Acerca de la dismutacién del metil y fenilglioxal
por la enzima de las hojas verdes. Experiencias
con hojas de tilo.
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La dismutacién de substancias de naturaleza aldehidica por mate-
riales del reino vegetal se llevé a cabo primeramente con levaduras. Su
proceso bésico de dxido-reduccién ha adquirido especial importancia
Para la comprensién del tercer esquema fermentativo.

Inicialmente se origina una descomposicién de la molécula de azd-
car, en acetallehido mas anhidrido carbénico (eslabén oxidativo), y gli-
cerina (eslabén de reduccién), produciéndose en seguida un segundo
proceso de oxido-reduccidn, que conduce a la estabilizacién del acetal-
dehido, que pasa por dismutacién a 4cido acético y alcohol etilico (C.
Neuberg y J. Hirsch).

Pertenece al mismo tipo de dismutacién la que tiene lugar, no entre
dos moléculas sencillas de aldehido, sino intramolecularmente, en una
sola de aldehido ceténico. Como substratos para estas experiencias se
han usado generalmente el metil y el fenilglioxal. Puede considerarse
como demostrado que todas las células, sea cualquiera su clase, provis-
tas de un sistema desmolisico anilogo a la zimasa alcohdlica o a la l4c-
tica, producen la dismutacién del metil y fenilglioxal. Y como un com-
Plejo enzimdsico de esta indole es, en general, inmanente a todas las
células, se ha observado este proceso de dxido-reduccién — que en
muchos casos representa el final de la glucolisis (1) — en todas aquellas
células, animales o vegetales con que se ha experimentado.
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Es digno de atencién el hecho de que las plantas que ocupan luga-
res elevados en la escala vegetal presentan, a su vez, este enzima de la
dismutacién en diversas partes de su organismo. Fué comprobado de
un modo cierto, en primer lugar, en las semillas (guisantes, alubias, altra-
muces y cereales) (2); observandose luego en las hojas verdes (tabaco
de Corrientes y de Latakia) (3).

Ahora bien, no siempre se observa una acumulacién de lactato en
las partes verdes de los vegetales, pero si la capacidad de producir 4cido
lactico a partir del metilglioxal, capacidad que parece concedida a todos
los seres vivientes. No debemos, pues, considerar este fendmeno como
un hecho casual; la circunstancia de que el 4cido lictico sélo sea acu-
mulado raramente puede ser debida a las mas diversas causas; tales como
su ulterior consumo, la sintesis de las resinas y otras muchas. Asimismo
las relaciones y semejanzas de metabolismo en distintas células nos mues-
tran en todas ellas un mecanismo idéntico en la descomposicién de los
glicidos, o por lo menos en su disposicién (4)-

E] aislamiento de metilglioxal, logrado incluso en los vegetales supe-
riores, es una prueba mis a esta afirmacidn.

Las experiencias de C. Neuberg y M. Kobel (5) ban indicado que
la dismutacién de los aldehidos sencillos v la de los ceténicos no presen-
tan tan sélo analogfas de forma, sino también cinéticas; sin que, a pesar
de ello, pueda pretenderse hoy dia considerar ambos procesos en un todo
idénticos.

Ademids, la observacién de la dismutacién en aldehidos ceténicos
presenta una ventaja sobre la efectuada con aldehidos sencillos (sin 4tomo
de carbono asimétrico), consistente en que con los primeros, la dismu-
tacién es estereoguimicamente dirigida, originando un proceso asimétrico
unilateral. Este hecho fué ya observado por Neuberg en 1913, viendo
que con la levadura obtenfa un 4cido lactico inactivo, y en cambio con
tejido muscular, una mezcla del racémico y del levogiro. Data también
de entonces la observacién de cémo se favorecia la formacién del acido
lactico con un ligero aumento de hidroxiliones, por ejemplo, fosfatos
que neutralizaban luego el 4acido formado (6).

Con el hidrato de fenilglioxal se ha observado, sin excepcién, la
formacién de 4cido amigdalico Spticamente activo (7).

El 4ngulo de desviacién de la luz polarizada depende de la natu-
raleza del material enzimdsico, y sin esfuerzo podemos atribuir a la
accién de factores biolégicos especificos el paso, casi en un 100 por 100,
de una substancia inactiva a otra dépticamente activa.

