SOBRE I’OBTENCIO DEI METILGLIOXAL EN
LA DESCOMPOSICIO DEL SUCRE MITJAN-
CANT EL SUC DE LA MACERACIO
DEL LLEVAT

per

C. P1-SuRER 1 Bavo

Com s’ha demostrat repetidament, el metilglioxal és
una etapa de la desmolisi en molts processos glucolisics.
Aixi s’ha vist en la descomposicié del sucre produida
pel llevat (1), pels bacils lactics propiament dits (2) i
pel «Bacterium lactis aerogenes» (3). Amb el mateix
éxit s’ha observat la seva formacié en els processos de
desmolisi produits per cél-lules animals (4).

Gracies a un métode de gran senzillesa, pot aillar-se
el metil-glioxal produit amb gran quantitat, arribant
fins i tot al 1oo per 100 de les possibilitats tedriques.
D’aquesta manera s’ha aconseguit una demostracié prac-
tica de com aquest aldehid cetdnic de tres atoms de
carbon representa, en efecte (en la descomposicié del
sucre), el paper importantissim que solament d’una
manera tedrica i indirecta (partint del seu atac facil i
produccié consegiient d’acid lactic), se li havia atribuit.

Com ja hem indicat, s’ha investigat el sistema glu-
colisic existent en els llevats alts i baixos, en el llevat
baix dessecat i en el preparat obtingut tractant-lo amb
alcohol-éter.
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Essent la fermentacié alcohdlica un prototipus del
procés de descomposicié del sucre, era molt interessant,
per a completar les experiéncies descrites, observar si el
suc que resulta de la maceracié6 del llevat déna lloc,
també, a la produccié de metilglioxal.

En el preparat amb llevat baix, seguint les indica-
cions d’A. v. Lebedew, es troba encara tot el complex ci-
massic de la cél-lula, i és possible de produir, amb aquesta
solucié de ferment, una veritable fermentacié alcohdlica.
Ens interessava d'investigar si els resultats obtinguts amb
cél-lules actives, alterades o mortes, s’observaven també,
en la fermentacid sense cél-lules; ja que en el cas afirmatiu,
es tenia una clara demostraci6 de I'absolut paral-lelisme
dels processos de fermentaci6 amb cél-lules i sense.!

Des de fa molt temps Neuberg i Kobel sostenen que
s’ha de considerar la formaci6 de metilglioxal com a resum
i principal reaccié del procés de glucolisi. Mentre no dis-
posem d’una base experimental on recolzar la suposada
aparici6 d'un cos intermedi entre I’exosafosfat que es des-
composa. i el metilglioxal, primer dels compostos de tres
atoms de carbon formats, podem anomenar aquest enzima,
que causa el pas de cossos de la série C; a la C,, glucolasa.

El mecanisme de produccid de metilglioxal, en la fer-
mentacid acel-lular o en la fermentacio amb cél-lules és
idéntic, siguin aquestes actives o atenuades.

En els experiments que anem a descriure, portats

1. Com es desprén de tot el que segueix, aquestes esperances
han estat absolutament confirmades. Del resultat satisfactori, ben
tipic i important, podem deduir la injusticia dels atacs que, recent-
ment, s’han intentat contra la teoria d’E. Buchner, tan completa i
fonamentada en totes les seves parts. La deficiéncia dels arguments
adduits contra l'existéncia d’'una veritable fermentacié sense cél-lules
ha estat també demostrada per camins diversos i d’'una manera con-
vincent per A. J. Kluyver i A. P. Struyk (H., 170; 102; 1927), A. V.
Lebedew (H., 173, 89; 1927), i K. Iwasaki i O. Meyerhof (Biochem.
Zeits., 203, 252; 1928).
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a cap amb el suc resultant de macerar el llevat, va-
rem obtenir la formacié del metilglioxal d'una manera
senzilla i sense dificultats, arribant, segons s’ha dit, les
quantitats obtingudes, a un 100 per 100 del que era
tedricament possible. El llevat, fou sempre baix (de
la casa Patzenhofer).

Dels treballs de Neuberg i Kobel sobre el meca-
nisme d’aquesta reaccid, es dedueix el segiient:

Per a la produccié dels metilglioxal n’hi ha prou amb
I’anomenada apocimassa, o sigui aquella part del complex
cimassic que ha estat totalment o parcialment privada
del coferment. Aquesta substancia encara conté enzima
glucolisic; li falta, en canvi, la comutasa, o sigui el ferment
necessari per a l’evolucié ulterior de 1’aldehid cetonic.
Pero, per a l'atac de la primitiva molécula de sucre,
cal, també, el concurs d’'una cocimassa (productora del
compost fosforic del sucre). Per tant, en les nostres ex-
periéncies, haguérem de partir d’aquest compost fosforic
ja format préviament, car I’apocimassa sola no és capag
de portar a cap la fosforitzacié del sucre; perd si la
descomposici6 del difosfat d’exosa format préviament.

