SOBRE LA PRESENCIA DEL METILGLIOXAL
A L’ORINA
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Des que Neuberg (1) i Dakin i Dudley (2), I'un
independentment dels altres, demostraren Iexisténcia
d’un ferment en els teixits animals que dismuta el metil-
glioxal en acid lactic i observaren la importincia meta-
bolica d’aquesta accié fermentativa, s’han portat a terme
nombroses experiéncies, per tal d'investigar la impor-
tancia fisiologica del metilglioxal i les seves trans-
formacions. Neuberg i Gorr (3) i Neuberg i Kobel (5)
arriben a la conclusi6 que el metilglioxal és un producte
normal de la descomposicié dels hidrats de carbon, tant
en la vida animal com vegetal.

D’una banda sén nombroses les cél-lules animals de
diversa classe (muscle, fetge), aixi com vegetals (llevat,
bactéries lactiques) (4) que formen acid lactic a partir del
metilglioxal; i, d’altra, pot obtenir-se aquesta substancia
en la descomposici6 de la glucosa pel llevat i les bacte-
ries lactiques (6) (7), per organs vegetals (8), cél lules
animals (g), etc. Ultimament, Case i Percival-Cook (r0)
han observat la formaci6 de metilglioxal i acid pirtvic
en el treball muscular. Tots aquests fets ens porten al
convenciment que el metilglioxal és un producte inter-
mediari en la desmolisi dels glicids (r2).
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Considerant la composicié tan complexa de l'orina
i el gran nombre 1 varietat dels seus components, cal sos-
pitar que el metilglioxal es trobi entre ells. Si bé, se-
gons M. Vogt (13), la presencia de la dismutasa impedeix
el normal acumulament d’aquell metilglioxal en els teixits
animals, existeix sempre la possibilitat que, sobretot en
certs estats patologics, una part d’ell no sigui transfor-
mada 1 s’elimini per l'orina.

Recordem, per exemple, que en l'orina normal
existeixen petites quantitats de diversos hidrats de carbon
(polisacarids, sucres senzills), acid glucuronic i acid sa-
caric; que normalment s’hi troba acid lactic; pensem en
els diversos acids grassos, en els acids oxalic i oxaldric,
en la preséncia en l'orina d’alguns diabétics, a part de la
glucosa, d’altres sucres, cossos cetonics i acetaldehid
(Stepp i Feulgen) (14), una barreja de substancies de
tres atoms de carbon, la quantitat del qual, en les
vint-i-quatre hores, oscil-la entre 1 i 5 mgr.

Recordem, finalment, que per l'orina no tot el que
s'elimina es resultat d’un metabolisme complet; tan sols
la urea és un producte residual, totalment oxidat. En
una combustié total, C i H formen CO, i H,O, la via
natural 1 exclusiva d’eliminaci6 dels quals no és l'orina.
Tal com remarquen Voit i Bouchard, gairebé la totalitat
dels components de l'orina s6n produits en diverses etapes
d’un metabolisme incomplet; 1 aixo es dedueix de diversos
fets coincidents : les oscil-lacions del carbon urinari i del
quocient C/N que, en determinades circumstancies, poden
depassar de molt el normal (carboniria disoxidativa de
Bickel i Kaufmann-Kosla)( 15); la quantitat d’acids orga-
nics en l'orina, que ascendeix del valor normal de 20-50
miliequivalents fins a 100 i 200 (Widmark) (16); la rela-
ci6 de l'oxigen absent urinari segons Miiller (17) i del quo-
cient Oa/N, els valors del qual coincideixen practicament
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amb els del quocient caloric Cal/N de Rubner. Es sabut
que aquest valor arriba de vegades fins a 6, 519, o sigui
més elevat que el valor teoric 5, 4, fet que cal atribuir a
la preséncia en l'orina de diverses substancies organiques,
dificils de calcular exactament, i per la preséncia de les
quals el quocient pot arribar fins a 11,9, segons Tangl (18),
en casos de la disoxidacié dels hidrats de carbon.

Entre les alteracions metaboliques que s’assenyalen
per hipercarbomiria, cal comptar-hi la diabetis (prescin-
dint del contingut en C del sucre, Bickel) (19) i I'avitami-
nosi B (Collazo i C. Pi-Sufier Bayo) (20), sense que siguin
aquestes les tuniques alteracions del metabolisme dels hi-
drats de carbon, greixos i proteines, que van acompa-
nyades de l'aparici6 en l'orina de productes metabolics
intermediaris.

