.

Termine el anteojo ocular en un tubo movible en sentido
anteroposterior gracias al tornillo #,; contiene los diafragmas
y las lentes oculares.

Los diafragmas oculares, que se pueden desplazar trans-
versalmente, constan de dos hendiduras: una circular, fija, que
sirve para ver el espectro total, y otra, de ventanas, que se
alejan 0 acercan simétricamente; sus limbos son arcos de
circunferencia de gran radio, su distancia puede ser graduada
(en la limitacidn de la region espectral) por medio de un tor-
nillo micrométrico terminado en un tambor dividido en 100°.

Se observan los desplazamientos sobre una pequeiia escala




— 56 —

dividida en 5 grados (cada uno de medio mm.), puede pues
apreciarse b micrones.

El diafragma circular posee un reticulo (cruz de San An-
drés), para la determinacidon del sitio que ocupan en la esca~
la las diversas radiaciones.

La lente ocular posee un vidrio ahumado para la observa-
cién del espectro solar.

Sistema de orientacion.—Con el fin de llevar las imigenes
de las diversas radiaciones en el campo de la hendidura ocu-
lar, existe un sistema aque permite hacer girar el anteojo
alrededor de un centro, constituido por el centro del prisma.

El desplazamiento angular se efectiia con el tornillo mi-
crométrico f,. Este, que gira dentro de un tuerca fija, despla-
za al anteojo. Los desplazamientos laterales, pueden ser va-
luados sobre una e¢scala plateada horizontal v unida al
anteojo. Un indice indica el valor angular del movimiento.

La escala estd dividida en 40°; como el tornillo 7, estd pro-
visto de un tambor dividido en 100 partes, se puede determi-
nar 4.000 puntos sobre el espectro.

Ademads de este sistema de orientacidn, existe el cldsico
de Kirchoff: un anteojo que lleva un micrémetro; la imagen
de éste, después de reflejarse sobre una de las caras del pris-
ma, cae sobre el anteojo ocular, superponiéndose al espectro
de la fuente,

Estativo.—Este esta provisto de un brazo rigido, el cual
reposa sobre tres brazos pequeiios, casi horizontales, y éstos
& su vez sobre el banco dptico.

Cuba de absorcién.—La cuba de absorcién de Schulz es
empleada hoy universalmente, para la observacién de los
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espectros de absorcion. (Véase fotografia y corte longitudi-
nal del instrumento).

Estd constituida por un cuerpo esmerilado, hueco, en for-
ma de U y cuyo vacio estd limitado por dos caras planas
paralelas, normales 4 una tercera plana y horizontal.

Dos laminas de vidrio perfectamente transparentes se
adaptan exteriormente limitando una cavidad, hermética-
mente cerrada. Dos muelles, bajo la presién de tornillos,
mantienen unidas estas dos placas de vidrio al cuerpo de la
cuba.

En la parte inferior de ésta se coloca el cuerpo de Schulz,
que consiste en un paralelepipedo de flint de una perfecta
transparencia y que queda completamente sumergido en la
solucidn.

Entre las paredes de la cuba, hay una distancia interna
de 11 mm., mientras que el espesor del cuerpo anterior es
de 10 mm.; luego el espesor de la solucién es de 11 mm. en la
parte superior, mientras que en la inferior es de 1 mm.

Todo sucede como si el rayo luminoso inferior penetrase
directamente en el colimador, y el superior después de atra~
vesar una solucién del espesor de 10 mm. (unidad de espesor
convencionalmente aceptada).

El estativo que sostiene la cuba de absorcién puede ser
levantado ¢ bajado, valiéndose de un tornillo macrométrico.
Para los movimientos pequefios lleva otro micrométrico.

Se puede desplazar sobre la regla metalica que hace las
veces de banco dptico.

Fuente luminosa.—Se empleaba, en modelos antiguos, una
limpara alimentada con petrdleo.

Hoy se usa generalmente una lampara incandescente, sis-
tema Auer de Welsbach, que presenta todas las cualidades
de la luz oxhidrica, luz blanca y estable.
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