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WSTEP.

Podczas badan naukowych Ilub zaje¢ praktycznych czestokro¢
zniewoleni jesteSmy oznacza¢ ilos¢ cial barwnych znajdujgcych sie
w organizmie, jak np. oksyhemoglobiny, urobiliny, barwikéw z6tcio-
wych i innych. Najbardziej pewng i Scistg metodg do tego celu wiodaca
jest metoda postugujaca sie spektrofotometrem. Spektrofotometr moze
tez stuzyé z korzyscia do iloSciowego oznaczania ciat bezbarwnych,
lecz dajgcych barwne odczyny, jakotez do oznaczania bardzo matych
ilosci barwnych ciat, ktorych za pomocg zwyktego spektroskopu roz-
rézni¢ nie jesteSmy w stanie. Wszystkie spektrofotometry przewyzsza
prostotg oraz doskonatoscig budowy, spektrofotometr Glana.

Chociaz sam przyrzad dawno juz byt znany, jednakze za wyjat-
kiem prac Kluga w Budapeszcie, pozostawiajgcych nieco do zyczenia,
nie spotykamy sie ani z opracowang metoda stosowania tego przyrzadu,



ani z doswiadczeniami metodycznemi za pomoca hiego wykonanemi.
Przeto z wdziecznosciag przyjatem propozycye Pana prof. N. Cybul-
skiego, abym sie podobnemi badaniami zajgt, za co Mu tez serdecznie
dziekuje. Dziekuje rowniez Panu prof. A. Witkowskiemu za rady
i wskazowki w rzeczach natury fizycznej, ktdérych mi uprzejmie nie
szczedzit.

Podaje tu wyniki badann nad oksyhemoglobing, oraz solami roda-
nowemi. W przysztosci mam zamiar zajg¢ sie badaniami urobiliny.

CZESC |.

O iloSciowem oznaczaniu oksyhemoglobiny we krwi.

I. O uzywaniu spektrofotometru Glana.

Do oznaczania oksyhemoglobiny we krwi powszechnie uzywana
bywa metoda Malasseza oraz FReischla; sg one bardzo wygo-
dne, jednakze dajg niezbyt dokladne rezultaty. Obie polegajg na po-
rownaniu zabarwienia rozczynu krwi z zabarwieniem przesuwalnego
klina w réznych jego miejscach. Z grubosci znalezionego miejsca klina,
ktére ma zabarwienie badanego rozczynu Krwi, sadzi sie o zawartosci
oksyhemoglobiny we krwi. Hemometer Fleischla jest przy-
rzadem powszechnie znanym, nie bede wiec go tutaj opisywat. Skala
empiryczna tego przyrzadu, podzielona na stopnie od O do 120, po-
zwala na obserwacye w granicach od 20 do 110 stopni. Pole obserwa-
cyi jest dosy¢ duze, jedna jego potowa zabarwia sie réwnomiernie za
pomocg rozczynu krwi, druga za$ nieréwnomiernie za pomoca zabar-
wionego klina, a mianowicie mocniej z tej strony, gdzie sie znajduje
grubszy koniec klina, z drugiej za$ stabiej. Obserwacye nie mogg byc¢
doktadne juz i z tego powodu, ze barwa klina ma odcien odmienny,
niz barwa Swiezej krwi rozcienczonej, mianowicie odcienn bardziej wi-
$niowy, podobniejszy do rozczynéw krwi, ktére staty diugo i juz sie
roziozyly.

Podczas kazdej obserwacyi ma sie to nieprzyjemne uczucie, iz
sie poréwnywa dwa pola, z ktérych jedno jest réwnomiernie, drugie
za$ nieréwnomiernie zabarwione, jedno ma jeden, drugie za$ inny od-



cien. Koniecznie potrzeba jeszcze podnie$¢ tu te wiasciwosé przyrzadu,
iz skala jego empirycznie jest ulozona i rezultaty badan nie dajg sie
poréwna¢ z wynikami otrzymanymi za pomocg innych metod: nauko-
wych i praktycznych. Co wiecej, nawet te wzgledne stosunki oksyhe-
moglobiny w rozczynie, jakie wskazuje hemometer Fleischla, nie odpo-
wiadajg przedstawiajgcym je liczbom. Dla jasniejszego zrozumienia
rzeczy przytocze tu podane przez Dehia 1) wyniki, jakie on otrzymat
sprawdzajac skale hemometru Fleischla.

Sporzadzit on rozczyn krwi, odpowiadajacy podziatce skali 100,
rozcienczyt ten rozczyn w stosunku 9:1, 8:2, 7: 3, i t. d Rozczyny,
otrzymane w ten sposob, badat za pomocg wielu odrebnych przyrzadéw
Fleischla i stwierdzit, iz réznice rosty za zblizaniem sie ku koncowi
skali. Dehio znalazt dla jednego z hemometréow

odczytujac:
obliczajgc:

Réznice:

Powyzsze r6znice, a wihasciwie omykki, byty w réznych przyrza-
dach réznej wielkosci.

Poréwnywajac te rzecz za pomocg hemometra uzywanego w tu-
tejszej klinice, otrzymatem roéznice nieco mniejsze.

Z powodu tych niedogodnosci, a potrzeby gromadzenia doktadnego
materyatu naukowego, fizyologowie zwrdcili sie juz dawno do metody,
stojacej o wiele wyzej od wspomnianych, mianowicie do metody spek-
trofotometrycznej. Mata ilos¢ potrzebnego materyatu, doktadnos¢, szyb-
kos¢ i prostota w wykonaniu — to sg jej cechy i jej zalety.

Pierwszym byt Vierordt?), ktéry dla ugruntowania tej metody,
wspart sie na podstawach S$cistego rozumowania, Scistych dedukcyj ma-
tematycznych , oraz duzego szeregu mozolnych obserwacyj. Od czasu
ogloszenia jego prac przyrzady zostaty znacznie ulepszone, lecz zasada
metody zostata taz sama. Hufner, dazac do ulepszenia metody,
skorzystat w swoim spektrofotometrze z wiasciwosci promieni spola-
ryzowanych. Gdy promienie takie przechodza przez pryzmat Nikola,
to podczas obracania tego pryzmatu, mozemy ich jasno$¢ w zna-
cznym stosunku mniej lub bardziej zmniejszyé, a nawet zupetnie je
zgasic.

1) C. Dehio. — Zur Kritik des Fleischl'schen Hamometers. Verhandl. d. XI. Congr.
f. innere Medicin. 1892.
) Hufner. — Zeitschr. fur physik. Chemie. 18.



W przyrzadzie Hufnera szpara jest przedzielona na dwie czesci:
goérng i dolnag, obie majg szerokos¢ jednostajna. Spolaryzowanymi zo-
stajg tylko promienie, padajgce na jedne potowe szpary. Bedziemy wiec
widzieli przez szkio oczne jedno widmo utworzone przez promienie
zwykte, drugie za$ przez promienie spolaryzowane, to drugie widmo
zostaje troche ostabione podczas przejscia przez pryzmat Nikola i, azeby
jednostajne o$wietlenie obu widm uzyska¢, Hufner umieszcza przesuwalny
klin ze szkla zadymionego przed tg czescig szpary, na ktérg padajg
promienie zwykle. Zastosowanie tego klina sprowadza wiasnie gtéwne
wady przyrzadu. Najwazniejsza z nich jest ta, iz szkto zadymione nie
przepuszcza wszystkich promieni jednostajnie i Swiatlo przez nie prze-
chodzace bywa zawsze mniej lub wiecej zabarwione, z tego powodu
oba pasma, obserwowane przez szkio oczne, bedg mialy ton cokolwiek
odmienny.

Za pomoca tego spektrofotometru zrobiono wiele cennych spo-
strzezen. Dla udoskonalenia metody pozostawato jednak braki jego
usungé. Zadanie to rozwigzat Glan przez odpowiednie zmiany w bu-
dowie przyrzadu.

Przyrzadu Glana opisywa¢ tu nie bede. Opis jego budowy i uzy-
cia znajdzie Czytelnik w podreczniku Wiedeinannal).

Wz6r, podtug ktérego mozna obliczy¢é wspétczynnik wygasania
Swiatta E daje sie wyprowadzié¢, biorgc za podstawe rdwnanie naste-
pujace :

W tem réwnaniu Il i 12 wyrazajg natezenie Swiatlta padajgcego
na gérna i dolng cze$¢ naczynka Szul-
cego; D — wewnetrzng grubo$¢ na-
czynka, S — grubo$¢ duszy Szulcego,
il i i2 natezenie $wiatla po przejsciu
jego przez naczynko Szulcego: e jest
to wspotczynnik przezroczystosci, rowna
sie on ilosci Swiatla, przechodzacego
przez warstwe o grubosci 1 mm., je-

zeli na te warstwe pada Swiatto o natezeniu 1; B—jest to kat, o ktéry

) Wiedemann. — Physikalisches Prakticum. 1890. Str. 320.



musimy obrdci¢ Nikol, azeby (rozpatrujac rozczyn bezbarwny) przejs¢
z potozenia, w ktorem widmo dolne byto zupetnie zaciemnione, do po-
tozenia rownej jasnosci widm obu.

a0 — jest to kat, ktory odczytujemy na tarczy przyrzadu, gdy
widmo dolne zupetnie sie zaciemni, u nas al = 85°04’, gdy widma
stang sie jednostajnej jasnosci odczytujemy a = 38° 14’. Powinnismy byli

Tablica I

Przecigtnie

otrzymac¢ na a0 przecietng wielkos¢ 90°, na a za$ 45° roéznica pochodzi
od btednego umocowania nikola w stosunku do stopni tarczy. Popra-
wianie jego potozenia zupetnie nie jest potrzebne, poniewaz nam chodzi
nie o katy same, lecz tylko o ich réznice. W danym przypadku
a0 —al = 46°50’. Roznica ta jest zalezna od oswietlenia szpary i po
kazdem nowem zapaleniu lampy trzeba jg sprawdzac.

Obracajgc nikol podczas obserwowania danego rozczynu barwnego
az do uzyskania réwnego oswietlenia, odczytamy kat a na tarczy.



W naszym przyrzadzie S = 1,006 cm.

Odczytane w czasie obserwacyi katy a i ol wstawiamy do tego
wzoru i obliczamy E.

Skoro przez ¢ oznaczymy ilos¢ graméw substancyi barwnej, za-
wartej w 1 cm.d rozczynu, to otrzymamy rownanie

gdzie A jest stalg liczbg i nosi miano — statego stosunku pochtaniania
Swiatta.

Jezeli znamy A i z obserwacyi oznaczymy E, to mozemy z ro-
wnania (4) obliczy¢ c, zawarto$¢ barwiacej substancyi w badanym roz-
czynie.

Il. Oznaczenie statego stosunku pochtaniania Swiatta
przez oksyhemoglobine.

Stosujac metode oznaczania oksyhemoglobiny we krwi zapomocg
spektrofotometru Glana, nalezatlo przedewszystkiem oznaczy¢ staty sto-
sunek pochtaniania swiatta A przez oksyhemoglobine. Proéby trzeba
bylo wykona¢ z oksyhemoglobing czysta, dla bezposredniego oznaczenia
¢, t.j. stezenia rozczynéw, ktoérych wspétczynnik wygasania Swiatta E
mozna byto oznaczy¢ za pomocg przyrzadu Glana. Znajac te dwie wiel-
kosci da sie oznaczyé A z rdéwnania 4.