Ens sembla, doncs, d’interés investigar si entre
aquests components de 1'orina es trobava el metilglioxal.
La nostra primera idea fou que si aquesta substancia exis-
tia realment en l'orina, el trobariem sens dubte amb major
freqiiéncia i major quantitat en l'orina dels diabétics.

EXPERIENCIES

Com a orientaci6 portarem a terme una reacci6 facil i
senzilla, que ens permetés de verificar gran nombre d’ana-
lisis. Es ja sabut que des de Neuberg (21), sén diverses
les reaccions colorejades que s'usen per a identificar el
metilglioxal. Nosaltres seguirem la técnica de Barrens-
cheen i Braun (22) :si s’afegeix a una soluci6 de metil-
glioxal una petita quantitat de pirrol i s’acidula el conjunt
amb acid clorhidric, s’obtenen ja coloracions caracteris-
tiques amb dilucions de metilglioxal fins a 1 :250,000.
Posavem en un tub d’assaig 1 cc. d’orina, ajuntdvem
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dues gotes de pirrol pur, recentment destil-lat i total-
ment incolor, i de seguida dues gotes més d’acid clorhidric
concentrat, pur. Si la reacci6 és positiva, s’origina un
color groguenc o groc taronja, groc rogenc : aquests dife-
rents matisos depenen de la concentracié en metilglioxal.
No hi ha formacié de precipitat i el liquid es manté trans-
parent, fins al cap d’unes hores que comenga a enterbolir-
se, degut a la formaci6 de corpuscles, primer liquids,
solids després, pesats, obscurs, que s’adhereixen a les pa-
reds del tub i dificulten el netejar-lo. Mentre la solucié
es manté clara, la intensitat de la coloraci6 roja va
augmentant amb el temps, essent proporcional a la con-
centracié de metilglioxal fins a una dilucié6 d'un 1 : 32,000.
Els autors sostenen que, a una concentracié6 mitjana, el
color groc passa a roig (quan s’alcalinitza amb sosa la so-
lucid) i que fins a dilucions d'un 1 : 16000 s’observa una
neta fluorescéncia verdosa. Si bé ens ha estat possible
remarcar aquestes variacions de color en solucions pures
de metilglioxal, no fou aixi en l'orina. La reacci6 és
especifica 1 no la donen ni els sucres, ni les trioses, ni
l'acid pirtvic o l'acetaldehid.

En I'analisi de l'orina d’alguns diabétics hem obtin-
gut resultat positiu, independentment del fet que fossin
malalts glucostrics o compensats, i sense relaci6 amb el
contingut de glucosa de 'orina. Algunes, contenint molta
glucosa, donaven resultat negatiu i altres es comportaven
a la inversa.

Per a comprovar si les coloracions obtingudes en
I'analisi de les orines corresponien a les de les solucions
pures de metilglioxal, obtinguérem una d’aquestes segons
el métode de Neuberg 1 Hoffman (24), per oxidacié de la
glicerina per l'aigua oxigenada en preséncia de sulfat de
ferro i deshidrataci6 del producte resultant (aldehid gli-
ceric 1 dioxiacetona) per destillaci6 amb acid sulfiric
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concentrat. La soluci6 no s'altera per 'addici6 d’acid
tricloracétic fins a 8 per 100, ni en soluci6 acida; en canvi,
desapareix el metilglioxal si es calenta a 100° una solucié
aquosa, o se l'alcalinitza en fred, transformant-se en acid
lactic (Denis) o en altres substancies. Aquestes solucions
control de metilglioxal donaven amb el pirrol i acid clor-
hidric exactament la mateixa reaccié que l'orina posi-
tiva, fet que ens féu suposar que, efectivament, en aques-
tes orines es trobava metilglioxal.

Intentarem reforcar aquesta suposici6 amb altres
meétodes qualitatius i obtinguérem resultats poc satis-
factoris, degut a diversos motius.