Todo esto es hoy en dia tanto méas interesante cuanto recientemente
J. Bodnar y C. Bernauer (8) sostienen que la desaparicién del aldehido
acético en las diversas partes de las plantas no debe atribuirse necesa-
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mente a un proceso enzimdasico, sino que puede ser debida a una
aldol-condensacién de causas puramente quimicas, no siendo esta reac-
cién influida por ningin catalizador bioldgico. (Estos investigadores
han observado que en el puré de guisantes, que actiia activisimamente
sobre el acetaldehido, no era posible demostrar luego la presencia del
dcido acético y el alcohol etilico a que aquél debja dar lugar segin
la reaccién de Cannizzaro. En cambio se producia acetaldol, segin la
condensacion:

CH, — COH + CH, — COH = CH, — CH - OH — CH, — COH

no siendo esta reaccién de naturaleza enzimésica, pues se presentaba
igualmente si se sometia el puré de guisantes a la accién del calor).

No vamos a discutir ahora en qué medida puede aceptarse este
hecho para otros materiales vegetales en que se observa también un con-
sumo de aldehido (g), no viéndose, en cambio, la produccién de las can-
tidades equivalentes de alcohol y 4cido.

C. Neuberg y M. Kobel (10) han indicado ya que en la dismutacién
del metilglioxal por el enzima de las hojas verdes, se produce 4cido lac-
tico racémico, lo que coincide en absoluto con el hecho de que hasta
ahora el 4cido lactico preformado y aislado de las partes verdes de los
vegetales ha sido siempre de la forma 4 — /.

En lo que atafie a la accién de la zimasa de los vegetales superiores
sobre el hidrato de fenilglioxal, han observado los mismos autores el
paso de aldehido ceténico aromético a 4cido amigdalico levogiro; pudién-
dose obtener con bacterias dextro o levogiro a eleccion. En mis expe-
riencias con las hojas verdes de tilo (Tillia Grandifolia) he conseguido
el paso, en un 83 por 100 aproximadamente a d (— ) acido amigdalico,
de un poder rotatorio de — 146,509, constando, por lo tanto, en un g6 por
100 del componente levogiro.

De todo esto deducimos, pues, que en el caso del fenilglioxal no
puede quedarnos ninguna duda acerca del caricter enzimdsico de la
reaccién, En cuanto al metilglioxal, bastard indicar que con el liquido
resultante de cocer el extracto de hojas de tilo no logré ninguna dismu-
tacién, lo que nos demuestra que es también una accién bioldgica, a pesar
de haberse producido lactato inactivo a la luz polarizada.
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Parte experimental

A continuacién exponemos algunos detalles de las experiencias efec-
tuadas,

I. EXPERIENCIAS CON METILGLIOXAL

Para esta investigacién preparamos las siguientes mezclas:

1.2 250 gr. de papilla, de hojas verdes y frescas de tilo.
740 cc. de agua.
10 cc. de solucién de metilglioxal al 10 por 100.
10 gr. de carbonato célcico.
10 cc. de tolueno.

2.4 250 gr. de papilla de hojas de tilo.
640 cc. de agua.
100 cc. de jugo de levadura cocido (como cofermento).
10 cc. de solucién de metilglioxal al 10 por 100.
10 gr. de carbonato célcico.
10 cc. de tolueno.

3.5 250 gr. de papilla de hojas de tilo.
750 cc. de agua.
10 gr. de carbonato célcico.
10 cc. de tolueno.

Todas estas mezclas, colocadas en sendas botellas, fueron agitadas
enérgicamente durante seis horas, a una temperatura de 40, y luego,
colocadas a 37° en la estufa de cultivos. Como la papilla de hojas, en
contacto con el agua, se habfa hinchado, absorbiéndola en gran canti-
dad, afiadimos, al cabo de veinticuatro horas, 750 cc. de agua a cada
mezcla. Al principio de la experiencia, a las veinticuatro y a las cua-
renta y ocho horas, tomamos de cada una 15 cc. de liquido, en los que
procedimos a la determinacién del metilglioxal. Para ello centrifu-
gamos dichos liquidos, y como no se depositasen bien, les afiadimos el
mismo volumen de alcohol, filtramos el precipitado obtenido, y al liquido
claro que filtraba lo"tratamos con solucién alcohélica de paranitrofenilhi-
dracina; evaporindolo, luego, en parte.