Dla otrzymania czystej oksyhemoglobiny stosowatem nieco zmie-
niong metode Hoppe-Seylera. Do krwi psa dolatem dwadziescia czesci
rozczynu chlorku sodowego (1 czes¢ stezonego NaCl + 9 czesci wody),
pozostawitem jg w temperaturze 0°. Skoro ciatka osiadty, zlatem ostro-
znie ciecz czysta i ciatka krwi po raz drugi i trzeci w ten sposob od
resztek surowicy wymylem, poczem z réwng objetoscia wody je zmie-
szatem, dolatem 11 cze$¢ objetosci eteru, przyczem ciatka zaczely po-
woli swdj barwik oddawaé. Oksyhemoglobing wkrétce zaczeta sie kry-
stalizowa¢, tak iz dla rozpuszczenia jej musiatem doda¢ wiecej wody;
przesaczytem, ochtodzitem na lodzie i kroplami dodatem X3 cze$¢ ochito-
dzonego wyskoku 950-0-wego, mieszajgc ciggle. Pozostawitem ciecz za-
korkowang w mieszaninie ozigbiajgcej w temperaturze okoto —10°.



Nazajutrz znalaztem gesta zawiesing jasnoczerwonych krysztatow, odsa-
czylem je, przemylem raz jeden woda lodowg na sgczku. Drobne i po-
platane ze sobg krysztaly dajg sie tylko z wielkg trudnoscig przemy-
waé i operacya ta zajmuje wiele godzin czasu. Krysztaty wycisngtem
pomiedzy bibutg i rozpuscitem je w wodzie w 35° C. Rozpuszczanie
szto bardzo powoli. Po raz drugi i trzeci powtérzytem proces przekry-
stalizowywania i takg oksyhemoglobing, ktéra nieco ciemniejsza barwe
posiadata, niz krysztaly pierwotne, uzylem do doswiadczenia.

Otrzymang w ten spos6b oksyhemoglobing suszylem pod kloszem
w prozni ponad kwasem siarkowym, lecz psuta sie w tych warunkach,
czerniejgc na powierzchni i, jak sie przekonatem, przechodzac czesSciowo
w methemoglobine, gdyz po rozpuszczeniu miata charakterystyczne
widmo methemoglobiny. Chcac przeszkodzi¢ temu rozktadowi, ochta-
dzatem klosz do temperatury ponizej 0°, lecz poniewaz ten spos6b poste-
powania sprawiat zbyt wielkie trudnosci, wiec ktadtem do rury szklanej
czeSciowo osuszong oksyhemoglobine, rure wstawiatem do lodu i wy-
pompowywatem z niej powietrze, poczem zatapiatem rure i pozostawia-
tem ja w mieszaninie oziebiajgcej. Jezeli potrzebowatem oksyhemoglo-
biny, to po odcieciu konca rury wydobywatem z niej drobne kawateczki
barwika, powietrze z rury wypompowywatem i znowu jg zatapiatem. —
W ten sposéb oksyhemoglobina daje sie tylko z nadzwyczajng trudno-
$cig wysuszy¢ i podczas wazenia na powietrzu, przycigga niezmiernie
szybko wilgo¢. Z tych powodéw nie udato mi sie ani razu odwazy¢
zupetnie doktadnie pewnej ilosci oksyhemoglobiny. Oprécz przyciagania
wilgoci, taka oksyhemoglobina zmienia sie na powietrzu daleko szybciej,
anizeli w stanie rozpuszczonym. Kilka okres$len, jakie z taka wazong
oksyhemoglobina zrobitem, daty mi tak niezadowalajace rezultaty, iz
ich nawet nie przytaczam. Pozostawato mi wiec oczyszczong i przemytg
oksyhemoglobine i przez wysuszenie pozbawiong resztek wyskoku, roz-
pusci¢c w wodzie. Nalezato tez wybra¢ metode okreslenia jej ilosci w ta-
kim rozczynie.

Najwiasciwszg na pierwszy rzut oka, bylaby metoda taka, ktoraby
uwzgledniata ilos¢ tlenu przez dany rozczyn pochlonionego i wydzielo-
nego, poniewaz opierataby sie ona na specyficznej wihasnosci hemoglobiny
wigzania tlenu, lecz zwazywszy przedewszystkiem, iz préby podobne z nie-
zmiernemi trudnosciami zwigzane, juz robit Ottol) — i nie doszedt
do najswietniejszych pod tym wzgledem wynikéw, zwazywszy, iz wedtug

1) J. G. Otto: Untersuchungen uber die Blutkorperchenzahl und den Haemo-
globingehalt des Blutes — Pfl. Arch. 1885, 13, 36.



rezultatébw pracy Siegfrieda hemoglobina daje dwa potaczenia z tle-
nem, iz potaczenia jej z malg iloscig tlenu sg silniejsze i te reszte tlenu
otrzymac¢ jest niezmiernie trudno — przyszedtem do wniosku, iz niemniej
doktadna, a bez pordwnania tatwiejsza bedzie metoda bezposrednia,
oznaczenia ilosci substancyi suchej w pewnej czesci badanego rozczynu,
w ktorym mamy tylko chemicznie czystg oksyhemoglobine.

Rozpuscitem wiec kilka kawateczkOw jaskrawo czerwonej oksy-
hemoglobiny w wodzie i odsgczytem od jeszcze nierozpuszczonych Kkry-
sztatow (ciecz 1.), 50 centymetréw szeSciennych tej cieczy rozciericzytem
wodg do 100 centymetréw szeSciennych (ciecz 11.); w tenze sposob jak
ciecz Il., otrzymatem ciecz Ill. z cieczy 1l.; ciecz IV. z cieczy IlII.
W suszonych tygielkach odwazytem po 20 gr. tych cieczy, odparowa-
tem na tazni wodnej, a pozostatos¢ wysuszylem do statej wagi w tem-
peraturze 100°—110°. Otrzymatem przytem wartosci zestawione w dru-
giej kolumnie nastepujgcej tablicy.

Tablica Il

Wyniki sg zupetnie zgodne z obliczeniem. Ciecz IV. rozcieficzona
8 razy, zawierata tez 8 razy mniej oksyhemoglobiny, anizeli ciecz I.
Réznice otrzymane nie przekraczajg granic zwyktych btedéw. Stad
wnioskowa¢é mogtem, iz podczas odparowywania i suszenia rozczynoéw
nie zachodzity zadne zmiany chemiczne, ktoreby ciezar substancyi su-
chej zmienia¢ mogty, t. j. iz droga obrana przeze mnie do oznaczenia
stezenia cieczy byla odpowiednia. 1 nadal wiec, na podstawie tak do-



brych wynikéw, gdy miatem do czynienia z krystalizowana oksyhemo-
globing psia lub kocig, stosowalem tezsamg metode. Metody stosowane
przez innych badaczy do oznaczenia stezenia cieczy, nie byly bardziej
doktadne. Tak n. p. u Hufnera czytamy: ,W chlodnej atmosferze
wycisnieto pomiedzy bibulg gesta mase dwa razy przekrystalizowanego
barwika krwi. Mozna bylo przyjaé, iz w tak otrzymanym placku za-
wartos¢ wilgoci byta przecietnie, przynajmniej w przyblizeniu taz sama
we wszystkich jego czesciach. Z placka tego wzieto male kawateczki,
odwazono je, rozpuszczono w wodzie i do doswiadczenia uzyto. Reszta
placka zostata tymczasem zamknieta pomiedzy szkietkami, odwazona
i wysuszona do statej wagi" dla oznaczenia zawartej w placku wilgoci. 1)

Oczywiscie, iz zupetnie niepewng jest rzeczg, czy taki placek ma
wszedzie jednakowg zawartos$¢ wilgoci, przeciwnie $rodkowe jego war-
stwy musza by¢ wilgotniejsze, niz te, ktére sie z papierem stykaty.
Takie wyciskane krysztaly bedg naturalnie zanieczyszczone wioskami
bibuty.

Przy tym szeregu spostrzezeni sprawdzatem wielkosci a0 i al. Na
a0 znalaztem tez wielko$é, co i poprzednio, na al za§ — 39° 54' co
pochodzi od innego stopnia os$wietlania, a wiasciwie od innego stosunku
11 : 12 W tym wypadku

a cieczy pierwszej = —2° 11', wiec ma wielko$¢ ujemna, ponie-
waz w naszym przyrzadzie 0° lezy o kilka stopni ponad zerem tarczy,
wiec w kacie ujemnym, a cieczy drugiej = 5° 49" i t. d.

Wedtug wzoréw w rozdziale poprzednim podanych, obliczytem E
oraz A. Liczby otrzymane na A rdznig si¢ nieco pomiedzy sobg i daja
wielko$¢ przecietng 0,00150.

Dla sprawdzenia otrzymanych wynikéw zrobitem z oksyhemoglo-
bing psia, ponownie otrzymana, drugi szereg spostrzezen. Tym razem
udato mi sie otrzymac¢ w czasie drugiej krystalizacyi niezmiernie piekne
krysztaty, niektéore — do centymetra dlugosci dochodzace i S$licznie
w gwiazdeczki pouktadane. Po kazdej krystalizacyi badatem krysztaty
mikroskopowo: stosownie do oznaczen byly zupetnie czyste, bez $Sladow
jakichkolwiek domieszek.

1) G. Hufner: Ueber die Quantitat Sauerstoff, welche 1. Gr. Haemoglobin zu
binden vermag. Z. f. ph. Chem. B. .



Tym razem i pOzniej nie sgczylem Kkrysztatdw przez bibule, lecz
przez geste, dobrze wymyte stare ptotno, wskutek czego saczenie i prze-
mywanie wodg lodowg szlo szybciej; miatem réwniez gwarancye, iz
wiokienka saczka, przyczepiajace sie podczas zdejmowania krysztatow,
nie beda tu ich zanieczyszczaly. Zaznaczam, iz wode lodowg otrzymy-
watem przez zamrazanie wody przekroplonej i czesciowe jej topnienie
w temperaturze pokojowej.

Tablica Ill.

W tym szeregu préb otrzymaliSmy na A przecietng wielko$¢ nieco
mniejsza, niz w poprzednim, mianowicie 0,001475.

Majac juz statg stosunkowego pochianiania Swiatta przez oksyhe-
moglobine psig, chciatem poréwnaé¢ ja pod tym wzgledem z oksyhemo-
globing jakiego$ innego zwierzecia, aby sie przekona¢, czy zajdzie po-
miedzy niemi zgodno$¢ zupetna. Do tego celu wybratem kota, poniewaz
barwik jego mato dotychczas byt badany.

Oksyhemoglobine kocig krystalizowatem w podobny sposob, jak
i psia. Krystalizowata sie ona wolniej, niz tamta i wydzielata sie w for-
mie igietek o barwie ciemno czerwonej, posiadajgcych po kilka mili-
metrow diugosci, ze sobg nie pozrastanych i nie poplgtanych, lecz po-
jedynczo w cieczy sie unoszacych, lub przesypujacych sie na dnie na-
czynia podczas jego wstrzgsania. Krysztaly te daly sie daleko lepiej
odsgczy¢ i przemy¢, niz preparaty poprzednie. Rozpuszczaty sie tez
w wodzie trudniej, niz krysztaty psiej oksyhemoglBbiny. — Biorgc na
uwage powyzsze wiasnosci oksyhemoglobiny kociej, zdaje sie, iz jg ta-



twiej w czystym stanie otrzymac, poniewaz za$ i operowaé z nig
tatwiej, to mozna w ogéle poleci¢ ten preparat do doswiadczeri z oksy-
hemoglobina.

