SOBRE LA DISMUTACIO DEL METIL I FENIL-
GLIOXAL PER L’ENZIMA DE LES FULLES
VERDES. EXPERIENCIES AMB FULLES
DE TIL'LER

per
C. PI-SUNER 1 BAYO

La dismutacié de substancies de naturalesa aldehidi-
ca per materials del regne vegetal es demostra prime-
rament amb llevats. El seu procés basic d’oxidore-
ducci6 ha adquirit una importancia especial per a la
comprensi6 del tercer esquema fermentatiu.

Inicialment s’origina una descomposici6 de la mo~
lecula de sucre, en acetaldehid més anhidrid carbonic
i glicerina, produint-se de seguida un segon procés d’oxido-
reduccié6 que porta a lestabilitzaci6 de l'acetaldehid, a
la seva dismutaci6é a acid acétic i alcohol etilic (C. Neu-
berg i J. Hirsch).

Pertany al mateix tipus de dismutaci6é la que té
lloc, no entre dues molécules senzilles d’aldehid, sind
intramolecularment, en una sola d’aldehid cetonic. Com
a substratums per a aquestes experiéncies hem fet servir
generalment el metil i el fenilglioxal. Pot considerar-se
com a demostrat que totes les cél-lules, de qualsevol
classe que siguin, proveides d’un sistema desmolisic espe-



Treballs de la Societat de Biologia. 1930 207

cial, analeg a la cimasa alcoholica o a la lactica, pro-
dueixen la dismutacié del metil i fenilglioxal. I com
que un complex d’aquesta naturalesa es troba general-
ment en totes les cellules, s’ha observat aquest pro-
cés d’oxido-reducci6 — que en molts de casos represen-
ta el final de la glucolisi (1) — en totes aquelles cél'lules
animals o vegetals amb qué s’ha experimentat.

Es digne d’ésser notat el fet que les plantes que
ocupen llocs elevats en l'escala vegetal presenten, a llur
torn, aquest enzima de la dismutacid, en diferents parts
de llur organisme. Fou comprovat d’una manera segura,
en primer lloc, en les llavors (pésols, mongetes, altramu-
sos i cereals diversos) (2); observant-se després en les
fulles verdes (tabac de Corrientes i de Latakia) (3).

Ara bé, no sempre s’observa una acumulaci6 de
lactat en les parts verdes dels vegetals, perd si la capa-
citat de produir acid lactic a partir del metilglioxal,
capacitat que sembla concedida a tots els éssers vivents.
No devem, per tant, considerar aquest fenomen com un
fet casual; la circumstancia que l’acid lactic tan sols
s’acumuli rarament, pot ésser degut a causes molt diver-
ses, com, per exemple, el seu consum ulterior, la sintesi
de les resines, i moltes d’altres. De la mateixa manera,
les relacions i analogies de metabolisme, en distintes
cél-lules, ens presenten en totes un mecanisme idéntic
en la descomposici6é dels glicids (4).

L’aillament del metilglioxal, aconseguit inclis en els
vegetals superiors, és una prova més d’aquesta afirmacié.

Les experiéncies de C. Neuberg i M. Kobel (5) han
indicat que la dismutaci6é dels aldehids simples i la dels
cetonics no presenta solament analogies de forma, siné
també cinetiques; sense que, malgrat tot, pugui preten-
dre’s avui en dia considerar ambdés processos totalment
identics.
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A més, 'observacié de la dismutaci6é en els aldehids
cetonics presenta un avantatge sobre la feta en els aldehids
senzills (sense atom de carbon asimétric), avantatge con-
sistent en qué en els primers la dismutaci6é és dirigida
estereoquimicament, originant un procés asimétric umila-
teral. Aquest fet fou ja observat per Neuberg el 1913,
en veure que amb el llevat obtenia un acid lactic inac-
tiu, i, en canvi, amb el teixit muscular, una barreja
de racémic i de levogir. Data també d’aleshores 'obser-
vaci6 de com s’afavoria la formaci6é de I'acid lactic amb
un lleuger augment d’hidroxilions, fosfats, per exemple,
que neutralitzaven després 'acid format (6).

Amb Thidrat de fenilglioxal s’ha observat, sense
excepcid, la formaci6 d’acid amigdalic opticament actiu (7).

