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INTRODUCCIS

La determinaci6 de l'acid lactic en diferents subs-
tractes organics va adquirint indubtablement i progressi-
vament una major importancia en biologia. Posterior-
ment als estudis de Meyerhof, Embden i llurs escoles sobre
la seva formaci6 i aillament en el metabolisme muscular
i el principal paper que hi desenrotlla — o es creia que hi
desenrotlla — s’ha demostrat també la seva formaci6 en
nombrosos organs (fetge, cor, cervell, etc.), formaci6 i
acumulaci6 que s’ha volgut relacionar amb diversos
estats patologics (avitaminosi B, diabetis, miopaties,
insuficiéncia cardiaca i suprarenal, etc.). Pero ha estat,
sens dubte, la determinaci6 de la seva concentraci6 a
la sang, la denominada lactacidémia, la que ha adquirit
major importancia en aquests darrers anys, de manera
que per a alguns investigadors és tan interessant per al
diagnostic clinic com la glucémia, ja classica, i comenga a
efectuar-se en gran escala en algunes cliniques. Altres,
tot amb tot, opinen que la seva constancia és molt in-
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ferior a la d’aquesta i la hi neguen tot o gairebé tot valor
diagnostic, per creure-la susceptible de les més grans i
brusques oscil-lacions a conseqiiéncia de causes molt
nombroses i diverses, Sigui com sigui, resten indub-
tables les intimes relacions existents entre el metabolisme
dels glicids i la formaci6é lateral d’acid lactic, com a
producte d’estabilitzacié dels compostos intermediaris de
tres atoms de carbon (metilglioxal, aldehid gliceric, dio-
xiacetona, etc.), i, per tant, l'interés en obtenir métodes
com més rapids i més exactes millor, que ens en faci-
litin la determinacié.

Perd en nosaltres, ultra aquest factor d’interés ge-
neral, n’hi ha un altre de personal per a inclinar-nos
encara més al seu estudi : des de fa quatre anys venim
efectuant determinacions d’acid lactic com a element
indispensable per a diverses séries experimentals (dis-
mutacié del metilglioxal (1), acci6 del complexe vita-
minic B (2 i 3), dels preparats de llevat de cervesa (4 i 5),
pas a glucogen en el metabolisme hepatic (6 1 7), etc.,
intentant sempre millorar el métode i arribar a un
major paral-lelisme en els resultats de les dobles deter-
minacions, cosa que ens sembla haver aconseguit ul-
timament amb la técnica de Friedemann, Cotonio i
Shaffer (8) modificada posteriorment per Friedemann i
Kendall (g).

Que nosaltres sapiguem, aquest métode, citat corrent-
ment en la literatura americana i anglesa, i que comenga
a ésser-ho en l'alemanya, no ho ha estat mai encara entre
nosaltres. Aixi, Gimeénez-Diaz i Sanchez-Cuenca (10),
en llurs interessantissims estudis sobre la lactacidémia
— els primers a Espanya a determinar-la metodicament
en la clinica — usen el métode colorimétric de Mendel
i Goldscheider (11), del qual després parlarem, i Co-
llazo (12), Collazo i nosaltres (13), Collazo, Puyal i col-
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laboradors (14), nosaltres (l. c.), etc., el ja classic de
Fiirth i Charnas (15), modificat per Hirsch i Kaufmann (16).
Finalment, al servei del Prof. Novoa Santos, de la Fa-
cultat de Medicina de Madrid, Outerifio i Hernanz (17, 18)
usen el mateix meétode, i segurament per insuficient
informaci6 se Il'atribueixen, mancament en el qual
també incorre ultimament Sebastian Herrador (1g), de
Valladolid, i, tant més greu, si es considera que el
metode ha estat descrit en nombrosos llibres espanyols
o estrangers traduits al castella.

Per tant, creiem interessant la descripci6 del meé-
tode, amb les petites variants que nosaltres l'usem, i
que ens permeten d’obtenir inclis millors resultats que
a llurs propis autors i als reportats tltimament per Lieb
i Zacherl (20), entre d’altres.- Per a una millor pers-
pectiva, el precedirem per una visié total dels métodes
indicats fins avui per a la determinacié de l'acid lactic,
fent referéncia als avantatges i inconvenients de cadascun
d’ells, amb la intenci6 de facilitar la tasca d’aquell a
qui li interessi aquest problema i contribuir, al mateix
temps, a l'estudi de l'evolucié cronologica d’'un tema
tan interessant.

Descriurem després, amb tot detall, com portem a
terme les valoracions i, finalment, dedicarem un ltim
apartat a estudiar curosament alguns dels fets més in-
teressants a tenir en compte, tot reproduint taules dels
resultats experimentals, per a basar-hi les conclusions.