Alguns meétodes no poden usar-se en el nostre cas
particular, per donar resultat positiu amb altres compo-
nents de l'orina. Entre ells s’hi troba el de Denigés (25)
proposat primer per a la investigaci6 dels alcaloides i usat
després per a la del metilglioxal (26). També assajarem
el d’Ariyama (27). Per addici6 de cianur sodic o po-
tassic a una soluci6 de glioxal o metilglioxal s'obté
un gran augment de la llur capacitat de reduccio.
Després d’assaigs amb diversos reactius, creu l'autor com
el més indicat l'arseno-fosfor-wolframic de Benedict
(usat també en la determinaci6é de l'acid tric), per oferir
els avantatges de color intens en reaccionar, estabilitat
i bona proporcionalitat entre el color obtingut i la quan-
titat de glioxal o metilglioxal presents.

Perd aquest métode tampoc no pot usar-se en l'orina,
d’una banda per donar també resultat positiu amb l'acid
uric i molts d’altres components d’aquella — acetaldehid,
glucosa — i, d’altra, perqué l’amoniac impedeix l'aparici6
del color caracteristic i origina la formaci6é de precipitats
i corpuscles. Amb el métode d’Ariyama no hem pogut
obtenir res, ni intentant eliminar I'acid tric amb acetat
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de zinc, ni destilant, cosa que, per altra banda, impossibi-
litaria tota determinacié quantitativa del metilglioxal.
També en abséncia de 1'acid tric s’observen coloracions,
enterboliments i precipitats, deguts principalment a 1’exis-
téncia de fosfats o altres substancies que es troben nor-
mal o accidentalment en l'orina (glucosa, fructosa, ace-
taldehid). Tot i haver intentat portar a terme aquest
meétode en diverses condicions i investigar les causes
d’error, no ens ha estat possible d’obtenir resultats satis-
factoris.  Per al nostre objecte, o sigui en 1’orina, tampoc
no pot portar-se a terme la reaccié de Neuberg, tan acre-
ditada en I'estudi de les microfermentacions. Seguint la
técnica exposada per Tschugajeff i Tischtschenko (28) ob-
teniem la niquel-metil-glioxima en la forma segiient : a 1 cc-
de la soluci6 que s'investiga (orina) i 0,2 cc. de solucié de
clorhidrat d’hidroxilamina al 20 per 100 s’ajunten 0,I cc.
d'una soluci6 de sulfat de niquel a 1,25 per 100, alca-
linitzada lleugerament per addici6 d’unes gotes de NH,
concentrat. A la temperatura del laboratori apareix
de seguida una coloraci6 taronjada, que en calentar-la
guanya en intensitat i finalment es torna roja. Neuberg
1 Scheuer (29), operant amb solucions suficientment con-
centrades, aillaven la metilglioxima per dissolucié en éter,
evaporaci6 i1 pesada del residu sec. Deixant de banda
la composicié tan complexa de l'orina, tan sols el fet de
la petita sensibilitat del meétode del niquel, ens deia ja
la seva impossibilitat d’aplicacié en el nostre cas. A més,
degut al color particular de 1'orina, no podia observar-
se el produit pel metilglioxal en preséncia d’orines amb
dilucions superiors a I : 1,000, i quan el metilglioxal exis-
teix en l'orina, ho fa sempre en quantitats inferiors.
També intentarem wusar els metodes basats en
l'oxidacié del metilglioxal, si bé amb poca confianga
en el resultat, degut a la gran quantitat de components
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de I'orina no totalment oxidats, i les experiéncies, en efec-
te, ens convenceren que eren ben justificades les nostres
aprensions.

Assajarem, aixi mateix, la técnica de Kuhn i Hecks-
cher (30), basada en qué el metilglioxal, degut a la seva
qualitat d’aldehid, s’oxida amb hipoiodit, mentre 1’acid
lactic que I'acompanya no s’altera. Willstitter i Schu-
del (31) porten a terme aquesta oxidaci6 amb iode en
solucié alcalina; Auerbach i Bodlinder (32) aconsellen
l'oxidacié amb iode i la valoraci6 amb tiosulfat, i després
han millorat el seu métode usant barreges equimoleculars
de CO,Na, 2n i CO,HaN 2x d’un pH 10,1-10,2, evitant
d’aquesta manera la formacié de iodoform.