L’angle de desviaci6 de la llum polaritzada depén
de la naturalesa del material diastasic, i sense esforg
podem atribuir a l'acci6 de factors biologics especifics el
pas, quasi en un 100 per 100, d’'una substancia inactiva
a una altra opticament activa. :

Tot aixo és avui en dia més interessant des que re-
centment J. Bodnar i C. Bernauer (8) sostenen que la
desaparicié de l'aldehid acétic en les diferents parts de
les plantes no ha d’atribuir-se necessariament a un procés
diastasic, sin6 que pot ésser deguda a una aldol-conden-
saci6 de causes purament quimiques, sense que aquesta
reacci6 sigui influida per cap catalitzador biologic. (Aquests
investigadors han observat que en el puré de pésols, que
actua molt activament sobre 1'acetaldehid, no era pos-
sible demostrar després la preséncia de l'acid acetic i
de I'alcohol etilic, a qué devia donar lloc, segons la reaccié
de Cannizzaro. En canvi, es formava acetaldol, segons
la condensacio:

CH, - COH + CH, - COH = CH, - CH - OH - CH, - COH
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no essent aquesta reacci6 de naturalesa diastasica, ja
que es presentava jgualment si es tractava abans el puré
de pesols pel calor.)

No anem a discutir ara en quina mesura pot accep-
tar-se aquest fet per altres materials vegetals en qué
s’observa també un consum d’aldehid (g), sense veure’s,
en canvi, la produccié de les quantitats equivalents d’al-
cohol i acid.

C. Neuberg i M. Kobel (10) ja han indicat que en
la dismutaci6é del metilglioxal per la diastasa de les fulles
verdes es produeix acid lactic racémic, la qual cosa coinci-
deix en absolut amb el fet que fins ara I’Acid lactic pre-
format i aillat de les parts verdes dels vegetals ha estat
sempre de la forma d-1.

En el que es refereix a 'accié de la cimasa dels ve-
getals superiors sobre I'hidrat de fenilglioxal, els matei-
xos autors han observat el pas d’aldehid cetonic aromatic
a acid amigdalic levogir; podent-se obtenir, amb bacte-
ries, dextrogir o levogir a voluntat. En els meus expe-
riments amb les fulles verdes de tiller (Tillia grandi-
folia) he aconseguit el pas, en un 83 per 100 aproximada-
ment a d (—) acid amigdalic, d’'un poder rotatori de
—146°5°, estant format, per tant, en un g6 per 100 de
component levogir.

De tot aixé deduim, doncs, que en el cas del fenil-
glioxal no pot quedar-nos cap dubte sobre el caricter
diastasic de la reacci6. Quant al metilglioxal, n’hi kaura
prou d’indicar que amb el liquid resultant de coure l’ex-
tracte de fulles de til-ler no vaig aconseguir cap dismu-
taci6, la qual cosa demostra que és també una accié
biologica, malgrat I'haver-se produit lactat inactiu a la
Ilum polaritzada.
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PART EXPERIMENTAL
I. Experiéncies amb metilglioxal

Per a aquesta investigaci¢ prepararem les segiients
barreges:
1.3 250 gr. de fulles verdes i fresques de til-ler trinxades.

740 cc. d’aigua.

10 cc. de solucié de metilglioxal al 10 per 100.

10 gr. de carbonat calcic.
10 cc. de toluen.

2.8 250 gr. de fulles de til'ler trinxades.
640 cc. d’aigua.
100 cc. de suc de llevat cuit (com a coferment).
10 cc. de soluci6 de metilglioxal al 1o per 100.
10 gr. de carbonat calcic.
10 cc. de toluén.

3.2 250 gr. de fulles de til-ler trinxades.
750 cc. d’aigua.
10 gr. de carbonat calcic.
10 cc. de toluén.