METODES PER A LA DETERMINACI® DE L’ACID LACTIC
Des de comengaments de segle s’ha acumulat de

tal manera la literatura al particular, que per a una
major brevetat, agruparem els nombrosos métodes pro-
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posats en quatre grans apartats : metodes gravimetrics,
colorimétrics, gasomeétrics i volumetrics.

a) Meétodes gravimétrics. — Es basen en la determi-
nacié de I'acid lactic a 'estat de les seves sals dificilment
solubles, especialment les de zinc i liti. Un dels més
coneguts és el d’'Embden i Kraus (21); després de des-
proteinitzar, segons Schenck, amb clorur merctiric, i eli-
minar l'excés d’aquest, s’extreu amb éter i precipita
I'Acid lactic amb carbonat de zinc. Els cristalls ob-
tinguts, de lactat de zinc, poden identificar-se per la
determinacié de llurs aigua de cristal-litzaci6, activitat
optica, contingut en Zn., etc. Un de nosaltres (C. P-S. B.)
ha usat molt satisfactoriament aquest metode (L. c.) en
la determinaci6 de l'acid lactic format enzimasicament
per dismutacié del metilglioxal. Es, sens dubte, excel-lent
i insubstituible per a tals determinacions, perd la seva
llarga duraci6 — una setmana — i la necessitat de forga
quantitat de substancia i certs coneixements quimics per
part de qui el porta a terme, el fan inadequat en les
determinacions en série, per a fins clinics, on cal efectuar
nombroses determinacions en un sol dia.

b) Meétodes colorimétrics. — Consisteixen en la trans-
formaci6 de l'dcid lactic a acetaldehid i subsegiient trac-
tament d’aquest amb diversos fenols o alcaloides del
grup de la morfina, amb els quals dbna lloc a compostos
d’addicié tipicament colorejats, com demostra Deniges.
N’hi ha prou a comparar en un colorimetre la colo-
raci6 obtinguda amb I'originada per una solucié standard
d’acetaldehid, per a calcular la concentracié d’acid lactic
en el liquid problema.

El primer en usar aquest metode fou Harrop, em-
prant com a reactiu el guaiacol, perd la deficient preci-
pitaci6 de les proteines emmascarava el to rosat, defecte
que tampoc no pogué corregir Sluiter. Finalment, Mendel
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1 Goldscheider (l. c.) proposaren 1'is del veratrol (1-2 di-
metoxifenol), per comptes del guaiacol, introduint diverses
millores en la manera d’operar (22). Aquest meétode,
usat avui encara per nombrosos autors, té els inconve-
nients de precisar un acid sulfiric especial «pro analisi
acidi lacticiv Kahlbaum, per no oferir prou garantia
I'usual, degut a portar amb freqiiencia nitrats i nitrits,
de l'elevat preu del veratrol, i tots els inherents a les
determinacions colorimétriques. A més, el fet que dar-
rerament siguin en nombre els autors que en proposen
modificacions. (Derviz, Orskov, Hausen, etc.), indica la
seva poca seguretat. En el mateix principi es basen
també el meétode de Dische i Laszlo (23), usant com a
reactiu de coloracié I'hidroquinona, el de Servantie (24)
amb la codeina, etc.

c) Meétodes gasométrics. — Fou Pelouze el primer a
observar que l'acid lactic lleugerament escalfat amb un
excés de SO,H, desprenia una notable quantitat de CO, i
en aquest fet es basa Hiibner en atacar I'acid lactic amb
sulfuric concentrat, segons la reacci6

CH, — CHOH — COOH - CH; — COH + CO + H,0

mesurant amb una campana hidroneumatica el volum de
gas després. Aquest metode fou modificat successiva-
ment per diversos investigadors (Meissner, Schneyer, etc.)
i tltimament per Avery i Hastings (25) i Baumberger
i Field (26), oxidant amb SO,Mn i MnO,K, en preséncia
de SO,H,.

Tots aquests métodes tenen el defecte comi de les
inexactituds que reporta la medici6 hidroneumatica del
despreniment de gasos i el temps que comporten, de
manera que avui dia no sén gairebé utilitzats.

d) Meétodes volumétrics. — Boas inicia aquests me-

21
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todes en recomanar la determinaci6 de l'acid lactic
existent en el suc gastric per la seva oxidaci6 a ace-
taldehid amb bidxid de manganeés i acid sulfiric, segons
la reaccio

CH, — CHOH — COOH + O - CH; — COH + CO, + H,0

i destil-lacié simultania d’aquell, recollint-lo en una so-
lucié alcalina de iode, produint-se iodoform, que es va-
lorava. Jerusalem intenta aplicar el métode a una de-
terminacié quantitativa i Fiirth i Charnas (1. c.) s’hi ba-
saren per a publicar el seu, tan conegut i usat gairebé
unanimement fins avui, consistent en substituir la fixacio
de l'acetaldehid pel iode, tan imperfecte, per la for-
macié del seu compost d’addici6 amb el bisulfit sodic
0 potassic

H
CH,—COH + SO;NaH — CHaACKONa
NHSO,

a valorar després amb iode, segons Ripper (27). Perd
si s’usen solucions molt diluides de iode, no s’obtenen
valors teorics en la determinaci6 directa de l'excés de
bisulfit, i tenint en compte aquest fet, Clausen (28) pro-
posa tirar a la soluci6, després de valorat el bisulfit lliure
restant, un xic de bicarbonat, suficient per a descom-
pondre el complex d’addicié bisulfit-acetaldehid, posant
en llibertat el bisulfit combinat que es valora en una
segona titulacié o retitulacié amb solucié de iode més
diluida que la primera. Avui dia aquesta retitulacio,
segons Clausen, s’ha fet imprescindible en tota deter-
minaci6 acurada de l'acid lactic.