Tablica IV.

Przecietng wielko$¢ A znalezliSsmy = 0,00153.

Opierajac sie na wszystkich trzech szeregach spostrzezen, mozemy
przyja¢, ze przecietna wartos¢ A = 0,00150.

Azeby sprawdzi¢, czy znaleziona wartos¢ A na oksyhemoglobine
SciSle rzeczywistosci odpowiada, osobliwie w tych granicach stezenia,
z ktéremi ma sie do czynienia w praktyce, zrobitem jeszcze dwa sze-
regi spostrzezen z krwia kocia i ludzka.

Oznaczajgc osobno A ludzkiej oksyhemoglobiny, spodziewatem sie
usung¢ watpliwosci, jakieby mogly powsta¢ z powodu réznicy, ktéra
zachodzi¢ moze we wiasnosciach ludzkiego i kociego barwika, poniewaz
opisywana metoda miata by¢ stosowana do ludzkiego barwika. — Aby
sie zbytnio nie trudzi¢ otrzymywaniem oksyhemoglobiny kociej w stanie
czystym, na co potrzeba co najmniej dwdch do trzech tygodni i przez
ten czas podtrzymywania temperatury nizkiej, zrobitem dosyé gesty
rozczyn krwi kociej w wodzie i zapomocg mierzenia biuretg, mieszatem
rozmaite ilosci tej cieczy z woda. W ten sposéb przygotowatem szereg
cieczy w Tabl. V. zestawionych. Nastepnie oznaczytem ich E, azeby
za$ obliczy¢ ich A, trzeba bylo znaé stezenie tych roztwordw.

Poniewaz bezposrednio stezenia oznaczy¢ nie mogtem, chodzito mi
tylko o to, aby przyjgwszy dla jednej z cieczy pewne stezenie przybli-



zone obliczy¢, w pozostatych stosunkowe wartosci ¢ i, biorac to ¢ za
punkt wyjscia, obliczy¢ A wszystkich rozczynéw. W ten sposéb mogiem
poznaé, w jakich granicach wielko$¢ A waha¢ sie bedzie i czy bardzo
bedzie sie oddala¢ od przyjetej normy. Przyjalem, iz wartos¢ A wyno-
szgca 0,00150 odpowiada E = 1,167, stad obliczytem ¢3 = 0,00176.

Tablica V.

Na tej podstawie obliczone sg ¢ i A tablicy V. — Otrzymatem
przecietnie A — 0,00152. Wahania byly niewielkie w granicach od
0,00145 do 0,00159.

Z krwig ludzka 1) postapitem podobnie, jak poprzednio z kocia:
przygotowatem 10 rozczynoéw, oznaczylem ich E., wybralem rozczyn,

1) Krew do tego szeregu spostrzezen, jak rowniez i do nastepujacych, z ludzka
oksyhemoglobing dokonanych préb i doswiadczen, otrzymatem z tutejszej kliniki poto-
zniczej prof. Jordan a dzieki posrednictwu I. asystenta Dra Swvitalskiego, za
co tym panom i na tem miejscu podzigkowanie serdeczne sktadam.



ktérego E = 0,0930, przyjatem jego A = 0,00150, oznaczytem podiug
tego wszystkie ¢, a podtug nich wszystkie A. Przecietna warto$¢ A
wynosi 0,001467, jej wahania— pomiedzy 0,00143—0,00153 (Tabl. VI).

Tablica VI.

Na podstawie tego, iz w granicach c¢ od 0,0006 do 0,002 wiel-
koS¢ A niezbyt sie waha, w wynikach wszystkich moich spotrzezen
uznatem za mozliwe i odpowiedne uwaza¢ poprzednio przyjeta jego
warto$¢ 0,000150 za najbardziej wiasciwg i te wielko$¢ uzywaé, ozna-
czajac zawartosci oksyhemoglobiny.

Vierordt, Hiifner i ich uczniowie, zajmujac sie badaniem
oksyhemoglobiny i oznaczajgc jej A, znajdowali wielkosSci, réznigce sie



pomiedzy sobg. — Za pomoca przyrzadu Hufnera otrzymal Hiifner
0.00110, v. Noordenl) 0,00100, Szczetkow?) 0,001125, Al-
brecht’ 0,001312, Otto4) 0,001403. Szczetkow stwierdza, iz te
réznice nie pochodza od omyitek przypadkowych, lecz zaleza od wia-
snosci samych przyrzadéw. Tem wiekszej roznicy mozna byto oczekiwad,
robigc badania za pomocg przyrzadu o innej budowie, jakim jest spek-
trofotemetr GBlana. Nie powinno wiec wydawac sie dziwne, iz otrzy-
maliSmy A = 0,00150, poniewaz pomiedzy tym wynikiem, a liczbg
0,001403, znaleziong przez Otta, zachodzi o wiele mniejsza réznica, niz
pomiedzy tg ostatnig i stalg v. Noordena, chociaz pierwsza za po-
moca przyrzadu Glana, dwie za$ ostatnie — przyrzadem Hufnera otrzy-
mane byly.

Zastanawiajgca jest i ta okolicznos¢, iz na A barwikéw réznych
zwierzat, prawie jednakowe wartosci otrzymane zostaly, podczas gdy
inne ich wiasnosci, a i nawet sktad chemiczny, rdznig sie nieraz znacznie.
Na tej podstawie przypuszczacby nalezato, iz barwiki te réznig sie po-
miedzy sobg nie swoja grupg barwigca, lecz grupg globulinowa, bar-
wigca za$ grupa atomoéw jest prawdopodobnie u wszystkich jednaka.—
Do podobnego przypuszczenia dochodzi v. Noorden. Niejednokrotnie
zauwazyt Hoppe-Seyler i jego uczniowie, iz krysztaty oksyhemoglobiny
zawieraly substancye organiczne do oksyhemoglobiny nie nalezace,
prawdopodobnie lecytyne, z ktorg wedtug przypuszczenia Hoppego oksy-
hemoglobina w ciatkach krwi jest Scisle potaczona.

Otoz, dopoki nie bedziemy mieli moznosci otrzymywania absolutnie
czystej oksyhemoglobiny, dopoty wszystkie przypuszczenia co do rézno-
rodnosci tego barwika u réznych zwierzat, szczegdlniej w Swietle wyni-
kéw powyzszych, sg absolutnie pewne.

Nie omieszkatem stara¢ sie o czysta krystaliczng oksyhemoglobine
ludzka. Wydawato mi sie to tem wazniejsze, iz dotychczas tylko w stanie
nieoczyszczonym krystalizowali ja niektdrzy badacze, jak za$ Neu
meister, a i Hoppe-Seyler stwierdzajg, nikt jej jeszcze w stanie
czystym nie miat. Postepowatem podlug metody Hoppe-Seylera, mody-
fikujac jg o tyle, iz bralem bardzo geste rozczyny oksyhemoglobiny
i dodawatem 3 czes$¢, lub nawet wiecej wyskoku absolutnego. Robitem

1) C. v. Noorden Beitrage zur quantitativen Spectranalyse, insbesondere zu
derjenigen des Blutes. Z. f. physiol. Ch. 4. 1880.

?) Szczetkowv: Spektrofotometrya. Zbior prac z pracowni prof. Danilewskiego
1880 (ros.).

3) E. Albrecht: Hufners Spectrophotometer 1892.
41 c
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to przez wzglad na niezmiernie tatwa rozpuszczalno$é oksyhemoglobiny
ludzkiej. Po dolaniu wyskoku pozostawiatem ciecz w przeciggu 48 go-
dzin w temperaturze —15° i rzeczywiscie cate duze skupienie kryszta-
tow, majacych wyglad cieniuchnych delikatnych pryzmatow, udato mi
sie otrzyma¢ i nawet przez chwile obserwowaé pod mikroskopem, gdy
sie rozpuszczaty, lecz odsaczy¢ ich od cieczy rodzimej w zaden sposéb
nie mogltem, poniewaz na sgczku (pomimo oziebiania) rozpuszczaty sie
catkowicie. Wobec cieplejszej pory, musiatem te doswiadczenia przerwac.
Spodziewam sie jednak otrzymaé w przysztosci czysta krystaliczng oksy-
hemoglobine ludzka innym sposobem.

I11. Dyssocyacya barwikow.

Zastanawiajac sie nad dyssocyacya oksyhemoglobiny i prébujac pod
tym wzgledem jej wiasnosci, musiatem sie zwrécié do innych barwikow,
azeby stwierdzi¢, czy i o ile spektrofotometr moze stuzy¢ do wykazania
dyssocyacyi elektrolitycznej.

Podczas préb z siarkanem miedziowym obserwowatem pasmo po-
miedzy 40 i 43 podziatki, co odpowiada dtugosci fal A = 633 do A =617.
W jednym przypadku wziglem rozczyn CuSO4 dosy¢ gesty, rozciencza-
tem go wodg w stosunkach podanych w tablicy VII i stezenie takich
rozczyndw oznaczatem przez odparowanie i suszenie w 110°. W dru-
gim przypadku wzigtem rozczyn CuSO4 przygotowany do odczynnika
Fehlinga. Stezenie bylo w tym przypadku oznaczone przez wazenie
krystalicznego siarkanu miedziowego.

Tablica VII.



Jako wynik przecietny otrzymatem A suszonego siarkanu mie-
dziowego = 0,035, A za$ krystalizowanego siarkanu miedziowego =0,119.

Procz tego zrobitem jeszcze dwa szeregi pomiar6w z rozczynami
CuSO4 zachowujac wszelkie ostroznosci co do ptomienia lampy. Obser-
wowatem pasmo pomiedzy 37—40 podziatki, co odpowiada dtugosci
fal A = 6515 do A = 634. Na zastonkach szpary ocznej z lewej strony
odczytatem 6, z prawej za$ 6,2. Poniewaz nie znamy absolutnego ste-
zenia cieczy, a tylko mozemy obliczy¢ stosunkowe wartosci, przeto nie
mozemy poda¢ stalych A. W danym przypadku chodzi nam tylko
0 sprawdzenie, czy A pozostaje statg, czy sie zmniejsza lub zwieksza,
0 zmianach tych sadzi¢ mozemy ze zmian, jakim podlega E w stosunku
do stezenia, np. gdy stezenie dwa razy sie zmniejszyto, to i E powinno
bylo dwa razy sie zmniejszy¢, t. j. miato sie réwna¢ 1,08614; rdznica
jest nieznaczna, jak to wida¢ z nastepujacej tablicy.

Tablica VIII.



Do pierwszego szeregu spostrzezen uzytem rozczynu CuSO4 przy-
gotowanego do miareczkowania cukru podiug metody Fehlinga.
Ze wszystkich tych spostrzezen, tyczacych sie CuSO4 widaé, iz E zmie-
nia sie prawie zupetnie prawidlowo, wiec A jest w istocie wielkoscig
stalg. Poniewaz za$ wiemy, iz CuSO4 ulega w rozczynach silnej dysso-
cyacyi elektrolitycznej, przypusci¢ wiec nalezy, zgodnie z Ostwval-
dem, iz jony siarkanu miedziowego posiadajg toz samo widmo absorp-
cyjne, jak i sol nieroztozona, dyssocygcya wiec na zmiang w wygasa-
niu wptyng¢ nie moze. Do podobnych wynikéw doszedt E w an l).

Indygo-karmin obserwowatem w pasmie A = 607 do A = 595,
co odpowiada podziatkom 45—48.

Tablica IX.

Przecietnie A = 0,0000595.