De esta manera observamos que, a las cuarenta y ocho horas, habia
desaparecido en absoluto el aldehido ceténico. Entonces tomamos las
mezclas de las botellas, guardamos la parte liquida y tratamos dos veces
consecutivas el residuo sélido con agua, en la centrifuga. Los liquidos
resultantes de estos lavados los junté a los primitivamente separados y
los evaporé hasta pequefio volumen, precipitando luego con la misma
cantidad de alcohol metilico y filtrando. Los residuos separados de esta
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filtracién fueron disueltos en 125 cc. de agua hirviendo, y de nuevo
precipitados con la misma cantidad de alcohol,

Reuni todos-los liquidos resultantes que contenfan el lactato y les
afiadi 4cido oxdlico en exceso para separar el Ca; filtré el precipitado y
hervi con la cantidad necesaria de carbonato de plomo hasta que no die-
ran reaccidn 4acida al papel de tornasol. Una vez enfriados, filtré los
liquidos y lavé el precipitado, y el liquido con agua fria. Entonces des-
alojamos el plomo con una corriente de 4cido sulfhi’rico y la parte de
éste que podia haberse disuelto en el liquido, a su vez, con otra de aire.
Afiadi ZnO en exceso, hervi hasta la absoluta neutralizacién, filtré en
caliente para separar ZnO no disuelto y concentré la solucién de lactato
hasta pequefio volumen.

Como al cabo de unos dias no se produjese ninguna cristalizacién,
acidulamos cada uno de los liquidos con &cido fosférico, lo mezclamos
intimamente, en un mortero, con sulfato sédico recientemente calcinado,
hasta obtener un polvo harinoso, y lo extrajimos con éter, hasta agota-
miento, en aparatos de Soxhlet. Una vez evaporado el éter, disolvi el
residuo resultante en agua y someti de nuevo la solucién con carbonato
de plomo, etc., a un tratamiento en un todo idéntico al ya descrito.

Finalmente, en la solucién de lactato de cinc obtenida, luego de
concentrada y de guardarla durante largo tiempo, se presenté una cris-
talizacién. Traté la sal con arcilla, le afiadi un poco de carbén animal
y la recristalicé dos veces en agua.

Residuo obtenido en la experiencia primera.... 08 gr.
Residuo obtenido en la experiencia segunda.... 0'65 gr.

Como se ve, comparando los resultados anteriores, la adicién de
cofermento no ha mejorado en nada la reaccién. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que en los liquidos extractivos de las hojas se encuentran
muchas substancias que entorpecen la cristalizacién, no siendo por eso
la cantidad final obtenida satisfactoria.

La observacién polarimétrica nos indicé que se trataba de una sal
épticamente inactiva, lo que fué comprobado por la determinacién del
agua de cristalizacién.

Andlisis

Con 0‘1007 gr. de la substancia obtenida de la mezcla primera, de-
secada, obtuvimos : al deshidratar, 00184 gr. de agua, y al incinerar,
0‘0275 gr. de ZnO.

Con o‘roor gr. de la substancia obtenida de la mezcla segunda,
desecada, obtuvimos : al deshidratar, 00183 gr. de agua, y al incinerar,
00276 gr. de ¢éxido de Zn.




Las cantidades, expresadas en tanto por ciento, que produce una
molécula de lactato de cinc y las obtenidas en nuestras experiencias, son:

(CH;04)9Zn + 3H,0

Calculado: : Agua = 1818 por 100; ZnO =
Encontrado : Mezcla primera : Agua = 1827 por 100; ZnO =
Encontrado : Mezcla segunda : Agua =

27‘35 por 100

2735 por 100
1828 por 100; ZnO = 27°42 por 100

No nos fué posible encontrar 4cido lactico preformado en el liquido
de la mezcla tercera, que tratamos, en un todo, de un modo anélogo a
los otros dos (ni siquiera con la reaccidén coloreada del tiofeno). Por lo
tanto, las hojas, a lo menos en el periodo de vegetacién en que fueron
recogidas, no contenian 4cido lactico, ni aun en indicios.