Finalment, un gran pas en el progrés de l'exactitud
del meétode fou obtingut per Friedemann i els seus col-
laboradors (l. c.) en introduir a la barreja oxidant SO,Mn,
que desprenent MnO, fa que aquest actui de catalit-
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zador, activant i regulant el procés oxidatiu. (Per a
detalls respecte a la influéncia del bidxid de manganés
sobre la cinética de la reaccid, vegeu el treball original
d’aquests autors).

TECNICA EMPRADA PER NOSALTRES

Es basa, com hem dit repetidament, en la de Frie-
demann, oxidant I'Acid lactic a acetaldehid, que s’arros-
sega per un intens corrent d’aire fins al matrasset amb
bisulfit; valorant I'excés d’aquest, que ha quedat lliure;
descomposant el complex acetaldehid-bisulfit amb bicar-
bonat i retitulant per iodemetria la quantitat de bisulfit
que existia combinat. D’aquesta es dedueix la d’ace-
taldehid després, i d’aquesta la d’acid lictic existent en
soluci6 problema. Operant aixi, sén necessaris els se-
giients reactius.

A)  Reactius necessaris

a) Per a la precipitacié de les proteines, segons Fo-
Lin-Wu:

1. Soluci6 de tungstat sddic al 10 per 100. Em-
prant aigua destil-lada recentment, la solucié es conserva
bé durant molt de temps, inclis a la llum.

2. Solucié 2/3 n. de SO,H,. Si els reactius estan
ben preparats, la precipitacié de les proteines és sempre
excel-lent.

b) Per a la precipitacié dels sucres, segons Clausen:

1. Soluci6 de SO,Cu al 10 per 100.

2. Lletada de calg al 10 per 100. L’hidroxid calcic
cal polvoritzar-lo bé en un morter, de manera que la
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lletada resultant sigui ben fina i no obturi les pipetes
de forat petit.

¢) Per a la determinacid propiament dita, segoms
Friedemann:

1. Solucié de SO,Mn al 10 per 100 en SO,H, 10 n.
Es dissolen 100 gr. de sulfat de manganés en un xic d’aigua
destil-lada continguda en un matras de litre 1 s’hi van
afegint lentament 285 cc. d’acid sulfdric concentrat, de
densitat 1‘84. Com que el sulfat de manganes precipita
a una acidesa superior a la representada per la solucié
10 n. de sulfuric, cal tirar I'acid i el sulfat simultaniament,
de manera que la concentraci6 d’aquell no passi mai
per sobre de la indicada.

2. Solucié saturada de bicarbonat sodic. Tenint en
compte que la seva solubilitat a 50° és del 13 per 100,
dissoldrem a aquesta temperatura 125 gr. en un litre
d’aigua destil-lada, filtrarem i deixarem refredar. Cal te-
nir cura de no escalfar massa per sobre d’aquesta tem-
peratura, car a 63-64° el bicarbonat comenga a descom-
pondre’s, lliurant acid carbonic i formant carbonat.

3. Solucié n/400 o n/500 de MnO,K. Preparada a
partir d’una soluci6 mare n/10, aproximadament en la
quantitat necessaria per a cada dia d’experiéncia.

4. Solucié de SO,NaH aprox. n/25 preparada diaria-
ment dissolent 100 mgr. de bisulfit en 50 cc. d’aigua des-
til-lada 1 lliure de CO,.

5. Soluci6 concentrada de iode (normal) per a la
titulaci¢ directa. Soluci¢ diluida (n/250) per a la re-
titulaci6. En lloc d’aquesta pot usar-se solucié de iodat
que, en preséncia d’un xic de iodur i acid acetic, desprén
iode n/100, el que té 'avantatge de la millor conservaci6
i evitar titulacions didries del iode amb solucié standard
de tiosulfat.
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6. Mid6 pur, en pols, soluble. Des dels primers
moments abandonarem la seva solucié a 1'T per 100 sa-
turada de CINa, per ésser-nos impossible trobar sal su-
ficientment pura.

B) Manera d’operar

a) Presa de la sang. — Com que generalment es
determina simultaniament la glucémia i la lactacidémia,
acostumem d’emprar 5 cc. de sang oxalatada o fluo-
rurada, extreta d'una vena. De tota manera, si manca
sang, efectuem la determinaci6 amb 1-2 cc. La sang
s’hemolitza amb 6-7 vegades el seu volum d’aigua en un
matrasset aforat de 100 cc.

b)  Precipitacio de les proteines. — Aleshores es tira
al matrasset la mateixa quantitat de soluci6 de tungstat,
agitant ben bé, i després, lentament i agitant, igual quan-
titat d’acid sulfiric. Enrasem amb aigua destil'lada fins
a 100 cc., agitem, abandonem una estona i filtrem per
un filtre corrent, a provetes de 100 cc. Operem aixi, i
no seguint la tecnica original de Folin-Wu, per tenir
aquesta l'inconvenient de retenir amb el precipitat del
40 al 45 per 100 del volum total de sang emprada, mentre
nosaltres en perdem tan sols un 30 per 100. El filtrat
cal que sigui ben clar i, en cas contrari, refusar-lo.