Précz tego zrobitem jeszcze jeden szereg obserwacyj, zachowujac

wszelkie ostroznosci wzgledem ptomienia lampy, i otrzymatem wyniki
nastepujace:
Tablica X.
1) Ewan. — On the Absorption Spectra of Dilute Solutions; Proc. of t. R

Soc. vol. LVII. N. 341



I tu wiec wahania E sg zupelnie niewyrazne i sa raczej zalezne
od zwykitych omytek obserwacyi, anizeli od zmian, jakim drobiny
w rozczynie podlegaja.

Nigrozyne obserwowatem w pasmie A = 569 do A = 560, co od-
powiada podziatkom 55 do 58.

Tablica XI.

Przecietnie A =0,0000224.

Procz tego robitem pomiary z nigrozyng w pasmie pomiedzy po-
dziatkami 50—53. co odpowiada dtugosci fal A=589 do A=576.

I w nigrozynie wiec, mierzgc wygasanie Swiatta, nie mozemy
zauwazy¢ jakiej$ dyssocyacyi. Nie nalezy jednak zapominaé, iz oba te
barwiki: indygo-karmin i nigrozyng juz w niezmiernie matem rozcienh-
czeniu pochtaniajg tak silnie Swiatto, ze mozna je bada¢ spektrokolory-
metrycznie tylko w nader silnem rozciericzeniu. Jezeli wiec one dysso-
cyuja, to w takiem rozcienczeniu beda w postaci zupetnie zdyssocyowa-



nych jondéw, o drobinowem wiec ich widmie sad wydacbystny mogli
chyba tylko z obserwacyi niezmiernie cienkich warstewek stezonej cie-

Tablica XII.

czy. W danym razie dla rozstrzygniecia kwestyi nalezatoby zastosowaé
metode przewodnictwa elektrycznosci.

Pomiary wykonane z FeCI3 w pasmie miedzy podziatkami 80 i 83,
co odpowiada dtugosci fal A =498 do A=4905, daty nastepujgce
wyniki:

Tablica XIlIlI.

Z tablicy XIIl widzimy, iz E stosunkowo wzrasta, a wiec i wy-
gasanie Swiatta sie zwieksza stosunkowo; pochodzi to od hydrolizy,
a moze czeSciowo i od dyssocyacyi FeCl3 wskutek rozcieficzenia wodg



tej soli. Ciekawe badania pod tym wzgledem poczynili Wiedemann
Ewan 1), oraz inni. Pokazato sie mianowicie, ze powstajacy w stabych
rozczynach pod dziataniem wody kolloidalnej Fe(OH)3 nadaje barwe
0 wiele ciemniejsza rozczynom, anizeli ona jest wiasciwa FeCl3. Doda-
nie kwasu solnego znosi hydrolize. Moje kilkakrotne préby co do tego
w zupetnosci potwierdzity wnioski E wan a

Dla ostatecznego stwierdzenia tych wnioskéw poddawatem dyalizie
stabe rozczyny obojetnego FeCI3 i czesto zmienialem dyalizat. Oto6z
w pierwszym dyalizacie mogtem wykry¢ Cl i Fe, w nastepnych Fe
nie byto, tylko slady Cl mozna jeszcze byto wykryé. W cieczy pozo-
statej, ktora przybrata ciemniejsze zabarwienie, pozostat wodnik zela-
zowy i tylko bardzo mate ilosci chloru obok niego daty sie wykryc.
W ten spos6b udato mi sie stwierdzi¢, iz w rozczynie pierwo-
tnym obok HCI znajdowat sie rzeczywiscie Fe(OH)3

Widzimy wiec z tych dostrzezen, jak to réwniez z wynikéw spo-
strzezen innych wywnioskowa¢ sie daje, iz spektrokolorymetrya odda¢
moze pewne ustugi w badaniu dyssocyacyi barwikéw i ze za jej po-
mocg mozna wysnuwaé cenne wnioski 0 zachowaniu sie ciat barwnych

W rozczynie.
Tak wiec spektrofotometr staje sie poteznem narzedziem badan
fizyczno-chemicznych, i waziuchna szpara przedmiotowa kolimatora

otwiera nam szerokie pole poszukiwan, na ktérem niejeden badacz zbie-
rze bujny plon.

IV. Zmienno$¢ rozczynoéw oksyhemoglobiny.

W zwyklej temparaturze daje sie oksyhemoglobina w rozczynie
tylko przez czas bardzo krétki przechowywaé bez zmiany. W tempe-
raturze 0° jest ona o wiele trwalsza. Jezeli pozostawimy na dtuzszy
przecigg czasu rozczyn oksyhemoglobiny w temperaturze pokojowej, to
barwa jego zmienia swoj odcien na lekko wisniowy. W barwie czerwo-
nej widma takiego rozczynu pojawia sie staba smuga absorpcyjna. Naj-
czulszg zas cecha przemiany jest przezroczysto$¢ cieczy. Kat o przy
zmianie takiej zwieksza sie, $wiadczac temsamem o0 zmniejszeniu sie
zawartosci oksyhemoglobiny w rozczynie. Wszystko to przemawia za
wytwarzaniem sie methemoglobiny w razie dluzszego stania rozczynu.

1) I c



Jezeli zmiana jest nieduza, widmo cieczy pozostaje jak gdyby niezmie-
nione, nawet ciemnej smugi w czerwonem dojrze¢ nie mozna, lecz
zmiana w pochtanianiu wykazuje zmiane zaszig w skiadzie cieczy To
spostrzezenie daje nam Srodek niezmiernie wazny, pozwalajacy w pew-
nych przypadkach wykry¢ za pomocag spektrofotometru zmiany zaszte
w cieczy, gdy zwykty spektroskop, a moze i S$rodki chemiczne ustug
odmawiajg. By¢ moze, ze w przysztosci spektrofotometr bedzie w stanie
odda¢ pewne ustugi w badaniu bardzo nieznacznych zmian chemicznych
w rozczynach.

Teraz przytocze pare spostrzezen, tyczacych sie zmiany rozczynéw
oksyhemoglobiny.

Rozczyny uzyte do spostrzezenn dawaly po przeciggu 2 godzin
na a wartosci wieksze.

Co do oksyhemoglobiny kociej, ta sie po przeciggu godziny pra-
wie zupetnie nie zmienita, a tylko po dwdch godzinach wykazata zmiany,
lecz jeszcze nieznaczne.

Na dowdd tego, jak tatwo oksyhemoglobina sie zmienia, postuzy¢
moga nastepujgce spostrzezenia:

Po wykonaniu drugiego szeregu spostrzezen z oksyhemoglobing
psiag, przechowywatem krysztaty w stanie polsuchym w temperaturze
0° w przeciggu tygodnia, poczem uzylem je do nowych spostrzezen.
Powierzchnia placka z krysztatdw byta zupetnie ciemna, a i wewnatrz
juz barwy prawidtowej oksyhemoglobina nie posiadata. Chodzito mi o to,
aby sie przekonaé, jak daleko zmiany w niej zaszly. Nie chcac czytel-
nika zbyt utrudza¢, danych nie przytaczam, wspomne tylko, iz wyniki
znacznie sie roznity od poprzedzajgcych. Widmo wskazywato obecnos¢
methemoglobiny.

Przypuszczatem, iz z tego preparatu za pomocg przekrystalizowa-
nia uda mi sie otrzyma¢ czystg oksyhemoglobine, lecz i krysztaty po-
siadaly wiasnosci zmienione, widocznie byty zanieczyszczone.

Stad wynika, iz proby trzeba robi¢ tylko ze $wiezymi rozczynami.
I lekarz badajgc krew chorego nie powinien rozczynu tej krwi pozo-
stawia¢ na czas dtuzszy, lecz bada¢ go niezwlocznie.

V. Dyssocyacya oksyhemoglobiny.

Wyzej juz zauwazylem, iz wielkosci A wahajg sie w pewnych
granicach. Rozpatrujgc dokladniej te wahania, daje sie zauwazyé w wie-



kszosci przypadkéw pewna prawidtowos¢, mianowicie A rosnie ze zmniej-
szeniem sie stezenia, osobliwie w stezeniach bardzo stabych. Dla usu-
niecia przypuszczeh, iz te zmiany z powodu bledéw w ustawieniu
przyrzadu powsta¢c mogty, musze tu zauwazy¢, ze wyprobowatem, czy
nikol znajduje sie w potozeniu $rodkowem. ROznice pomiedzy wielkoScig
katéw, odczytanych podczas obracania nikola w jedng i w druga strone
dla zaciemnienia go, lezaly w granicach zwyktych bledéw spostrzezenia,
umieszczenie wiec nikola jest centralne i odpowiednie.

Te zmiany, jakie zauwazylem w A, stojg w sprzecznosci z wyni-
kiem badan v. Noordenal), ktéry zauwazyt zjawisko odmienne,
mianowicie zmniejszanie sie A ze stabnieciem rozczyndw.

Podaje tu oryginalne liczby v. Noordena, utozone w tablice:

Tablica XIV.

1) L c



Czy v. Noorden miatl podstawy dostateczno do wyprowadzenia
swoich wnioskéw, wykazujg nastepujace jego stowa: ,Rozpatrujgc po-
wyzsze tablice, uwidacznia sie jeszcze cos innego, zjawisko ciekawe
wprawdzie bardziej pod wzgledem optycznym, majgce jednak pewne
znaczenie dla catej naszej metody, ilosciowej analizy spektralnej. Mia-
nowicie z tablicy 1. (powyzej przytoczonej), mniej z tablicy Il
i wcale nie z tabl IIl., uwidacznia si¢ wyraznie, iz wahania,
jakim wartosci Ao i A'o podlegaja, znajdujg sie w pewnym zwiazku
ze stezeniem rozczynOw odpowiednich, i mianowicie zmniejszajg sie te
wartosci w kazdym z matych szeregdw obserwacyjnych ze zmniejsza-
niem sie stezenia."

Jakimi dowodami positkuje sie v. Noorden, widzie¢ mozna stad,
iz w celu krytyki spostrzezen Settegasta, ktéry znalazt, iz E atunu
chromowego zmniejsza sie podczas rozpatrywania widma w prawo
od linii D— opiera sie on na nastepujacej tablicy (XV.) Vierordta

Tablica XV.

Miejsce widma

i wysnuwa z niej taki wniosek:

,V. Vierordt oznaczajac E rozczynéw atunu chromowego w pasmie
pomiedzy D 50 E — D 87 E, a wiec w prawo od linii D, zauwazyt
podobne zjawisko, jak i my, t. j. stosunkowe zwiekszanie sie E*. —
Z zalgczonej tablicy wida¢, iz w pasmie D 50 E — D 87 E wspotczynnik
E stosunkowo sie zmniejsza w pierwszem rozciefnczaniu, wzrasta
w drugiem i pozostaje stosunkowo prawidtowym w trzeciem. W pasmach
za5 D11E—DV50E, oraz D87 E— E26F, a wiec lezacych tez
w prawo od D jego zmniejszenie daje sie stosunkowo jeszcze bardziej
zauwazy¢. Spostrzezenia wiec Vierordta przemawiajg za Settegastem,
a wiec przeciw temu, co v. Noorden twierdzi.
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Hufner, uniesiony wynikiem, tak zresztg niejasnym, w jego
pracowni otrzymanym, obiecat zaja¢ sie dokladniej tg ,ciekawg kwestya."
Spostrzezenie v. Noordena zrobito pewne wrazenie w literaturze, tak iz
nawet panowie Kruss 1), opierajgc sie na powyzszej tablicy, przypusz-
czali istnienie dyssocyacyi oksyhemoglobiny. Dopiero w trzynascie lat
po ogtoszeniu pracy v. Noordena, ogtosit Hufner 2) wyniki swoich badan
nad tym przedmiotem i postawit swojg teorye.