Tots aquests meétodes, a part dels desavantatges
de inseguretat i inexactitud, tenen Iinconvenient de
no poder-se usar quan l'orina conté glucosa, o sigui en
les orines dels diabétics. En preséncia d’ella s’obte-
nen resultats massa elevats, i la glucosa no pot eliminar-se
per lletada de calg i coure, que destrueix aleshores,
inclis en fred, gairebé la totalitat del metilglioxal, per
transformar-se en part en acid lactic. Per aixd no pot
usar-se cap d’aquelles reaccions en lorina. Fiirth i
Charnass (33) oxiden el metilglioxal amb permanganat
potassic, verificant la reacci6 en dues proves — abans
1 després de destil-lar, per a separar-lo de 1'Acid lactic.
Es evident que la diferéncia entre ambdés valors ens
donara el del metilglioxal; perd cal tenir en compte que
una part d’aquest pot transformar-se en acid lactic per
la mateixa destil-lacié.

Friedemann (34) usa una soluci6 de NaOH de pH
superior a 12 i H,0,; a la soluci6 a investigar se li adjunta
aigua oxigenada totalment neutra amb unes gotes de
fenolftaleina i, amb una bureta, unes gotes de NaOH #n/ro.
Després de cada addici6 ha d’agitar-se una mica i esperar
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fins que desaparegui la coloracié rosada; quan aquesta
es mantingui inalterada, s’ha obtingut Il'oxidacié del
metilglioxal fins a un 95-98 per 100. S’esperen encara
cinc minuts, fins a acabar l'oxidaci6, 1 es valora l'excés
d’alcali amb acid n/ro. En fer els calculs, cal tenir en
compte que cada molécula de metilglioxal es transforma
en dues d’acid monovalent. També aquest métode hem
vist que no donava resultats satisfactoris aplicat a I'orina,
entre altres motius, degut a la circumstancia que el seu
color dificulta 'observaci6 exacta del viratge de la fenol-
ftaleina. Afegint a l'orina quantitats conegudes de me-
tilglioxal, els resultats foren irregulars, i mai quantita-
tius. En canvi, operant amb solucions pures de metilglio-
xal, el métode ens ha mostrat una gran exactitud.

DETERMINACIONS QUALITATIVES I QUANTITATIVES

Entre totes les reaccions que hem descrit tan sols
dues ens semblaren aplicables : la del pirrol per a I'orina
1 la de Friedemann per a la soluci6 de control. Perd, al
mateix temps, ens sembla necessari, a part de I'analogia
d’ambdues reaccions, obtenir la seguretat que en el nostre
cas esdevien efectivament a la preséncia del metilglioxal.
I aixd encara era més necessari, perqué amb totes les
altres reaccions no obteniem cap resultat prou satisfactori.

Per tant, buscarem de confirmar els nostres resultats
per l'aillament del metilglioxal en forma de la 2-4-dini-
trofenilhidrazona, segons el meétode proposat per Neu-
berg i Kobel (35), insubstituible per a la investigaci6 del
metilglioxal en una soluci6 de substancies organiques.
Efectivament, Neuberg ha demostrat que el metilglioxal
reacciona tan sensiblement amb la p-nitrofenilhidrazina i
especialment amb la dinitrofenilhidrazina, que és gairebé
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possible parlar d’especificitat. Amb ajuda d’aquesta reac-
ci6 es pot determinar el metilglioxal fins en dilucions de
I't : 50,000 i I:100,000, 0 sigui d’'unes 1-2 y per centi-
metre cibic. Si bé és veritat que altres compostos sem-
blants formen amb les hidrazines, analogues hidrazones
1 osazones, cal tenir en compte que ho fan tan sols a
molta major concentraci6. Es més recomanable 1'is de
la dinitrofenilhidrazina, perqué la bishidrazona es forma
més facilment — la reaccié posseeix una major sensibili-
tat i aquella és practicament insoluble en alcohol, a
diferéncia de les dels aldehids acétic, formic i glicéric i
dels sucres en general, circumstancia que facilita la seva
separaci6 i identificaci6. La bishidrazona del metilglioxal,
tractada amb potassa en solucié alcoholica, déna, segons
Neuberg i Kobel (35), una intensa coloracié blau-violeta
caracteristica, que apareix inclis en solucions molt di-
luides. Aquesta propietat ha estat usada posteriorment
per Barrenscheen i Braun (37) per a la determinaci6, del
metilglioxal, basant en ella un métode colorimétric (38)
que nosaltres provarem per la seva senzillesa.