c) Precipitacié dels sucres. — Per a facilitar els
calculs, afegim al filtrat quantitats de sulfat de coure i
lletada de calg que es corresponen entre elles com I : 2
en volum, i la suma de les quals representa un 10 per 100
del volum del filtrat. Aixi, si s’han filtrat 75 cc. de
liquid s’hi tiren 2‘5 cc. de soluci6 de sulfat de coure
i5 cc. de lletada de calg, etc. S’agita el liquid, es deixa
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sedimentar i al cap d’una estona, quan sobreneda liquid
incolor, es filtra xopant abans el filtre amb un xic
de liquid.

d) Ow~idacié de U'acid lactic segons Friedemann. —
En el filtrat resultant de la precipitacié dels sucres, es
comprova amb sulfuric i1 e-naftol I'abséncia de subs-
tancies reductores. Aleshores s’agafen dues vegades
33 cc. del filtrat i es posen en dos sengles matrassets
de Jena, de boca ampla i 250 cc. de cabuda. S’hi ajunten
10 cc. de la barreja oxidant de Friedemann i suficient
aigua destil-lada perque el volum total sigui de 75-go cc.
No cal afegir pols de talc, perque el pas del corrent d’aire
regularitza suficientment I'ebullici6. Aleshores connectem
el matrasset amb el tap de goma A corresponent, encenem
el Bunsen situat a sota d’ell i connectem amb el tap de
I'altre extrem lliure de I'aparell de destil-laci6 B, un tub
de vidre contenint uns 5 cc. d’aigua destil-lada, de ma-
nera que la punta afilada del tubet se submergeixi un
xic dintre del liquid. D’aquesta manera, el corrent
d’aire aspirat per la trompa d’aigua, borbolleja a través
del liquid contingut en el tubet. La intensitat del corrent
ha de controlar-se de forma que, sense que arribi a ésser
continu, sigui rapida la formacié de bombolles. Ales-
hores es deixa bullir el liquid problema en el matras
durant cinc minuts, per a eliminar totes les possibles
substancies volatils a fixar pel bisulfit, i, transcorregut
aquest temps, substituim el tub B contenint tan sols
aigua destil-lada per un altre amb uns 2 cc. de solucié
de bisulfit 1 aigua destil-lada fins a arribar al mateix
nivell d’abans. Aquest tub es volta d’un bany de gel
en un vas de precipitats i es comenc¢a a deixar caure,
gota a gota, la soluci6 de permanganat sobre el liquid
problema. La velocitat de caiguda d’aquest ha d’ésser



)

—»Arpiracio
daire

Per manganar

|, Birulfit
T S’gdl

7< fI' Lv@la;

C

I'squema de l'aparell per a la determinaci6é de 1'acid lactic
segons Friedemann






Treballs de la Societat de Biologia. 1932 327

d’unes 60-70 gotes per minut. A velocitats superiors s’a-
cumula un excés de permanganat en el matras i I'acid
lactic s’oxida insuficientment, prenent el liquid el color
torrat caracteristic d’haver-se oxidat totalment, quan
encara queda quelcom d’acid lactic per atacar.

La caiguda del permanganat es perllonga fins al mo-
ment en qué el liquid del matras pren un color fosc; ales-
hores s’apaga la flama i es deixa passar encara el corrent
d’aire durant uns cinc o sis minuts, transcorreguts els
quals se sospén el pas de l'aire i decanta el contingut
del tubet de vidre collector en un matrasset de 100 cc.
de boca ampla i s’hi recull I'aigua de dos rentats successius
de l'aparell, de manera que el volum total vingui a ésser
d’'uns 50 cc.

e) Valoracié de l'acetaldehid format, segons Clausen.
— Per a la titulaci6 directa, es posa en una bureta corrent
de 50 cc. soluci6 n/ro de iode i es deixa caure sobre el
liquid problema contingut en el matrasset — i al qual
s’ha afegit un xic de mid6 — fins a apareixer una co-
loraci6 blavosa. Aleshores tirem unes gotes de bisulfit
fins a decolorar de nou i d’una pipeta de 10 cc. contras-
tada, deixem caure solucié de iode n/250 fins a tenuissim
color blau. Com que nosaltres no donem cap valor a
la xifra obtinguda en la valoraci6 directa i tot, en canvi,
a la assolida en la retitulacié, es compren la possibilitat
de l'addici6 de quelcom de bisulfit sense alterar el re-
sultat final, i també la necessitat d’establir amb la més
gran cura i exactitud possible el punt precis del viratge.

Obtingut aquest punt, afegim al liquid 5 cc. de so-
luci6 saturada de bicarbonat, que el decolora instanta-
niament, degut a descompondre’s el complex d’addicié
acetaldehid-bisulfit, i quedar aquest en llibertat. La
quantitat de bisulfit combinat alliberada es valora per
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addici6, amb la pipeta dita, de la soluci6 n/250 de iode, fins
a debilissima coloraci6 blau-rosada. La soluci6é de iode ha
de comprovar-se cada dia amb un altre control de tiosul-
fat, a guardar ben tapada i lluny de l'accié de la llum, i
valorada al seu temps amb una altra standard de iodat.

f) Calcul del resultat. — A partir del nombre de cen-
timetres cubics de soluci6 de iode gastats, el calcul s’e-
fectua tenint en compte que els 33 cc. de filtrat despro-
teinitzat i lliurat de substancies reductores, corresponen
a 15 cc. de sang, si partirem de 5 cc. d’aquesta; a 0‘6 cc.,
si partim de 2 cc., i a 03 cc. si ho fem d'1 cc. i que, per
altra banda, cada centimetre cibic de solucié6 n/1oo de
iode correspon a 0‘45 mgr. d’acid lactic. Per tant, n’hi
haura prou amb multiplicar el nombre de centimetres
cibics de iode gastats pel factor de la solucié respecte
al tiosulfat; dividir el resultat obtingut per 25 si la so-
luci6 de iode usada era n/250 per comptes de n/100, i
multiplicar-lo per 0°45, per a obtenir la quantitat d’acid
lactic, en milligrams, continguda en 1‘5; 06 0 03 cc.
de sang; i a partir d’aquesta, calcular la corresponent
a 100 cc. de sang.