Doswiadczenia jego, wykonane w bardzo skromnych rozmiarach
nad oksyhemoglobing i hemoglobing tlenko-weglowa, wykazaty w wy-
nikach, przytoczonych catkowicie ponizej, mylno$¢ wnioskéw v. Noordena.

Tablica XVI.

Rozczyny otrzymywat Hufner przez rozcieniczanie krwi. Stezenie
c ma u niego wartosci nie absolutne, lecz stosunkowe. Hiifner wycigga
stad wniosek nastepujacy: ,Jak wida¢, to wielkos¢ A wcale sie nie
zmniejsza ze wzrostem rozcienczenia; przeciwnie wartosci odpowiednie
wahajg sie tak nieregularnie okoto pewnej przecietnej, iz w danym razie
watpi¢ nie mozna o prawdziwej statosci A."

Hloec
?) Uber die Dissociation des Oxyhameglobins in wasseriger Losung v. G. Hufner

Z. f. physik. Ch. 18. XI.
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~W ten sposob sie wyjasnia, jak bezpodstawne sg przypuszczenia
0 istnieniu zwiazku pomiedzy sitg wygasania Swiatta i rozmiarem roz-
padania sie skupieri drobinowych na drobiny pojedyncze.

Moje spostrzezenia co do wahan, jakim podlega stata A, dajace
wynik wprost przeciwny rezultatom v. Noordena, a nawet i Huf-
nera, naprowadzity mie na te mys$l, iz przyczyna réznicy wynikéw
tkwi¢ musi nie w roéznicy przyrzadéw, nie w materyale do obserwacyi
uzytym, t. j. we krwi samej, lecz prawdopodobnie w sposobie obserwo-
wania, w jakich$ trudno dostrzegalnych btedach, tyczacych sie n. p.
ustawienia samego przyrzadu.

W celu sprawdzenia tych przypuszczen, przesledzitem skrupulatnie
caty przebieg jednej obserwacyi od poczatku do korica i zrodto mozli-
wych powaznych nawet bledéw dato sie wykry¢ w wahaniach, jakim
W czasie szeregu obserwacyj podlega kat al. Wahania te wynikajg z nie-
jednostajnej wysokosci ptomienia lampy naftowej, ktéry stuzy za zrédto
Swiatta. Intensywnos¢ Swiatta tego ma wplyw tylko na stopie o$wie-
tlenia widma, wiec bardzo nieznaczny wptyw na omyiki, pochodzace
w tym razie ze Zzrodia subjektywnego. Wysokos$¢ za$ ptomienia wptywa na
stosunek w os$wietleniu goérnej i dolnej potowy szpary, t j. na stosunek

, stosunek za$ ten stanowi podstawe wzoru 3 (str. 369), podiug ktorego

obliczamy E. Jezeli wiec spostrzegaliSmy kat a przy jednym stosunku,
kat za$ al przy stosunku drugim, i wielkosci te wstawiliSmy do réwna-

nia, za ktérego podstawe stuzy pewien stosunek staty , tooczywiscie

wynik bedzie btedny. Podczas kazdego zapalenia lampy stosunek ten
moze by¢ inny; oprocz tego, wskutek rozpalonego knota wzrasta pto-
mien, a wiec i stosunek ten rosnie; gdy zas, wskutek bardzo diugiego
uzycia lampy, knot sie wypala, ptomieh sie zmniejsza, to i on spada
odpowiednio.

Takie stopniowe wzrastanie bledow obserwacyi moze naturalnie
sprowadzi¢ wzrastanie lub zmiejszanie sie stalych A, otrzymanych na
podstawie szeregu spostrzezen biednych. Uderzyto mie i to jeszcze, iz
na te, tak wazne Zrodta omytek — o ile mi wiadomo — nikt dotych-
czas w literaturze uwagi nie zwrécit. Wprawdzie w doswiadczeniach
moich wyczekiwatem zawsze, az knot sie zupetnie rozpali, wolatem je-
dnak, aby wszelkie watpliwo$ci usunaé, spostrzezenia powt6rzy¢ zacho-
wujac mozliwe ostroznosci. Sprawdzatem wiec kat al, przed rozpoczeciem
obserwacyi i po ich ukonczeniu, gdy za$ dtugo trwaty, sprawdzatem je
i pomiedzy niemi.



Jak poprzednie, tak i te spostrzezenia robitem w daleko szer-
szych granicach rozcienczenia, anizeli to robili inni ba-
dacze. Wyniki sg bardzo pouczajgce.

Tablica XVII.

A rozczynu 111 przyjagtem = 0,00150, i na podstawie tego obliczy-
tem ¢ i A wszystkich rozczynéw.

Jak widzimy wiec, to, uzywajac rozczynOw bardziej stezonych,
wartosci A spadajg podczas rozcienczania, dochodzg do pewnego mini-
mum, potem za$ znowu i to bardzo szybko wzrastajag w rozczynach
stabych. Wzrost A odpowiada stabnieciu E, oraz zmniejszaniu si¢ wy-
gasania $Swiatla w rozczynach. Widzimy wiec, iz to nowe spostrzezenie
potwierdza w zupetno$ci moje spostrzezenia poprzednie.

Zjawisko to objasni¢ mozna tylko w ten sposéb, iz istniejgce
w mocnych rozczynach skupienia drobin, wygasajga sSwia-
tda w pasmie obserwowanem stabiej, anizeli drobiny pojedyncze, luznie
sie unoszace, ktore ze skupien powstaty podczas rozcienczania.

Skoro za$ rozpad skupien nastgpi, to podczas dalszego
rozcienczania zachodzi dyssocyacya drobin oksyhemo-
globiny i wygasanie w charakteryzujagcem jg pasmie szybko sie
zmniejsza.

Dla sprawdzenia, czy przypuszczenie o skupieniu drobin jest stu-
szne, uzywatem do nastepnego doswiadczenia 0-500-go NaOH, w ktérym
oksyhemoglobina tatwiej sie rozpuszcza, anizeli w wodzie i jako kwas
staby wchodzi prawdopodobnie w zwigzek chemiczny z NaOH. Nalezato
wiec przypuszczaé, iz skupienia drobin zostana tu przez rozczynnik
rozluznione.



Tablice XVIII., przedstawiajgca wyniki tych spostrzezen, utozytem
w podobny sposéb, jak i poprzednia.

Tablica XVIII.

Liczby podane w tablicy powyzszej wskazujg, iz przypuszczenia
moje sie sprawdzity. Uzywajac wodnika sodowego, obserwowaé mozemy
tylko dyssocyacye oksyhemoglobiny, rozpadu za$ drobin zauwazy¢ nie
mozna.

Dalej nalezato stwierdzi¢, jaki charakter posiada widmo produktu
dyssocyacyi (jezeli dyssocyacya jest elektrolityczng), widmo jonow iy

. W celu zbadania tej kwestyi obratem do spostrzezen inne
pasmo widma, niz poprzednio, mianowicie pasmo lezace pomiedzy Cha-
rakterystycznemi dla oksyhemoglobiny smugami absorpcyjnemi, pomiedzy
podziatkami 57 i 60, co odpowiada diugosci fal A = 5625 do A — 554.

Tablica XIX.
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W tablicy powyzszej wielko$ci A nie maja znaczenia absolutnego
i zostaty obliczone tylko w tym celu, aby zmniejszanie sie A uwido-
czni¢, naturalnie, iz w obserwowanem tu pasmie A nie bedzie réwne
0,00150, lecz bedzie miato jaka$ inng wielko$¢ przecietna.

Zjawisko stosunkowego zwiekszania si¢ E, a wiec i stosunkowego
zwiekszania sie wygasania $wiatta w obserwowanem pasmie, ktére lezy
w miejscu smugi charakterystycznej dla hemoglobiny, wskazuje na to,
iz zwieksza sie stosunkowa ilos¢ substancyi lub jondéw,
ktore w tem miejscu wiasnie silniej absorbuja, prawdopodobnie ilos¢
hemoglobiny.

Tak wiec zdotatem wykaza¢ z wielkiem prawdopodobienstwem, iz
stosunkowa ilos¢ oksy hemoglobiny sie zmniejsza, he-
moglobiny zas wzrasta, t j. iz oksyhemoglobina
rozktada sie prawdopodobnie, podczas silnego rozcieficzania, n a
hemoglobine, lub na jon, majacy niektdre przynaj-
mniej wspolne cechy widma z hemoglobing, oraz
na jon drugi, ktory w takim razie jest zapewne
tlenem.

Azeby stwierdzi¢ na pewno, czy w tym przypadku zachodzi dys-
socyacya elekrolityczna, nalezy poczyni¢ proby odpowiednie za pomoca
mierzenia przewodnictwa elektrycznosci. W braku odpowiednich przy-
rzadéw, pozostawiam préoby te na pozniej.

Pozostawato mi jeszcze sprawdzi¢, czy hemoglobina tlenko-weglowa,
bedac potgczeniem daleko stalszem niz oksyhemoglobina, wykaze pod-
czas rozcienczania, podobne zjawisko dyssocyacyi.

Hemoglobine tlenko-weglowg otrzymatem przez nasycanie rozczynu
krwi w przeciagu ¥7 godziny tlenkiem wegla, przepuszczajac go silnym
strumieniem. Obserwacye robitem w pasmie pomiedzy podziatkami 60 i 63.

Tablica XX.
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Przedostatnia kolumna tej tablicy wykazuje bardzo nieznaczne
nieprawidtowosci.

Badajgc wygasanie S$wiatta w pasmie pomiedzy podziatkami 57
i 60 rozczyn6w hemoglobiny tlenko-weglowej, znalaztem dosy¢ znaczne
nieprawidtowosci na E, lecz powodujg je zapewne tylko bledy obser-
wacyi, poniewaz wahajg si¢ w obie strony.

Ze spostrzezen powyzszych wnosié mozna, iz hemoglobina
tlenko-weglowa w rozcienczaniu nie podlega wecale
dyssocyacyi, albo tez tylko w matym stopniu.

Ustugi, jakie nam, w przypadkach podobnych do podanych po-
wyzej, odda¢ moze spektrofotometer, sg nieocenione. Tam, gdzie w roz-
czynach powstajg lub znikajg bardzo mate ilosci ciata barwnego, gdzie
te przemiany nie mogg by¢ stwierdzone ani za pomocg S$rodkéw che-
micznych, ani tez za pomocg zwyktego spektroskopu, tam spektrofoto-
meter stuzy jako odkrywca mierzacy ilosciowo tak drobne zmiany.

VI. Zastosowanie metody spektrokolorymetrycznej
dla badania krwi.

Znajac w danym przyrzadzie staly stosunek pochtaniania Swiatta
A, ktory w oksyhemoglobinie wynosit u nas 0,00150, — mozna stoso-
waé go do badania krwi i oznacza¢ w niej zawarto$¢ oksyhemoglobiny.

Do badania bierze sie zwykle krew naczyn wloskowatych, otrzy-
mang przez nakldcie konca palca od spodu lub u podstawy paznogcia,
co wywotuje b6l mniejszy.