Totes aquestes barreges, col-locades en sengles bo-
telles, foren enérgicament agitades durant sis hores, a
una temperatura de 40°, i després, posades a l'estufa
de cultius a 37°. Com que les fulles trinxades, en con-
tacte amb l'aigua, s’havien inflat i I'’havien absorbit en
gran quantitat, afegirem, al cap de vint-i-quatre hores,
750 cc. d’aigua a cada barreja. Al principi de 'expe-
riéncia, a les vint-i-quatre i a les quaranta-vuit hores,
prenguérem de cada una 15 cc. de liquid, en els quals
procedirem a la determinacié del metilglioxal. Per a
aixo centrifugarem aquests liquids, i com que no dipo-
sitaven bé, els afegirem el mateix volum d’alcohol, filtra-
rem el precipitat obtingut, i el liquid clar que filtrava
el tractarem amb solucié alcoholica de paranitrofenil-
hidrazina; després, 1’evaporarem en part.
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D’aquesta manera observarem que a les quaranta-
vuit hores havia desaparegut en absolut 1’aldehid cetonic.
Aleshores prenguérem les barreges de les botelles, guar-
darem la part liquida i tractarem dues vegades consecu-
tives el residu solid amb aigua, a la centrifuga. Els
liquids resultants d’aquests rentats els vaig ajuntar als
primitivament separats i els vaig evaporar fins a petit
volum, precipitant després amb la mateixa quantitat
d’alcohol metilic i filtrant. Els residus separats d’a-
questa filtraci6 foren dissolts en 125 cc. d’aigua bullint,
i novament precipitats amb la mateixa quantitat d’al-
cohol.

Vaig ajuntar tots els liquids resultants que contenien
el lactat i els vaig afegir acid oxalic en excés, per a sepa-
rar el Ca; vaig filtrar el precipitat, i el filtrat el vaig fer
bullir amb quantitat suficient de carbonat de plom, fins
que no donés reacci6 acida al paper de tornasol. Un
cop refredat, vaig filtrar els liquids i vaig rentar el pre-
cipitat, i el liquid amb aigua freda. Aleshores separa-
rem el plom amb un corrent d’acid sulfhidric i la part
d’aquest que pogués haver-se dissolt en el liquid fou
treta per un corrent d’aire. Vaig afegir ZnO en excés,
vaig fer bullir fins a completa neutralitzacio, vaig filtrar
en calent per a separar el ZnO no dissolt i vaig concentrar
la soluci6 de lactat fins a petit volum.

Com que al cap d'uns dies no es va produir cap cris-
tallitzaci6, acidularem cada un dels liquids amb acid
fosforic, el barrejarem intimament, en un morter, amb
sulfat sodic recentment calcinat, fins a obtenir un pols
farinés, i I'extraguérem amb éter, fins a esgotament, en
aparells de Soxhlet. Un cop evaporat l'éter, vaig dis-
soldre el residu resultant en aigua i vaig sotmetre la
soluci6, amb carbonat de plom, etc., a un tractament
en tot idéntic al ja descrit.
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Finalment, en la soluci6 de lactat de zinc obtinguda,
després de concentrada i de guardar-la durant forga
temps, es presenta una cristal-litzacié. Vaig tractar la sal
amb argila, li vaig afegir un xic de carb6 animal i la vaig
recristal-litzar dos cops en aigua.

Residu obtingut en I’experiéncia primera............ o'8 gr.
Residu obtingut en I’experiéncia segona............. 065 gr.

Com pot veure’s, en comparar els resultats anteriors,
I'addici6é del coferment no ha millorat per res la reaccio.
Amb tot, hem de considerar que en els liquids extractius
de les fulles es troben moltes substancies que dificulten
la cristal-litzaci6; per aixo és satisfactoria la quantitat
final obtinguda.

L’observacié polarimétrica ens indicd que es trac-
tava d’una sal opticament inactiva, ¢o que fou comprovat
per la determinaci6 de l'aigua de cristal-litzacio.

Analisis

Amb o‘1007 gr. de la substancia obtinguda de la
primera barreja, dessecada, obtinguérem : en deshi-
dratar, o‘or84 gr. d’aigua i, en incinerar, 0‘0275 gr.
de ZnO.

Amb o‘roor gr. de la substancia obtinguda de la
barreja segona, dessecada, obtinguérem : en deshidratar,
00183 gr. d’aigua i, en incinerar, 0‘0276 de ZnO.

Les quantitats expressades en tant per 100, que
produeix una molécula de lactat de zinc, i les obtingudes
en les nostres experiéncies, sén:

(CsH;0;)pZn + 3H,0
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Calculat:

Aigua = 1818 per 100; ZnO = 27‘35 per 100
Trobat : barreja primera:

Aigua = 1827 per 100; ZnO = 2735 per 100
Trobat : barreja segona:

Aigua = 1828 per 100; ZnO = 2742 per 100

No ens fou possible trobar acid lactic preformat en
el liquid de la barreja tercera, que tractarem, en tots els
detalls, d'una manera analoga a les altres dues (ni tan
sols amb la reacci6 colorejada del tiofé). Per tant, les
fulles, almenys en el periode de vegetacié en qué foren
collides, no contenien ni indicis d’acid lactic.