Si denominem x als centimetres ctibics de iode n/250
gastats i f al factor de la soluci6 respecte la de tiosulfat,
els calculs anteriors poden resumir-se en les férmules
seglients:

Primer cas. — Partint de 5 cc. de sang : Quantitat d’acid
sas x-f-0'45 - 100
lactic per 100 cc. de sang = ———*2_—— — x.f. 12,
2515
Segon cas. — Partint de 2 cc. de sang : Quantitat d’acid
lactic per 100 cc. de sang = XS osenn x - f+30
p ’ g = 2'5 + 06 i 30.
Tercer cas. — Partint d't cc. de sang : Quantitat d’acid
lactic per 100 cc. de sang — ALl =x -f - 60.

2’503
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Amb la mateixa sang cal efectuar sempre dues de-
terminacions paral-leles, que no han de diferir més d’un
2‘5 per 100. En cas contrari, ha de menysprear-se la
determinacio.

ESTUDIS COMPARATIUS DELS RESULTATS, I TAULES

Sén diversos els punts de qué volem ocupar-nos en
aquest apartat, tots ells factors importantissims de I’e-
xactitud del metode, quan son resolts de manera favorable:
manera de precipitar les proteines, avantatges de la
barreja oxidant de Friedemann, duracié del procés oxi-
datiu, refrigeracié, necessitat d’efectuar sempre una de-
terminacié en blanc — amb tots els reactius de les altres —
etcetera. Per a acabar, reproduirem unes taules de re-
sultats paral-lels de determinacions efectuades amb lactat
de zinc i en sang.

a) Precipitacio proteines. — Segons 1’escola d’Emb-
den, el millor métode per a eliminar les proteines és
el de Schenk, amb el clorur merciiric, emprat gairebé
sempre en les determinacions en muscle de Meyerhof i
col'laboradors. Perd en les determinacions seriades en
la sang és inaprofitable, degut a llur complicacié i
llarga durada. Nosaltres, en vista d’aixo, férem algunes
determinacions precipitant les proteines pels tres me-
todes més corrents en la sang (Benedict. Folin i So-
mogyi) i amb acid tricloracétic, i obtinguérem els se-
giients resultats:
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TAvLA I
Sense pptar.
Ac. triclor, Benedict Somogyi Folin __ proteines
83 89 5% 9'9 10'8
91 101 5 99 10'3
30 30 37 34 3'8
24 2'7 31 34 3’8

Com es veu, si bé el nombre de determinacions és
petitissim per a permetre treure’n conseqiiéncies, els re-
sultats ens indiquen que la precipitacié de proteines que
ofereix un filtrat on els dobles d’acid lactic sén més
exactes, és 'efectuada segons Folin. Respecte al minim
d’acid lactic que retenen totes les precipitacions, és molt
dificil tenir-ne una idea clara, degut a no saber la quan-
titat real existent abans. Els nostres resultats, a més,
atorgant la superioritat a la desalbuminitzaci6 segons
Folin-Wu coincideixen amb els de Jervell (29) i Ron-
zoni (30), autors que s’han ocupat amb detall de la ma-
teixa qiiestio. La poca experiéncia que tenim amb I'acid
metafosforic és desfavorable.

Perd hi ha un altre fet interessantissim, que estudia
en l'actualitat un de nosaltres (J. F. P.) : la gran des-
igualtat dels resultats obtinguts en la mateixa sang,
precipitada dues vegades, per separat, d’igual manera i
amb iguals reactius. Aquestes diferéncies arriben a ésser
algunes vegades tan grans, que obliguen, sempre que es
tingui un gran interés en l'exactitud de les determina-
cions, a efectuar la doble precipitacio; en el qual cas,
per a estalviar feina, pot prescindir-se de la doble de-
terminaci6 en cada filtrat, efectuant-ne tan sols una
en cadascun d’ells.

b) Barreja oxidant de Friedemann. — No hem portat
a terme estudis comparatius seriats entre el rendiment
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obtingut amb la barreja oxidativa de Firth (SO,H,
MnO,K) i la de Friedemann (els mateixos, més SO,Mn)
per no creure-ho necessari, després dels extensos estudis
d’aquest i col-laboradors. Tan sols hem de recordar que
el mateix Fiirth déna com a resultats ideals amb el seu
métode, els que mostren un error del 3-4 per 100, i
nosaltres obtenim correntment, amb el Friedemann,
errors inferiors al 2 per 100. També Collazo, segons
comunicacié oral seva, en estudis comparatius amb els
dos medis oxidants, ha observat la indubtable supe-
rioritat del de Friedemann, I'is del qual nosaltres li
recomanavem.