Krew rozciencza sie wodg lub weglanem sodowym. Uzywatem
0,1% weglanu sodowego w tym celu, aby ciatka krwi tatwiej rozpusz-
cza¢ sie mogly. Weglan, majacy odczyn alkaliczny, taczy sie z oksy-
hemoglobing, nadajgc jej rozczynom charakter bardziej staly; daja sie
one dtuzej przechowywac¢ bez zmiany. Ten wplyw 0,1% weglanu mo-
gtem zauwazyé wyraznie, jezeli bralem do poréwnania wode czysta
i weglan. Taki rozczyn weglanu jest zupelnie przezroczysty i pod tym
wzgledem na przezroczysto$¢ rozczynu krwi wplywaé nie moze, réwniez
jak i woda.

Do mierzenia ilosci krwi, oraz do rozcienczenia jej w znanym
stosunku uzywa sie pipetki. Pipeta powinna by¢ wykalibrowana, lecz
niema potrzeby oznaczaé¢ jej zawartosci w centymetrach szeSciennych,
poniewaz w naszym celu wystarczy zna¢ stosunek pojemnosci catej
pipetki do pojemnosci wiloskowatej jej czesci. Stosunek ten daje nam
stopien rozcienczenia krwi.



Przytyka sie koniec pipety do kropli krwi, wycigga sie z niej
powietrze bezposrednio ustami, lub za pomoca rurki gumowej; skoro
krew wypetni rurke wioskowatg do podziatki, to sie zaciska rurke gu-
mowa, lub palcem zatyka otwor pipety, obciera sie watg jej koniec ze
krwi, zanurza go do obok stojgcego otwartego naczynia z wodag lub
weglanem sodowym, wecigga te ciecz do gérnego znaczka pipetki, obciera
koniec i wlewa sie ciecz catg do naczynia szklanego o $cianach réwno-
legtych, z ktérego dusza Szulcego zostata wyjeta. Azeby rozczyn lepiej
zmiesza¢, wecigga sie raz jeszcze ciecz do pipetki i wylewa sie ja po-
wtérnie, wowczas wkiada sie dusze do naczynka i obserwuje przezro-
czysto$¢ rozczynu. Trzeba dbaé o to, aby Sciany naczyrnika byly zupetl-
nie czyste i suche na zewnatrz, po kazdej obserwacyi nalezy niezwilo-
cznie rozebra¢ naczynko, kazdg z jego czesci wymyc¢, wytrze¢ na sucho
i znowu ztozyc.

Po kazdem uzyciu pipetki nalezy jg dokladnie woda przemy¢
i wode o ile moznosci wydmuchaé. Na doktadne mierzenie krwi, oraz
doktadne jej rozcienczenie nalezy zwraca¢ baczng uwage, poniewaz
znaleziong zawarto$¢ oksyhemoglobiny w cieczy mnozymy przez jej
stopien rozciericzenia, a wiec i wszystkie omytki mnozymy przez duzg
liczbe.

Dla wyprdobowania metody zrobitem szereg spostrzezen, wyniki
ktérych przedstawione sg w tabl. XXI. Kolumna pierwsza oznacza
date, litery w i r objasniaja, czy rano, czy tez wieczorem krew byla
brana. Kolumna druga wykazuje, czyja krew badang byta, w kolumnie
trzeciej zestawitem odnosne wspoétczynniki wygasania Swiatta, w czwar-
tej wreszcie — obliczong zawarto$¢ procentowg oksyhemoglobiny we
krwi.

Wyliczatem podiug wzoru:

¢ = A.E gdzie A=0,001.50.

Pierwsze dwa spostrzezenia zrobione byty z pipetg o stosunku 131,9,

dalsze za$ z pipetg o stosunku 141,44,

Tablica XXI.
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Co sie tyczy procentowej ilosci oksyhemoglobiny we krwi czio-
wieka, to ze szczuptych danych otrzymanych przeze mnie wynika, iz
okoto 14% uwaza¢ mozna za normalne.

Szczetkowv, ktéry badat krew za pomocg spektrofotometru
Hufnera, znajdywat u ludzi zdrowych 15—17%; sg to stanowczo za
wysokie liczby, poniewaz liczby innych badaczy, zebrane u Vierordtal),
sg znacznie nizsze i z mojemi bardziej zgodne. Wogoble przyja¢ mozna,
iz u przecietnego zdrowego mezczyzny zawarto$¢ oksyhemoglobiny we
krwi waha sie pomiedzy 13% a 15%. Hermannl) podaje 13,8%
jako przecietng warto$¢ u mezczyzn.

U pséw otrzymane byty troche nizsze wartosci, niz u cziowieka.
Pies, ktérego bada¢ zaczalem 16/I1V miatl sie niedobrze, jadt mato,
chudt, tak iz w koncu musiatem doswiadczenia przerwaé. Zmniejszanie
sie ilosci oksyhemoglobiny we krwi psa tego widoczne jest z tablicy.
Suka szczenna, ktérej krew bada¢ zaczatem 24/1V, miata sie bardzo
dobrze, byta wesotg, jadta duzo i dobrze byta kormiona. Pomimo to
daje sie zauwazyé ciagte zmniejszanie sie zawartosci oksyhemoglobiny
we Krwi, az do oszczenienia sie. Zaraz po oszczenieniu sie (szescioro
potomstwa) zaprobowalem jej krew i krew dwu szczenigt; rdznice, wi-
doczne juz od pierwszego rzutu oka na krew samag, uplastyczniajg sie
razaco w tablicy. Te rdznice pomiedzy krwig matki i potomstwa zauwa-
zano juz niejednokrotnie u ludzi 3). Co do zmniejszania sie zawartosci
oksyhemoglobiny we krwi potoznic, to przeprowadzenie szeregu szcze-
gétowych badan pod tym wzgledem bytoby bardzo pozadane, poniewaz
dotychczas spostrzezeh takich prawie ze nie posiadamy, procz wynikéw
przytoczonych u Vierordta, lecz sprzecznych ze sobg. Zauwaze tu, iz

1) Daten und Tabellen. 1893.
2) Physiologie str. 55. 1896.
3) Vierordt. Daten und Tabellen str. 347.



krew u pséw bralem z ogolonego i obmytego ucha. Zdziwiony bytem
tag trudnoscia, jaka mi sprawiato wydobycie odrobiny krwi z ucha suki
szczennej , trudnoscia wzmagajaca sie z przyblizeniem sie oszczenienia.
W ostatnich dniach musiatem czasem po kilka razy nacina¢ grube
stosunkowo naczynia, aby z nich kropelke krwi otrzymaé. U szczenigt
z uszu krwi bra¢ nie mogltem. U jednego szczeniecia wziatem krew
z tapki, u drugiego za$ krew z Carotis stuzyta mi do doswiadczenia,
poniewaz z tapki nie udato sie ilosci dostatecznej otrzymad.

Rozpatrujgc liczby catej tablicy, mozemy zauwazy¢ pewne roznice
pomiedzy zawartoscig oksyhemoglobiny rano i wieczorem, spotykamy
je u ludzi i u pséw roéwniez. ROznice te wskazujg na prawidlo, iz rano
po kilkagodzinnym odpoczynku, ilos¢ oksyhemoglobiny wzrasta, wie-
czorem za$ jest mniejsza.

Nalezatoby sie to prawidto sprawdzi¢ na wiekszej ilosci osob-
nikow.

Na zakonhczenie pod (je krétki przepis postepowania pod-
czas oznaczania oksyhemoglobiny.

Skoro spektrofotometr jest raz na zawsze ustawiony, to, przyste-
pujac do oznaczen, zapalamy lampe, czekamy minut okoto 20, az knot
sie rozpali; sprawdzamy potozenie katow o0 i al, bierzemy krew za
pomocag pipety w sposob opisany na str. 393. Naczyriko wypetnione roz-
czynem Kkrwi, zawierajace dusze Szulcego, stawiamy na stoliczku przed
sama szparg i rownolegle do niej, oraz tak, aby brzeg goérny duszy
Szulcego znajdowat sie naprzeciw poprzeczki rozdzielajacej szpare. Patrzac
przez szpare oczna, obracamy tarcze do zupetnego zréwnania jasnosci
obu pasem widma. Scistego ustawienia dokonywa sie w sposéb opisany
w podreczniku Wiedemanna (i. c.).

Na tarczy odczytujemy kat a, spostrzezenia powtarzamy pie¢ razy
i bierzemy S$rednig arytmetyczng. Wartos¢ a wstawiamy do réwnania:

i obliczamy loge; mnozymy—Iloge = E przez A = 0,00150 i otrzymu-
jemy wielko$¢ bedaca zawartoscia oksyhemoglobiny w badanym rozczy-
nie krwi. Jezeli tak otrzymang wielko$¢ pomnozy¢ przez stopien roz-
cienczenia krwi, to otrzymamy rzeczywisty procent barwika we krwi.

Dla ufatwienia rachunku nalezy utozy¢ tablice iloczynow E . A,
oraz tablice iloczyndw c przez stopien rozcienczenia krwi. Gdybysmy
mogli raz na zawsze ptomien lampy tak doktadnie ustawié, aby al
wecale si¢ nie zmieniato, to w takim razie moglibySmy, znajac al, ko-
rzysta¢ wprost z tablicy utozonej na wartosci E, lub z odpowiednio



wykreslonej krzywej katow. Taka krzywa mamy wykreSlong na zata-
czonej tablicy. Korzysta¢ z niej mozna tylko w razach, jezeli oznacza-

Ryc. 2.

jac E ma sie al=450. Trzeba wiec, chcac korzysta¢ z tej tablicy, Swiatto
lampy dop6ty podnosi¢ lub opuszczaé, az al bedzie sie $cisle réwnato
45°, Korzystajac z takiej krzywej katow, lub tez z liczb odpowiednich



w tablice utozonych, mozemy, znajgc o, bezposrednio c, a dalej i 217
oksyhemoglobiny we krwi odczytywaé. Zawite rachunki odpadaja tu
zupetnie.

Ze wszystkiego, cosSmy powyzej powiedzieli, wynika, iz metoda
oznaczania oksyhemoglobiny we krwi za pomocg spektrofotometru Gl a-
na przesciga pod wzgledem doktadnosci inne, uzywane w praktyce,
osobliwie metode FleischBla, pod wzgledem za$ szybkosci wykona-
nia ustepuje im niewiele. Spektrofotometr Glana trudno, by¢ moze,
dostepny osobom prywatnym, powinien zosta¢ powszechnie zastosowany
w Klinikach i szpitalach, gdzie raz przez kogo$ ze specyalistow usta-
wiony, moze by¢ latwo uzywany przez lekarzy, nie sprawiajac im wie-
kszych trudnosci. Oznaczanie A kazdego przyrzadu z osobna nie jest
konieczne, poniewaz majgc A w jednym przyrzadzie, ma si¢ moznos¢,
przez poréwnanie znalez¢ je u drugiego, trzeciego i t. d.

CZESC ILI.

O ilosciowem oznaczaniu rodankéw w S$linie.

Korzystanie z wygodnej i doktadnej metody oznaczania oksyhe-
moglobiny we krwi za pomocg spektrofotometru Glana nasuwato po-
mimo woli pytanie, czyby sie ona nie data zastosowa¢ do badan fizyo-
logicznych i w tych razach, jezeli za pomocg wywotania odczynu bar-
wnego wykrywamy w bezbarwnej cieczy obecnos$¢ jakiej$ substancyi.
Im wiecej takiej substancyi w rozczynie sie znajduje, tem intensyw-
niejsze bedzie zabarwienie, tem silniejsze bedzie wygasanie promieni
o pewnej dtugosci fal.