En les primeres experiéncies tractivem l'orina amb
soluci6 al 2 per 100 de 2-4-dinitrofenilhidrazina en
CIH 2n, calenta, rentavem diferents vegades i separavem
el precipitat per centrifugacié, després de tractar-lo amb
CIH normal i alcohol al 30-50 i fins 75 per 100 contenint
CIH fins a normalitat. El precipitat restant, després
d’aquest tractament, consistia en la bishidrazona del
metilglioxal — degut a la seva insolubilitat en alcohol —
com demostrava el fet que, tractat amb potassa alco-
holica al 5 per 100, donava la coloraci6 violeta caracte-
ristica.

Amb 10 cc. d'orina no obteniem bons resultats,
perqué el petit residu resultant es perdia durant les
centrifugacions. Aleshores operarem amb 100 cc. d’orina
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pirrol-positiva, amb I'esperanga d’obtenir major eéxit, i
aconseguirem aillar la bishidrazona amb totes les seves
propietats caracteristiques. Pero és molt fatigés haver
de treballar amb aquest volum d’orina i separar cada
vegada el residu per centrifugacié, i més encara tenint
en compte que, per a obtenir solucions alcoholico-clorhi-
driques incolores, haviem de portar a terme fins a
cinquanta rentats, amb el perill corresponent que es
trenqués el tub de la centrifuga i perdéssim en un mo-
ment el treball de tants de dies. Per tal d’estalviar-nos
temps, actualment hem modificat el métode en el sentit
de verificar els rentatges, per a la determinacié quantita-
tiva, en un filtre de Schott.

La reacci6 colorejada per la potassa alcoholica és util
per a la comparacié colorimeétrica en la determinacio
quantitativa amb la solucié de control tractada d’igual
manera. La potassa alcoholica déna també coloracions
amb l'osazona de l'acid pirdvic i la hidrazona de I'al-
dehid acetic, perd llurs tonalitats son distintes : blau-ro-
genca amb l'dcid pirdvic i magrana amb l'acetaldehid.
La soluci6 de 2-4-dinitrofenilhidrazina, tractada amb
aquesta potassa alcoholica déna una coloracié6 molt
semblant a la de la bishidrazona del metilglioxal, pero
es diferencia d’aquesta en que el color desapareix amb un
excés de potassa, mentre el d’ella es manté inalterable.

Ni la reacci6 del pirrol ni les propietats ja descrites
de la bishidrazona obtinguda pel tractament amb la 2-4-
dinitrofenilhidrazina, ens semblaren encara suficients per
a afirmar la preséncia del metilglioxal en 1'orina, degut a
la qual cosa intentarem aillar i cristal-litzar la bishidra-
zona, amb la intenci6 d’identificar-la pels seus cristalls i
punt de fusio.

Com abans, tractarem l'orina amb una soluci6 ca-
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lenta de dinitrofenilhidrazina en CIH 2% (1 cc. de soluci6é
per a 10 cc. d’orina); esperarem fins a la total precipi-
taci6, 1 abandonarem el precipitat durant dotze hores a
I'estufa. El separarem per decantaci6 i filtracié i el dissol-
guérem de nou en piridina calenta. Refredant aquesta
en la gelera, obteniem una substancia d’apariéncia oliosa,
que, vista al microscopi, apareixia en forma de cercles
greixosos 1 gotes d’oli, a I'interior de les quals de vegades
s’endevinaven cristalls de forma indefinida. Tan sols una
vegada obtinguérem cristalls que es podien comparar
als de la hidrazona de l'acetaldehid, perd mai que fossin
semblants als obtinguts per dissoluci6 en piridina del pre-
cipitat resultant de tractar la solucié control de metil-
glioxal amb la dinitro, cristalls petitets i poc caracteris-
tics, pero totalment diferents dels amorfs de l'orina.

Intentarem també dissoldre el precipitat en nitro-
benzé calent, concentrar la soluci6 per evaporaci6 i pre-
cipitar els cristalls per refredament. Mentre operarem
amb la soluci6 pura de metilglioxal, obtinguérem aixi
cristalls facilment diferenciables, perd en intentar aplicar
el méetode a l'orina, resultaren les mateixes masses olioses
del tractament amb piridina.

Aleshores intentarem determinar el punt de fusi6
dels cristalls obtinguts d’ambdues maneres — amb piri-
dina i amb nitrobenzé — i veiérem que fonien per sota
de 100° o sigui a temperatura massa baixa. Aix0 ens
convencé que la dinitrofenilhidrazina reaccionava si-
multaniament amb altres components de l'orina. Pu-
cher (39), tractant orina normal amb fenilhidrazina, havia
pogut obtenir una osazona cristallitzada. En vista de
tot aixd ens convencérem de la necessitat d'un aillament
sistematic de les substancies principals que podien acom-
panyar el metilglioxal i reaccionar amb la dinitro; entre
elles calia considerar en primer terme ['acetaldehid, la
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preséncia del qual en 'orina és ben coneguda, i originant
una hidrazona cristal-litzada, i potser també I'osazona de
I'acid piruvic.