Hem assajat el reactiu de Friedemann i Kendall,
ultimament proposat, on es substitueix I'acid sulfuric pel
fosforic, sense obtenir-ne cap resultat satisfactori. Efec-
tivament, aquest, en oxidar-se, origina una coloraci6 gris
fosca que desapareix a la poca estona d’haver suspesa
I'addici6 de permanganat, de manera que es fa del tot
impossible jutjar clarament el moment en qué 1'oxidacié
ha estat completa, inclis si es perllonga 1'oxidacié més
enlla de I'hora. Pel que pertoca al bioxid de manganeés
col-loidal, dltimament proposat, no tenim experiéncia al
particular.

c) Duracio del procés oxidatiu. — Les nostres expe-
riencies, d’acord amb les d’altres nombrosos investi-
gadors, demostren que l'oxidacié ha de tenir lloc a una
velocitat mitjana; tant si és massa lenta com massa ra-
pida, s’obtenen resultats inferiors als deguts, si bé en el
darrer cas I'aproximacié és més gran. El temps ideal
sembla ésser el d'un quart d’hora, segons demostra la
taula segiient.
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Tavra II
Temps oxidacié Rendiment per 100
T Mimws i
13 856
3‘0 92‘8
50 97'1
150 1000
30‘0 992

Per a obtenir una oxidaci6 que s'efectui en aquest
lapsus de temps, cal graduar la velocitat de gotejament
del permanganat, de manera que caiguin unes 50-60 gotes
per minut, i escalfar la barreja amb un bon Bunsen al
comen¢ament a tota flama i després menys intensament.
L’addici6 del permanganat es perllongard fins que el
liquid es mantingui amb el color fosc, caracteristic d’excés
de barreja oxidativa, inclis després de certa estona de
suspesa la caiguda del permanganat.

d) Importancia de la refrigeracié. — Creiem que la
bona refrigeraci6 del tubet col-lector, contenint el bi-
sulfit, t¢é una maxima importancia, i hem observat una
notable disminuci6 en el rendiment de l'aparell quan
es prescindeix d’ella. A continuaci6 copiem els resultats
d’algunes determinacions paral-leles, efectuades les unes
refrigerant amb gel el tub recol-lector i les altres pres-
cindint-ne:

TAurA III
Rendiment Rendiment
sense refrigerar refrigerant
per 100 per 100
902 1000
852 998
872 08‘8

880 99°5
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Cal fer constar la major necessitat de refrigeracio
en ple estiu que no pas en els mesos d’hivern, on les dife-
réncies entre les determinacions paral-leles, refrigerades
1 no, séon forca més petites.

e) Necessitat d’efectuar determinacions en blanc. — Un
altre punt de la major importancia, i oblidat en absolut
per molts autors que han parlat d’aquestes giiestions, és
el de la ineludible necessitat d’efectuar determinacions
en blanc, o sigui determinar la quantitat de bisulfit fixat
per als reactius sols, sense dcid ldactic o substracte que el
contingui. Aquest valor fictici d’acid lactic que donen
sempre els reactius i que, de no interpretar-lo de la ma-
nera deguda, ens fard obtenir lactacidémies més elevades
del que sén realment, ens ha arribat a representar al-
gunes vegades fins el 50 per 100 de la xifra total ob-
tinguda, si la quantitat de sang emprada ha estat molt
petita. Es innecessari insistir sobre la gran importancia
d’aquesta qiiestié 1 com és de desitjar arribar a obtenir
sempre un «blancy constant per a cada aparell i que
sigui el més petit possible. Sobre els diversos factors
que intervenen a elevar excessivament el valor del «blanc»
en parlara detalladament un de nosaltres (J. F. P.) en
la seva tesi doctoral, en preparacio.

f) Resuitats paral'lels amb lactat de zinc. — Ocu-
pem-nos, ara, de les determinacions paral-leles de control,
portades a terme amb lactat de zinc, per a convéncer-nos
de la bondat del meétode, abans de passar a efectuar les
lactacidémies. Degut a les diferéncies existents entre
els lactats de zinc de les diverses firmes, respecte a llur
contingut en aigua de cristallitzaci6, puresa, etc., nos-
altres hem operat amb el lactat preparat per nosaltres
mateixos segons la técnica de Clausen (I. c.).  Consisteix
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a afegir a una quantitat determinada d’acid lactic pur,
la corresponent de clorur de zinc, neutralitzant préviament
aquell amb tota cura amb NaOH. La sal obtinguda es
recristal-litza sis vegades en aigua (a les tres tltimes ja
no ha de donar reacci6, indicadora de la preséncia de
clorurs, amb el NO,Ag) i es desseca a I'estufa a go° fins a
pes constant. Aquest lactat de zinc conté tres molécules
d’aigua de cristal-litzacio.