Metoda, pozwalajgca mierzy¢ stopien pochtaniania przez rozczyny
barwne pojedynczych barw widma i pozwalajgca korzystaé z zalez-
nosci sity tego pochtaniania od stezenia rozczynu barwika w celu ozna-
czenia jego zawartosci w cieczy, — zawiera w sobie wszystkie warunki,
azeby byla zastosowana i do odczynéw barwnych. Do takich odczynow
nalezg przedewszystkiem odczyny na biatko, o ktérych bede miat moze
sposobno$¢ donies¢ kiedyindziej, oraz odczyn na kwas rodanowodorowy.



Ze wzgledu na obecno$¢ soli rodanowodorowych w $linie ludzkiej, w soku
zotgdkowym, mleku, oraz moczu, ze wzgledu na znaczenie, jakie mu
niektérzy badacze w wymianie materyi przypisujg 1), uwazatem za sto-
sowne zaja¢ sie tym odczynem.

Rozczyn kwasu siarkosinowodorowego i jego soli daja z solami
zelazowemi odczyn barwy krwisto-czerwonej, wywotujacy silne pochta-
nianie w pewnych miejscach widma. Korzystajgc z tego, oparto wiek-
szo$¢ metod oznaczania ilosci rodanku potasu w $linie na poréwnywa-
niu sity zabarwienia normalnego rozczynu rodanku zelaza z zabarwie-
niem wywotanem w S$linie.

Vierordt) pierwszy zajgt sie widmem rodanku Zzelazowego
i proponowat oznacza¢ mate ilosci rodanku potasu w S$linie przez prze-
prowadzenie go w rodanek zelazowy i mierzenie pochtaniania Swiatta
w widmie tego polgczenia. Zmierzyt on w rdznie stezonych rozczynach
wspotczynniki wygasania $wiatta w réznych pasmach widma, jak to
zalgczona tablica przedstawia, i, pomimo niestatych wynikéw, podat
state stosunkéw pochtaniania, ktore miaty stuzy¢ do obliczania ilosci
rodanku potasu.

Zob. tabl. XXII na str. 402.

Rozpatrujac doktadniej te tablice, wykrywa sie w niej dziwne
sprzecznosci rachunkowe. Zastuguja one na blizsze oméwienie juz z tego
wzgledu, ze te liczby stuzg za podstawe do dalszych wywodow Vier-
ordta co do odczynu rodanowego, oraz do oznaczania rodanku potasu
w Slinie.

W gérnym poziomym szeregu mamy stezenia rozczynow rodanku
zelaza, w drugim ich stezenia w stosunku do rodanku potasu. Jezeli
ostatnig liczbe co do rodanku potasu przyjmiemy za jednos¢, to po-
przedzajgce ku lewej rece wyraza sie jak 2, 4, 8 i 16, tenze stosunek
powinien oczywiscie zachodzi¢ i z liczbami tyczacemi sie rodanku zela-
zowego, znajdujemy jednak, iz jezeli ostatnig liczbe przyja¢ za 1, to
poprzedzajgce ku lewej rece wyrazg sie liczbami 2, 4, 8, 1235. Ta
ostatnia liczba jest za wielka, co pochodzi z omytki drukarskiej, polega-
jacej na tem, ze zamiast 1,48750, wydrukowano 1,14875. Poprawiajgc
zatem pomieniong liczbe i obliczajgc statg A, otrzymamy nastepujace

1) M. Nencki. Uber das Vorkommen von Sulfocyansaure im Magensafte. B.
der Deutsch. Chem. Ges. B. 28. 1895.
2) 1 c. 1873



wartosci na A trzech wspéiczynnikdw wygasania w pasmie pierwszem,
obliczone wedtug wzoru



przecietna Al = 0,00447, otrzymaliSmy wiec liczbe niezgodng z ta,
jaka podaje Vierordt (0,0038723).

W pasmie drugiem otrzymamy:

przecietna A? = 0,001593, u Vierordta 0,0015789.

W pas$mie trzeciem otrzymamy:

przecietna A3 = 0,000666, u Vierordta 0,00064874.

W pasmie czwartem otrzymamy:

przecietna A4 = 0,00035117, u Vierordta 0,00033931 i t. d.

Wszystkie stale A sg wedlug mojego obliczenia z liczb Vierordta
znacznie wieksze, niz podane w jego tablicy. Czy Vierordt obliczat
jakos$ inaczej A w danym przypadku, nie za$ podiug wzoru A =
wyjasnienia zadnego nie zataczyt.

Ze podane przez Vierordta wartosci A sg rzeczywiscie za mate,
widaé to z jego nastepnej tablicy, gdzie E, obliczone wedtug wzoru
E = sg wszedzie za duze w stosunku do obserwowanych, co
i Vierordt stwierdza, nie mogac jednak objasni¢ przyczyny tego
zjawiska. Z tego tez wzgledu i liczby, wyrazajace 0 KCNS w Slinie,
jakie otrzymat Vierordt, sg nieco za mate. Z tych wiec wzgledéw, jak
réwniez dlatego, iz Vierordt nie uwzgledniat dyssocyacyi w rozczynach
stabych, — oznaczenia jego, oraz samg metode uzna¢ nalezy za niedo-
stateczne.

Panowie Kruss 1) zarzucajg zupetnie stusznie, iz metoda przez
Vierordta podana zawiera w sobie, jak to juz z niezgodnych wynikéw

1) I c. str. 66.



widaé, zasadnicze nieporozumienie, lecz podajg btedne wyjasnienie tego
zjawiska. Mniemajg oni bowiem, iz odczyn pomiedzy chlorkiem zelazo-
wym i rodankiem potasowym nie zachodzi wedtug réwnania FeCl3
+ 3KCNS = Fe (CNS)3 + KCI, jak twierdzi Vierordt na podsta-
wie swoich spektrokolorymetrycznych pomiaréw, oraz jak to jest ogdl-
nie w chemii przyjete. Opieraja sie oni na wynikach badan podanych
w nastepujacej tablicy.

Tablica XXMI.

~Wspotczynniki wygasania Swiatta wzrastajg, dopdki jedna dro-
bina FeCI3 nie zostata zaprawiona Scisle dwunastu drobinami (= 4 obje-
tosciom) rodanku potasu"”. Spostrzezenia powtarzano, zamieniajgc rodanek
potasu rodankiem zelazowym, oraz chlorek zelazowy atlunem zelazowym
i w obudwu przypadkach otrzymano, przy powyzej podanym stosunku
drobin 1:12 i przy wigkszej ilosci rodanku, identyczne wyniki co do
wspotczynnikdéw wygasania, mianowicie :

Zauwaze tu, iz panowie Kruss pracowali z przyrzadem Vierordta.
Wyniki ich badan sa zadziwiajgce juz z powodu identycznosci wynikow
oddzielnych oznaczeh, wykonanych wsrdéd réznych warunkéw, identy-
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cznosci zupetnej, az do piatego znaku dziesietnego. Przyznaje, iz do
takiej biegtosci w obserwacyi dojs¢ nie jestem w stanie, nawet uzywa-
jac o wiele doskonalszego przyrzadu Glana. Oddzielne moje oznaczenia
wspotczynnikéw, nawet w jednej i tejze cieczy, roéznig sie zwykle
w pigtym, a czesto i w czwartym znaku miedzy sobg. — Panowie
Kruss wnioskujg ze swoich spostrzezen, ,ze wskutek dziatania nad-
miaru rodanku potasu na chlorek zelazowy, powstaje nie rodanek zela-
zowy, lecz zabarwiony rodanek zelazowo-potasowy*.

Krussowi i Morathowi udalo sie nawet jakoby wykry-
stalizowa¢ podwdjng s6l 9 KCNS. Fe (CNS)3.

Opierajgc sie na tych spostrzezeniach, panowie Kruss wyjasniaja,
iz nalezy sie przyjg¢ do obliczehh inng statg A, uwzgledniajgc tworzenie
sie soli podwojnej. Lecz ostatecznie odrzucajg oni zupetnie mozliwosc¢
stosowania tego odczynu do iloSciowych oznaczen, poniewaz podwdjna
s6l 9 KCNS. Fe (CNS)3 ma sie ,tatwo rozktada¢ pod wpltywem wody,
kwaséw i soli“. Oto sg wyniki ich badan:

Tablica XXIV.

~Najdziwniejszym jest* — wedtug nich — ,rozktad podwdjnej soli
rodanowej wskutek dziatania wody".

www.rcin.org.pl



Tablica XXV.

Zobaczymy poOzniej, iz zachodzi tu zupetnie prawidtowe zjawisko
dyssocyacyi.

Stgd wnoszg panowie Kruss, ,iz wobec silnych rozcienczen, kto-
rych sie uzywa do spostrzezen z powodu intensywnego zabarwienia roz-
czynéw podwdjnej soli rodanowodorowej, zostaje ona czesciowo rozto-
zona przez wode i zdolno$¢ tego potaczenia do pochianiania Swiatta nie
moze by¢ stosowana do spektrokolorymetrycznego oznaczania zelaza
lub rodankéw*., Lecz w takim razie c6z dzieje sie z gtownym wyni-
kiem ich rozumowania o tworzeniu sie podwojnej soli 9 KCNS . Fe(CNS)3;
wszak, wedtug tak zgodnych ze sobg liczb tablicy XXIII, jedna drobina
FeCl3 i réwno 12 drobin KCNS dajg state potaczenie, ktore wedtug
pandéw Kruss jest solg podwdjng. CzeSciowo przez wode roztozona sol
podwdjna powinnaby sie znowu, czesciowo przynajmniej, odnowi¢ wskutek
zdwojenia ilosci rodanku potasu, podczas gdy przeciwnie w obydwu przy
padkach widzimy identyczne liczby. Tu wiasnie istnieje sprzecznosé
trudna do rozstrzygniecia. Albo sél podwojna sie tworzy, lecz woda ja
rozktada, a w takim razie wzrastajgca ilos¢ dodanego rodanku potasu
(patrz ostatnie liczby tablicy XXIII str. 404) powinna dziata¢ przeciw
temu rozktadowi i stopniowo zwigksza¢ wspotczynnik wygasania, lecz
wtedy traci si¢ grunt do teoryi o tworzeniu si¢ soli podwdjnej. Albo
tez liczba 1,07059 jest stata, s6l podwdjna sie tworzy, lecz w takim
razie przez wode sie nie rozklada, czemu przeczy tabl. XXV (str. 406).

W r. 1891 wystgpit G. Ma gnanini 1) przeciwko powyzszym wywo-

1) G. Magnanini. Ueber die Reaction zwischen Ferrisalzen und losslichen
Rhodaniden. Zeit. f. physik. Chemie. VIII. 1891.



dom panéw K riiss, sprowadzajac, jak tego spodziewaé sie mozna byto,
wszystkie nieregularnosci odczynu rodanowego do dyssocyacyi elektro-
litycznej w rozczynach, lecz wywody swoje popart zupetnie niedosta-
tecznie.

Chcac sie do ostatecznego rozwigzania kwestyi powyzszej przy-
czyni¢, postanowitem przedewszystkiem stwierdzié, czy sie rzeczywiscie
tworzy s6l podwdjna.

Rozpuszczatem czysty wodnik zelazowy w czystym kwasie roda-
nowodorowym. Poniewaz w rozczynie nic innego, précz polgczenia
Fe(OH)3 i HCNS nie byto, tworzenie sie wiec wszelkich soli podwdj-
nych byto wykluczone. Fe(OH)3 otrzymatem przez stracenie zapomocg
amoniaku z rozczynu chlorku zelazowego. Osad zostat przez dekantacye
dziesie¢ razy wodg wymyty i trzy razy na saczku wyptukany, po
czem woda przesgczona nie zawierata ani $ladu amoniaku, ani kwasu
solnego.