II. EXPERIENCIAS CON FENILGLIOXAL

Anialogamente a lo hecho con el metilglioxal, preparamos las siguien-
tes mezclas:

1.8 250 gr. de papilla de hojas verdes y frescas de tilo.
1,500 cc. de agua.
1 gr. de hidrato de fenilglioxal.
10 gr. de carbonato célcico.
10 cc. de tolueno.

2.5 250 gr. de papilla de hojas de tilo.
1,500 cc. de agua.
10 gr. de carbonato célcico.
10 cc. de tolueno.

Las experiencias se llevaron a cabo a una temperatura de 37°, y fué
observada la presencia del fenilglioxal, al principio de la experiencia, a
las veinticuatro horas y a los dos dias, en una parte alicuota de liquido,
por la precipitacién con solucién acética de paranitrofenilhidrazina. En
la mezcla primera habfa desaparecido el aldehido ceténico a los dos dias.
Entonces centrifugamos y lavamos el residuo, en la centrifuga, dos veces
consecutivas, con 450 cc. de agua cada una. Una vez reunidos todos
los liquidos obtenidos y concentrados por evaporacién, los precipité con
acetona, filtré y disolvi los precipitados obtenidos en 125 cc. de agua
hirviendo, volviendo a precipitar con 125 cc. de acetona, y filtrando.
Este tratamiento fué aitn repetido otra vez.

Reunimos en uno solo estos diversos liquidos acetdnicos, desaloja-
mos la acetona por evaporacién, filtramos y acidulamos con é&cido fos-
férico.
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Las soluciones 4cidas resultantes las agitamos con éter en embudo
de separacién, seis veces consecutivas; y los liquidos etéreos obtenidos
los tratamos con sulfato sédico, recientemente calcinado, para desecarlos.
El éter fué totalmente destilado; el residuo fué disuelto en Pequefia can-
tidad de agua hirviendo, hervido con carbén animal y filtrado.

Una vez evaporada, en parte, el agua de la solucién, no se obser-
vaba todavia ninguna cristalizacién de 4cido amigdalico. Entonces neu-
tralizamos exactamente esta solucién concentrada con otra de sosa, fil-
tramos y precipitamos con sulfato caddmico.

En el liquido procedente de la mezcla primera se produjo un abun-
dante precipitado de amigdalato de cadmio, muy insoluble (11); en el
correspondiente a la segunda, ninguno.

Este amigdalato cddmico, que al principio aparecfa atin obscura-
mente coloreado, fué filtrado al vacio, lavado con agua, suspendido en
ella y atacado por una corriente de 4cido sulfhidrico. A las tres horas
de este tratamiento suspendimos el precipitado en agua, nuevamente,
luego de ser finisimamente pulverizado, y lo tratamos con sulfhidrico.
Finalmente, transcurridas otras dos horas, volvimos a filtrar, y la solucién
obtenida, de una claridad casi de agua, la evaporamos hasta sequedad.

Cantidad de 4cido amigdélico, en bruto, hallado. . .. 0834 gr.

Luego de recristalizarlo en benceno, se presentaba en hermosisimos
cristales blancos. Su punto de fusién era 1300,

Para llevar a cabo la determinacién del poder rotatorio disolvi
02338 gr. de 4cido en 10 cc. de agua, y obtuve el siguiente resultado:

c[olp = —1465° (0 =-—685% | =2; c = — 2338)

Ademas, 8 cc. de esta solucién necesitaron Para neutralizarse 122 cc.

N
de solucién . de KOH; siendo la cantidad calculada para el 4cido amig-

délico 12°3 cc.

Por todo esto, asi como por el elevado poder de rotacién que casi
alcanza el de la forma dpticamente pura, se ve que el acido que hemos
obtenido, por la accién zimésica, es el levogiro. Y como, ademds, la can-
tidad de 4cido amigdélico obtenida es mayor del 8o por 100 de la total
que podia formarse a partir del fenilglioxal estructuralmente inactivo,
tenemos en esta experiencia un ejemplo mds, del interesantisimo proceso
de formacion por la dismutacion de wna substancia asimétrica, a partiv de
otra que no lo era.

Kaiser Wilhelm Institut f. Biochemie, Director, profesor C. Neuberg.
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