Creiem que val la pena d’insistir sobre un concepte
que, tot i ésser d'una claredat meridiana, dona lloc, per
part de bastants investigadors, a certes confusions : ens
referim a la diferéncia existent entre 'exactitud i el ren-
diment d'un métode. Aixi veiem que alguns d’aquests
escriven que un meétode és d'una exactitud excel-lent,
perqué arriba a donar resultats del 9g9's per 100 del
teoric... I és evident que ambdues coses son ben diferents
i que un métode pot donar un magnific rendiment, tot
obtenint-se amb ell dobles deficients, el que ens en in-
dica la poca exactitud i, a la inversa, ésser d'un pobre
rendiment, perd donar resultats dobles que coincideixen
de manera gairebé absoluta; entre ambdues circums-
tancies, té, al nostre entendre, un major valor la segona
que la primera. Efectivament, ;qué en treurem que el

rendiment que ens doni una determinacié aillada sigui
excel-lent, si, en canvi, els dobles ens mostren diferencies
tan acusades que mai no sabrem quin prendre com a bo?
Perd si els dobles coincideixen bé, tot i que el ren-
diment sigui deficient, podrem treure valor dels resultats
obtinguts, bastant-nos saber el coeficient de rendiment
del metode, per a multiplicar aquells resultats. per ell, ob-
tenint les xifres reals. Aquest és el cas del Fiirth pri-
mitiu, en el qual calia multiplicar per un factor el nombre
de centimetres ctbics de iode gastats.

Doncs bé, els resultats que obtenim nosaltres amb
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el Friedemann, sén absolutament satisfactoris, tant pel
que pertoca a rendiment, com a exactitud dels dobles
(en el ben entés d’efectuar-los en el mateix filtrat de la
precipitacié de les proteines). Per a convéncer-nos d’aixo,
copiem a continuacié unes taules de resultats obtinguts
en determinacions en lactat de zinc, la xifra d’acid lactic
del qual oscil-la entre 3'27 i 2072 mgr., o sigui un marge
molt extens.

TAvura IV

Acid lactic Acid lactic Oscil'lacié
teoric trobat Rendiment maxima
327 3°30 101°0 -
327 3'25 99'6 —
327 3‘30 101‘0 -—
327 330 101°0 —
327 3'32 1014 ~-
327 334 102‘0 + 2‘
327 329 1006 —
327 3’24 99'4 — 06
327 324 99 4 =
327 327 100°0 —

Com veiem, el rendiment en aquestes determina-
cions és excellent — en el cas més dolent, del 9g'4 per

100 — i aixi mateix llur paral-lelisme.
TAvLA V

Acid lactic Acid lactic Oscil'lacié
tedric trobat Rendiment maxima
606 598 987 —
6’06 504 98 —2‘
6’06 6‘07 1002 —
6’06 598 987 —_
6’06 612 1009 + o‘g
6’06 612 100°9 —
6’06 6‘07 1002 —

L’oscil-laci6 maxima d’aquests set resultats és de
98 per 100 a 100‘Q per I00.
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TAULA VI
Acid lactic Acid lactic Oscil'lacié
tedric trobat Rendiment maxima
7'105 7082 996 —
7'105 7059 992 —
7’105 7082 996 —
7’105 7202 101°3 + 13
7’105 7‘105 100°0 —
7’105 7'036 989 —1'1
7’105 7‘082 996 —
7’105 7‘082 996 —_
7'105 7'059 992 —
7 105 7 105 1000 —
7’105 7'152 1006 —
7’105 7‘105 1000 —
7’105 7'152 1006 —

Aquestes tretze determinacions paralleles ens mos-
tren una maxima oscil-laci6 entre 989 i 101‘3, o sigui,
més petita que en les anteriors.

TAvura VII
Acid lactic Acid lactic Oscillacié
tedric trobat Rendiment maxima
9‘09 918 101°0 —
9’09 922 101°3 + 13
9’09 9‘or 992 —0'8
9’09 9‘09 1000 —

La diferéncia maxima entre les quatre determina-
cions paral-leles és de gg9‘2z a 101‘3, menor encara que
I'anterior, si bé també és molt més petit el nombre de

determinacions.

TAura VIII
Acid lactic Acid lactic Oscil’lacié
tedric ‘ trobat Rendiment maxima
1818 1818 1000 —
18’18 1822 1002 + 0‘2
18'18 1818 1000 —_

18'18 1822 1002 —
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Els quatre resultats son excellents, amb una dife-
réncia maxima de 1000 a 1002 per 100. Si bé el nombre
de determinacions és reduit, podem afirmar que és amb
aquesta quantitat d’acid lactic a determinar on el me-
tode déna resultats d'un més perfecte paral-lelisme.

Tavura IX
Acid lactic Acid lActic Oscil'lacié
tebris:__ trobat Rendiment maxima
267 2637 98,8 —1'2
267 267 1000 —
267 2645 991 —
267 2678 1003 + 03

Les diferéncies d’aquests quatre resultats ja tornen
a ésser més grans que en la darrera taula, oscil-lant entre
088 i 1003.