HCNS otrzymatem za pomocg destylacyi w prozni z mieszaniny
rodanku potasowego i niezbyt mocnego kwasu siarkowego.

W ten sposdb otrzymany kwas zostat rozcieficzony i odsaczony
od produktu polimeryzacyi. Azeby zna¢ stezenie stosowanego do do-
Swiadczen kwasu, sporzadzitem go jako 10 R pomocag 10 N ‘tugu
sodowego. W tem rozcienczeniu z biegiem czasu sie nie polimeryzowat
i prawie ze sie nie rozkladat, wydzielajgc tylko stabg won cyanowo-
doru; wygladat jako ciecz bezbarwna ze stabym odcieniem zétawo-
zielonawym. Do pewnej ilosci takiego kwasu dodatem Fe(OH)3 w nad-
miarze, tak iz po 24 godzinach pozostata jeszcze czes¢ nierozpuszczona,
poczem przesaczytem, pozostawitem jeszcze na 24 godzin i przesaczytem
powtérnie przez saczek podwojny. Taki nasycony rozczyn Fe(CNS)3
rozcienczylem do tego stopnia, az sie stat do badania spektrokoloryme-
trycznego zdatny. Oznaczytem wspétczynniki wygasania $wiatta tego
stabego rozczynu i cieczy otrzymanych przez stopniowe jego rozcien-
czanie woda. Wyniki przedstawione sg w tabl. XXVI (str. 408).

Rozczyn najbardziej rozcieficzony miat barwe zo6ko-brunatnag, naj-
bardziej stezony réwnie odcien brunatno-zétty, tylko rozczyny posrednie
miaty barwe mniej lub bardziej czysta krwisto-czerwona.

Widma poréwnywatem w pasmie pomiedzy podziatkami skali 70
i 73, co odpowiada dtugosci fal A = 525 do A= 516.



Tablica XXVI.

Stopien rozcienczenia Wspotczynnik
Kat a wygasania
Swiatta

Jeden rzut oka na tablice powyzszg wystarcza, aby stwierdzic,
iz wspotczynniki wygasania zmniejszaty sie o wiele szybciej, niz wzra-
stato rozcienczenie. Objasni¢ to zjawisko mozna albo przez dyssocyacye
elektrolityczng, jak to robi Magnanini, albo tez, przynajmniej czesciowo,
przez hydrolize.

Nalezato sie wiec stwierdzi¢, czy po rozcieficzeniu rodanku zela-
zowego zachodzi dyssocyacya, czy tez hydroliza. Najbardziej rozstrzy-
gajace bytoby w danym przypadku wymierzenie przewodnictwa elek-
trycznego rozczyndéw o rozmaitem stezeniu, lecz, poniewaz nie posiada-
tem urzadzenn odpowiednich, musiatem sie zadowoli¢ dyalizowaniem roz-
czynOw rozcienczonych.

W pierwszym dyalizacie mogtem wykry¢ zelazo, ktére przecho-
dzito przez btone, widocznie jako Fe(CNS)3, poniewaz obok niego i kwas
rodano-wodorowy wykry¢ byto mozna; potem zas, w dyalizatach na-
stepnych, mogtem wykry¢ tylko mate ilosci kwasu, zelaza za$ wcale
tam nie bylo. Stad wynika, iz zelazo znajdowato sie w rozczynie prze-
waznie w formie kolloidalnej, niedyalizujgcej (jak to juz i dla FeCl3
wykazane zostato) prawdopodobnie w postaci Fe(OH)3, albo Fe(CNS)
(OH)2, albo tez Fe(CNS)2 (OH). Spostrzezenie to przemawia bardziej
za hydroliza, niz za dyssocyacya, chociaz tej ostatniej nie wyklucza.

Bardzo szybkie zmniejszanie si¢ wspotczynnikéw wygasania w po-
wyzej przytoczonym szeregu spostrzezen, wskazuje jednak na rzeczy-
wiste trudnosci, zachodzace w zastésowaniu odczynu tego do ilosciowych
oznaczen HCNS Ilub Fe w rozczynach. Wiemy jednak z wielorakich
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przyktadéw, iz przez dodanie duzej ilosci jonéw elektro-ujemnych, dys-
socyacya sie zmniejsza, z drugiej za$ strony wiemy, iz hydroliza sie
zmniejsza, jezeli dodamy nadmiar kwasu. Czy wiec nieproporcyonalne
zmniejszanie sie E objasnia¢ bedziemy w jeden lub drugi sposéb, do-
danie nadmiaru kwasu dziata¢ powinno—podnoszac barwe. Na tej drodze
spodziewatem sie otrzymac bardziej prawidtowe liczby.

Do 6 cm3 Fe(CNS)3 w roznem rozcienczeniu dodawatem po 4 cm3
10N kwasu rodano-wodorowego. W przedostatniej kolumnie tabl. XXVI11.
podane sg obserwowane katy a, w ostatniej zas obliczone wsp6tczynniki
E. Kat a byt oznaczony nie czystej wody, lecz mieszaniny 4 cm3 HCNS
i 6 cm3 wody, azeby w ten sposob usunaé, nieznaczny zreszta, wplyw
z6ttawego odcienia kwasu.

Tablica XXVII.

Stopien rozcienczenia

PeNS Fe(CNS)3 wody ’ .
4 cmj 5 cm3 1 cmi — 1°47 2,75483
4 3, 3, + 6°23 164018
4 . 9 m 4 + 16° 35' 1,05475
4 - T 5 +310 19  0,51902
4 - o " 6 V +48° 17' —

Jak to wida¢ z tablicy, zmniejszyta sie nieprawidtowo$¢ w sze-
regu E i pozostata tylko w bardzo matym stopniu. Dyssocyacyi zupetnie
usuna¢ nie mozna, poniewaz nie zmniejsza sie ona réwnomiernie ze
wzrostem ilosci dodanego kwasu, lecz asymptotycznie.

Teraz widzimy jasno, na czem polegat blagd pandéw Kruss. Zja-
wiska zwigzane z dyssocyacya i hydrolizg, ttbmaczyli oni przez tworze-
nie sie soli podwdjnej. Moje spostrzezenia dowodzg, iz taka sél podwdjna
sie nie tworzy, poniewaz potgczenie Fe(OH)3 z kwasem HCNS, a wiec
potaczenie pojedyncze — daje zjawiska podobne do tych, jakie panowie
Kruss obserwowali podczas dziatania FeCl3 na KCNS. W moich spo-
strzezeniach s6l podwdjna nie mogta sie tworzyé, jednakze nadmiar
HCNS podnosit barwe rozczynu. Wobec nadmiaru jonédw CNS zmniej-
szata sie dyssocyacya. Tenze sam proces zachodzit i w doswiadczeniach

Rozprawy Wydz. mat.-przyr. T. XXXI. 52



panéw Kruss (patrz tabl. XXIII str. 404), jezeli dodawali nadmiar jonow
CNS w postaci rodanku potasu.

Rozcienczanie wodg ostabia zabarwienie, nie wskutek rozktadu
soli podwajnej, lecz przez zwigkszenie dyssocyacyi (lub hydrolizy) w roz-
czynie (Tabl. XXV str. 406). Dodanie soli obojetnych, lub kwasu sol-
nego (Tabl. XXIV str. 405) wptyna¢ powinno i w tym przypadku, jak
sie to dzieje z innemi potgczeniami w warunkach analogicznych, na
zmniejszanie sie dyssocyacyi, dziatanie ich za$ na sél podwojna nawet
panom Kruss dziwnem sie wydaje.

Widzimy wiec, iz zastosowanie spektrokolorymetryi do oznaczania
ilosci rodanku potasu w S$linie jest zupetnie mozliwe i nie napotyka na
wieksze przeszkody, niz te, na jakie sie przy innych pomiarach spek-
trokolorymetrach natrafia.

Liczby z tabl. XXVII., ktore sg wartosciami na E, wykazujg tylko
nieznaczne odchylenia od proporcyalnosci ze stezeniem. Opierajac sie
na tem, mozemy oznacza¢ zelazo w rozczynach jezeli dodawaé bedziemy
nadmiar kwasu rodano-wodorowego, lub rodanku potasu. Oznaczajac
rodanek w S$linie, nie mogtem stosowa¢ nadmiaru rodanku dla usuniecia
hydrolizy, lecz dodawatem nadmiaru drugiego odczynnika, t. j. soli ze-
lazowej. Jako sol zelazowa, stosowatem chlorek zelazowy, nie za$ atun
zelazowy. Rozczyn pierwszego ma barwe zétta, rozczyn za$ drugiego
mozna mie¢ prawie bezbarwny, lecz poniewaz otrzymanie takich, tylko
stabo zabarwionych rozczynoéw atunu, przedstawia pewne trudnosci, tak iz
Vierordt nie radzi ich uzywac, 1) stosowatem wiec chlorek zelazowy.

Ze wzgledu na to, iz Slina jest zwykle stabo alkaliczna, nalezato
rozczyn zakwasi¢. Mocne zakwaszenie rozczynu potrzebne mi byto
jeszcze i z tego powodu, azeby usungé hydrolize chlorku zelazowego
i przez to mozliwie zmniejszy¢ zabarwienie jego rozczynu.

Rozpuscitem 1 gr. suchego FeCl3 w 25 cm3 wody, dodatem 5 cm3
stezonego kwasu solnego i dopetnitem do 100 cm3 wodg. W ten sposéb
otrzymatem zéhttawy 1040 rozczyn FeCl3 w 1,400 kwasie solnym. W dal-
szym ciggu bede nazywat ten rozczyn wprost FeCl3. Précz tego roz-
puscitem 0,01 gr. krystalicznego KCNS w 100 cm3 wody. Do wszyst-
kich prébek dodawatem jednostajna ilos¢ FeCl3, mianowicie 4 cm3. —
Obserwowatem pasmo toz samo, co i poprzednio, t. j. pomiedzy podziat-
kami skali 70 i 73.

Otrzymatem przecietng warto$¢ A = 0,00001022, przyjmujac wiec
te wielko$¢, mozna oznacza¢ zawarto$¢ rodanku potasu za pomocg ro-
wnania: 0 KCNS = E. 0,001022.

1) I c. str. 62.
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Tablica XXVIII.

Stezenie rozczynu Stezenie
KCNS w 6
cm* cieczy

Sling nalezy przesaczy¢ i 6 cm3 przesaczu zmieszat z 4 cmj
FeCl3. Jezeli otrzymuje sie przy tem zabarwienie zbyt silne, lub jezeli
mamy mato $liny, to mozna wzig¢ jej mniejszg ilos¢, dopetni¢ do 6 cm3
wodg i potem obliczy¢ na objetos¢ 6 cma3

W ten sposob znalaztem zawarto$¢ rodanku.

Tablica XXIX.

Znalezione liczby lezg w granicach podanych przez innych autoréw.

Préby z mieszang $ling pséw w czterech przypadkach nie wyka-
zaly zawartosci rodanku.

Mamy wiec metode oznaczania ilosci rodanku potasu w $linie,
ktoéra z tatwoscig zastésowal sie daje w praktyce.



Pospolite zastosowanie tej metody, przyczyni sie moze do wyja-
$nienia pytania, jaka droga KCNS w organizmie si¢ tworzy.
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