Per a la separaci6é ens servirem de la técnica de Si-
mon i Neuberg (40), mitjangant la qual poden aillar-se i
determinar-se separadament el metilglioxal, acid pirivic,
aldehid acétic i1 acid lactic, quan es troben simultania-
ment en solucid, tal com ocorre en l'orina.

Sempre treballivem amb orina pirrol-positiva de
diabétics compensats, la qual, per tant, es troba lliure
de glucosa i cossos cetonics.

Les primeres experiéncies les efectuarem amb 2-4
litres d’orina sense obtenir quantitats suficients de bishi-
drazona i osazona. Després dels nombrosos rentatges, que-
dava, bé un residu imponderable, bé una tan petita quan-
titat de substancia, que no permetia de cap manera la seva
identificaci6 per solubilitat, cristal-litzaci6 i punt de fusi6.

Reunirem 12 litres d’orina, la filtrarem i hi ajun-
tarem carb6 animal que, si bé veiérem que retenia part
del metilglioxal, ens facilitava molt la prova qualitativa,
per retenir encara e€n major proporcié moltes altres subs-
tancies. Neutralitzavem exactament el precipitat, afe-
giem CIH 27 fins a una concentraci6 d'r gr. d’acid per
100 gr. d’orina, ja que la soluci6é no ha de tenir mai menys
de I't per 100 d’acid clorhidric, si no es vol que la dini-
tro precipiti per si sola. Com sempre, cal usar la di-
nitro en solucié en C1H 2n a I't : 60, 1 en la relacié d’x cc.
de reactiu per a 10 d’orina. La barreja 1'abandonavem
durant setze hores a l'estufa, deixavem refredar a la gelera
fins a 8-10° i filtravem per un filtre de Schott 17 G4.
Una volta separat el precipitat del filtre, es renta diferents
vegades amb CIH 2n calent, fins que la soluci6 filtrant
surt completament incolora, 1 aleshores dues vegades més
amb aigua destil-lada freda. Després es deixa passar pel
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filtre solucié normal de carbonat sodic freda que, degut a
la preséncia de l'osazona de l'acid pirtivic, pren una in-
tensa coloracié bruna fosca. El tractament amb carbo-
nat — tot i agitant amb una vareta de vidre el con-
tingut del filtre —ha de repetir-se tant com sigui ne-
cessari fins que el liquid filtri incolor, i aleshores es renta
dues vegades amb aigua destil-lada calenta. Acidulant
amb CIH el filtrat, pot obtenir-se l'osazona de I’acid
pirivic, en forma de precipitat pulverulent groc-obscur.

El residu del filtre es tracta amb alcohol al o4
per 100 bullint, i aixi es dissol la hidrazona de l'acetal-
dehid. El tractament es repeteix fins que I’alcohol que
al principi prenia un color bru, surti completament incolor.
La hidrazona de I'acetaldehid pot separar-se de 1’alcohol
per evaporacié d’aquest, al bany maria o al buit. Trac-
tant aixi 'orina no s’obté una hidrazona pura de 'acetal-
dehid, perque I'alcohol dissol també altres substancies
que encara no hem pogut definir.

La bishidrazona del metilglioxal que en aquest me-
tode queda en el filtre, s’hi troba en molt petita quanti-
tat i és dificil de separar mecanicament. Nosaltres la
dissolguérem en nitrobenzé en calent.

Operant de la manera descrita, obteniem tres liquids:
a) la soluci6 de carbonat sodic contenint l'osazona de
I'acid pirdvic, juntament amb altres substancies; 4) 1'al-
cohol amb la hidrazona impura de 1'acetaldehid, i ¢) el ni-
trobenzé amb la bishidrazona del metilglioxal. Per a pre-
cipitar 'osazona de l'acid piridvic, ha d’acidular-se la so-
lucié @ amb CIH; filtrant, s’obté un precipitat groc-obscur,
que fon a temperatura molt més baixa que l'osazona
pura de l'Acid pirtdvic. Dessecant el precipitat a I'es-
tufa i tractant-lo de nou amb alcohol al 94 per 100, no
es dissol una gran part d’ell; decanti’s la soluci6 i concen-
tri’s fins a uns pocs centimetres cibics al bany maria.
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En refredar, precipita una substancia no cristallina, de
punt de fusié 205°.