Tavura X
Acid IActic Acid lactic Oscil'lacié
tedric trobat Rendiment maxima
13'35 1343 1008 —
1335 1335 100‘0 -
19‘8 19‘8 1000 —
23‘0 232 100°8 —_
273 273 100‘0 —
327 32‘8 1003 —
624 62'5 1002 —
1121 1137 1014 + 14
1685 1687 100°1 —
1831 182°1 995 —_
2072 2050 98‘g —1I1'r

Com veiem, les xifres d’acid lactic contingudes en
aquesta taula oscillen entre limits molt amples : de
1335 a 2072 mgr., i els resultats van essent pitjors, a
mesura que augmenta la quantitat d’acid lactic. Aquesta
taula, com totes les anteriors, ens mostra que el con-
tingut Optim en acid lactic per a obtenir bons resultats

22
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amb el meétode de Friedemann, oscilla entre 15-20 mgr.
De tota manera, els resultats obtinguts amb les dues xi-
fres extremes determinades en conjunt : 327 i 2072 mgr.,
ens demostren que el métode té un marge immens d’a-
plicaci6, i que, inclis en el pitjor cas, déna resultats molt
millors que els del Fiirth, ja que l'error maxim és d'un
2 per 100 i en aquest del 3-4 per 100. En la zona optima
del métode, o sigui entre 15-20 mg., I'error maxim que
hem obtingut és del 02 per 100, xifra, al nostre entendre,
gairebé immillorable amb cap altre métode quantitatiu.

g) Resultats d’algunes lactacidémies. — Observat,
doncs, aquest immillorable comportament del métode en
les determinacions amb lactat de zinc, reproduim a con-
tinuaci6 algunes xifres de les innombrables determina-
cions de lactacidémia portades a cap, amb aquest me-
tode, per un de nosaltres (J. F. P.) prescindint aqui, per
no venir a que, de fer referéncia als diversos estats pa-
toldgics dels malalts en qué s’efectud la determinaci6.
La técnica seguida fou sempre exactament igual a la
descrita, que ha esdevingut el corrent en el nostre Ins-
titut. Els resultats de setze determinacions paral-leles,
escollits a primera vista entre el nombre total de qué
disposem, que arriben avui dia gairebé al miler, son els
segiients:

Tavra XI

Resultats dobles Diferéncia per 100
188 — 186 1'07
172 —16'8 2'3

13'1 —13°3 's
14'0 — 140 o‘o

15T — 152 066
182 — 183 0'54
192 — 194 1'04

22'3 — 22'7 179
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Resultats dobles M
25'3 —25'9 2'31

102 — 10°1 1o

13T — 13°1 o‘o

178 — 178 o‘o

12:3 — 12:4 0:80

192 — 192 o‘o

20T — 20°1 o‘o

21°T —21°1 o‘o

230 — 23 o‘o

Si no fos que alguns autors encara ho confonen,
gairebé no valdria la pena d’insistir sobre el fet que
lerror d’aquests dobles nostres estd calculat en per cent
sobre les xifres absolutes obtingudes, mentre que aquells
ho interpreten com la diferéncia existent entre els dos
resultats obtinguts per a 100 cc. de sang. O sigui, aclarint
el concepte, que suposant com a lactacidémia normal la
de 20 mgr. per 100 centimetres cibics, I'error, segons la
nostra manera de calcular, es fa cinc vegades més gros
que el que s’obté segons ells... Doncs bé, alguns dels
autors a queé ens hem referit al comencament d’aquest
treball, consideren com a dobles excel-lents resultats que,
d’acord amb llur calcul, difereixen de 4-5 per 100, 0
sigui d’un 20-25 per 100 en realitat. No creiem neces-
sari insistir més sobre aquest punt.

Els resultats que donem parlen prou a favor del
metode de Friedemann, portat a terme segons la técnica
corrent en el nostre Institut, perqué encara calgui esten-
drenos-hi. Diguem, tan sols, que basant-nos en ells, ens
creiem autoritzats a recomanar-lo a tots aquells a qui
interessi obtenir xifres de lactacidémia que mereixin
algun credit i de les que se’n puguin deduir algunes con-
seqiiéncies; fent-los observar, ensems, la senzillesa de
les operacions i la rapidesa amb qué s’arriben a efectuar
simultaniament tres o quatre determinacions, quan ja
s’ha adquirit una certa practica.
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CONCLUSIONS

1.2 S’efectua un estudi comparatiu de tots els me-
todes proposats fins avui per a la determinaci6 en serie
de la lactacidémia, arribant-se a la conclusi6 de la su-
perioritat del de Friedemann i col-laboradors.

2.8 Es descriu la técnica standarditzada, senzillis-
sima, amb qué es porta a terme aquesta determinaci6
en el nostre Institut.

3.8 S'insisteix sobre la capital importancia de di-
versos factors, per al bon éxit de les determinacions:
temps d’oxidaci6, refrigeraci6, barreja oxidativa, deter-
minacié en blanc de control, manera de precipitar les
proteines, etc.

4.8 Es reprodueixen una série de taules de deter-
minacions d’acid lactic efectuades amb solucions de lactat
de zinc preparat per nosaltres mateixos, amb excel-lents
resultats parallels. La zona de concentraci6 en acid
lactic, optima per a l'exactitud del metode, sembla os-
cil-lar al voltant dels 15-20 mgr., perd hem obtingut re-
sultats molt bons entre 327 i 2072 mgr. com extrems
inferior 1 superior.

5.8 Finalment, es reprodueixen setze resultats dobles
de lactacidémies, escollits a primera vista entre el gran
nombre que portem efectuades fins avui — gairebé un
miler — amb un error maxim del 2‘5 per 100 absolut
(en relaci6 amb aixd, s'insisteix sobre la manera equi-
vocada com alguns autors calculen els resultats per 100
de llurs determinacions).

Institut de Fisiologia.
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