II. Experiéncies amb fenilglioxal

De la mateixa manera que amb el metilglioxal, pre-
pararem les barreges segiients:

1.2 250 gr. de fulles verdes i fresques de til-ler trinxades.
1,500 cc. d’aigua.
1 gr. d’hidrat de fenilglioxal.
10 gr. de carbonat calcic.
10 cc. de toluén.

2.8 250 gr. de fulles de til-ler trinxades.
1,500 cc. d’aigua.
10 gr. de carbonat calcic.
10 cc. de toluén.

Les experiéncies foren fetes a una temperatura de
379, i s’observa la preséncia del fenilglioxal, al comeng
de 'experiéncia, a les vint-i-quatre hores i als dos dies,
en una part aliquota de liquid, per la precipitaci6 amb
solucié acética de paranitrofenilhidrazina. En la primera
barreja havia desaparegut 1’aldehid cetonic als dos dies.
Aleshores centrifugarem i rentarem el residu, a la centri-
fuga, dues vegades consecutives, amb 450 cc. d’aigua
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cada vegada. Un cop reunits tots els liquids obtinguts
1 concentrats per evaporacid, els vaig precipitar amb
acetona, els vaig filtrar i els precipitats obtinguts els
vaig dissoldre amb 125 cc. d’aigua bullent, tornant-ho
a precipitar amb 125 cc. d’acetona i filtrant altre cop.
Aquest tractament fou repetit una altra volta.

Reunits en un sol aquests diversos liquids acetonics,
separarem l'acetona per evaporacid, filtrarem i acidula-
rem amb acid fosforic.

Les solucions acides resultants les agitarem amb
éter en un embut de decantacid, sis cops seguits; 1 els
liquids eteris obtinguts els tractarem amb sulfat sodic,
recentment calcinat, per a dessecar-los. L’éter fou total-
ment destil-lat; el residu fou dissolt en una petita quan-
titat d’aigua bullent, bullit amb carb6é animal, i filtrat.

Un cop evaporada, en part, l'aigua de la solucio,
no s’observava encara cap cristal-litzaci6 d’acid amig-
dalic. Aleshores neutralitzarem exactament aquesta so-
luci6 amb una altra de sosa, filtrarem i precipitarem
amb sulfat cadmic.

En el liquid provinent de la barreja primera es forma
un abundant precipitat d’amigdalat de cadmi, molt
insoluble (11); en el corresponent a la segona, cap pre-
cipitat.

Aquest amigdalat cadmic, que al principi semblava
encara obscurament colorejat, fou filtrat al buit, rentat
amb aigua, posat en suspensié en aigua i atacat per un
corrent d’acid sulfhidric. A les tres hores d’aquest trac-
tament pesarem novament el precipitat en suspensié en
aigua i el tractarem amb sulfhidric. Per 1ltim, passades
dues hores més, tornarem a filtrar, i la solucié obtinguda,
d’una claredat quasi d’aigua, fou evaporada a sequedat.

Quantitat d’acid amigdalic, en brut, trobat........ 0'834 gr.
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Després de recristallitzar-lo en benzén, es presen-
tava sota forma de bonics cristalls blancs. El seu punt
de fusi6 era 130°.

Per a portar a cap la determinaci6 del poder rotatori,
vaig dissoldre 02338 gr. d’acid en 10 cc. d’aigua, i vaig
obtenir el segiient resultat:

[a]o = — 146'5° (a = — 6'85°% I = 2; ¢ = — 2°338)

A més, 8 cc. d’aquesta soluci6 necessitaren, per a
neutralitzar-se, 122 cc. de solucié6 n/ro de KOH; la
quantitat calculada per l'acid amigdalic era de 12°3 cc.

D’aixd, i de l'elevat poder de rotacié que assoleix
el de la forma oOpticament pura, es veu que l'acid
que hem obtingut, per 'accié diastasica, és el levogir.
I com, a més, la quantitat d’acid amigdalic obtinguda
és major del 8o per 100 de la total que podia formar-se
a partir del fenilglioxal estructuralment inactiu, Zemim
en aquesta experiéncia un exemple més de Uinteressantis-
sim procés de formacid, per la dismutacid, d'una substancia
asimétrica a partir d'una altra que no ho era.

Kaiser Wilhelm Institut fiir Biochemie
Berlin - Dahlem
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