Ultimament obteniem l'osazona més pura : el preci-
pitat obtingut per I'addici6 del CIH es renta en el filtre
amb aigua destil-lada calenta i el residu insoluble amb
acid acétic també calent. En refredar-se, es separa una
substancia que fon a 215-216° (segons Neuberg 1 Kobel (38)
l'osazona pura de l'acid piruvic fon a 216°). Amb po-
tassa alcoholica déna la coloracié roig-violeta caracteris-
tica de l'osazona. Sera tan sols l'analisi elemental el
que ens podra dir, definitivament, si es tracta en veritat
de l'osazona de l'acid piruvic, tal com nosaltres crei¢m.

Amb la solucié b procedirem de la segiient manera:
la deixavem evaporar, calentant suaument, fins a quedar
reduida a uns centimetres cubics, refredar i dipositar; el
precipitat, que cristallitza molt dificilment, el disolem en
piridina. Abandonant en la gelera, precipiten cristalls
semblants als obtinguts de la hidrazona pura de l'acetal-
dehid, tractats de la mateixa manera. EI punt de fusio
d’aquells trobarem ésser 166° (p. f. tedric 165°), i amb
potassa alcoholica obteniem la coloracié roig-taronja ca-
racteristica.

Solucié ¢ : El nitrobenze s’evapora en calent fins a
pocs centimetres cubics i refreda en un tub d’assaig pe-
tit; poc a poc es separen petits cristalls que es centri-
fuguen i renten diferents vegades amb eter en el mateix
tub de centrifuga, amb el que s’elimina el nitrobenze.
Evapori’s l'éter, dessequin-se completament els cris-
talls 1 abandonin-se durant quatre dies en un desseca-
dor al buid, amb pentaoxid de fosfor. La forma dels
cristalls obtinguts de l'orina és ideéntica a la dels que
separavem de la solucié control de metilglioxal. El
professor Pardillo, catedratic de Cristal'lografia a la Uni-
versitat de Barcelona, establi la identitat cristal-lografica
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dels cristalls obtinguts de les solucions ¢ i @ amb els de
la bishidrazones del metilglioxal i J’osazona de 1'acid
pirtivic, respectivament.

El punt de fusi6 era 296° i el de la bishidrazona pura
208°, tal com comprova el professor Garcia Bandts, cate-
dratic de Quimica organica de la nostra Universitat, con-
cloent que les substancies resultants de les solucions a,
b i ¢ eren l'osazona de I'dcid pirtivic i les hidrazones de
I'acetaldehid i el metilglioxal, respectivament. El cos ob-
tingut per la separaci6 amb éter, donava amb la potassa
alcoholica el color caracteristic de la bishidrazona del
metilglioxal : blau violeta intens.

Finalment, per a arribar a la seguretat plena de qué
el cos aillat per nosaltres de l'orina era realment la bis-
hidrazona del metilglioxal, encarregirem el seu analisi
elemental al doctor Mosquera, de la Universitat de San-
tiago, el qual ens dona els segiients resultats:

Primera deteyminacid. — 0,02375 gr. de substancia donaven
0‘00535 gr. de HyO i 0‘0369 gr. de CO,. C = 42°38 per 100, H =
2'52 per 100.

Segona determinacié. — 0‘02535 gr. de substancia donaven
000625 gr. de H,0 i 0‘0392 gr. de CO,,. = 4218 per 100, H =
275 per 100.

0‘02795 gr. de substancia donaven 6,234 cc. de N. (19%
734'8 mm.). N = 2521 per 100.

Trobat : C = 4228, H = 2'63, N = 2521 per 100.

Calculat : C = 4166, H = 2'80, N = 2566 per 100.

D’aquests resultats, juntament amb els indicats
abans, es desprén que entre les substancies obtingudes en
tractar I'orina amb 2-4-dinitrofenilhidrazina, hi existeix
la bishidrazona del metilglioxal i que, en conseqiiéncia,
aquest es trobava en l'orina investigada.

Institut de Fisiologia.
Facultat de Medicina. Barcelona.
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