Amb tot, els mateixos investigadors han vist que
no és indispensable la separaci6 del coferment mitjancant
determinats métodes, siné que n’hi ha prou en alterar
la relaci6 existent entre les quantitats d’apo i cocimassa,
per mitja d’'una dilucié suficient, amb la qual aquella
s'inutilitza en major o menor grau.

No anirem a entretenir-nos discutint si tot aixo es
deu a factors purament fisics' (variaci6 de la disper-

1. Aquesta hipdtesi concorda amb el fet, demostrat experimen-
talment ja fa temps per A. v. Lebedew (dnn. Iustitui Pastewr, 25,
689; 1911), de qué la dilucié altera d’'una manera essencial la part col-
loidal de la cimassa, igualment que la cocimassa que existeix, en no
molt grans quantitats, en el llevat, i que representa l'agent que
limita la glucolisi final.



Treballs de la Societat de Biologia. 1930 197

si6), o a queé la cocimassa canvia el substratum que l'ab-
sorbeix, o a un procés bioquimic (un xic com afavorint
I’acci6 dels enzimes acompanyants (5) que ataquen més
facilment i rapida la cocimassa que l’apocimassa), o
simplement a la disminucié de concentracié d’aquella, la
conseqiiéncia immediata de la qual seria que la coci-
massa, més facilment difusible, no es trobaria (almenys
en el focus de la reaccid), en quantitat suficient, mentre
I'apocimassa, no dialitzable, existiria en gran quantitat.

Poden emetre’s encara moltes hipotesis sobre 1'alteracié
de les relacions existents entre les diferents parts del com-
plex cimassic productor de la glucolisi, peré no és tampoc
aquest el lloc indicat per a discutir si la cocimassa neces-
saria per a la formacié del compost fosforic de 1'exosa, i la
de la dismutacid, sén distintes, homdlogues o idéntiques.

El suc emprat en les meves experiéncies ha estat
diluit amb gran quantitat d’aigua, lliure de gérmens, i
a la que s’afegia toluol com antiséptic. També he expe-
rimentat, amb el liquid obtingut, després de separar
el coferment per una dialisi estéril. El resultat fou
practicament el mateix en ambdés liquids, aconseguint-se
en els dos la separaci6 del metilglioxal.

N’hi havia prou, per tant, fent la investigacié defi-
nitiva, amb una sola de les dues varietats. Gracies a la
seva major senzillesa, escollirem el suc de maceracid
molt diluit i no dialitzat.

El metilglioxal, acumulat per la descomposicié del
difosfat d’exosa, fou precipitat en forma de 2-4-dinitro-
fenilbishidrazona, i s’obtingué una quantitat d’aldehid
cetonic que s’acosta molt al maxim tecricament possible.
Hem d’indicar que, per destrucci6 d'una molécula de
sucre, se'n formen dues d’hidrat de metilglioxal

CeH,:0s = 2 (CH, - CO-COH + H,0)
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PART EXPERIMENTAL

Abans d’entrar de ple en la descripcié de la part prac-
tica de les nostres recerques, exposarem, en linies generals,
el procediment que seguirem i que el lector pot trobar, amb
tot detall, en els treballs esmentats de Neuberg i Kobel.

L’experiéncia completa determina : l'dcid fosféric
alliberat, la quantitat d’exosafosfat que encara queda
en el liquid de l’experiment, el metilglioxal format i la
possible producci6é d’altres hidrats de carbon.

Acid fosforic. — Al principi i a la fi de ’experiéncia
es pren una mostra del liquid (un cop precipitades les
albimines amb acid tricloracétic) i s’hi determina el
fosfor colorimétricament, segons el métode de K. Loh-
mann i L. Jendrassik (6).

Com que en la soluci6 de cimassa sola també té
lloc, encara que d'una manera limitada, una certa des-
composicié de fosfats inorganics, es determina igualment
el seu contingut en fosfor, i resta el resultat del de
I’experiéncia principal.

Exosafosfats existents encara en interrompre Iexpe-
riéncia. — L’hidrolisi de I’exosadifosfat pot donar lloc, o bé
a un exosamonofosfat, o bé a productes lliures de fosfor.

Per a aillar els exosafosfats totals (di i mono) es
tracta, de seguida d’acabada l'experiéncia, una part ali-
quota del liquid amb alcohol absolut, que precipita quan-
titativament els exosafosfats junt amb els fosfats in-
organics,

Com, a més, precipiten parts constituents dels fer-
ments, es fa la mateixa precipitacié en 1’experiéncia
control (sense exosadifosfat) i es resta d’aquella la quan-
titat obtinguda.
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El precipitat, es dissol en poca aigua, i en una part
aliquota de la soluci6 es determina el fosfor inorganic i
organic. La quantitat gran de solucié restant es tracta
amb acetat de bari en excés, i s’alcalinitza amb unes
gotes d’aigua de barita; després es fa circular un corrent
d’acid carbonic fins a decolorar la fenoftaleina. A les
divuit hores es centrifuga el precipitat, es calenta i es
torna a precipitar, i es filtra en calent. En el liquid
queda el monofosfat d’exosa, en el precipitat el difosfat
i els fosfats inorganics. Per tant, el contingut en fosfor
que s’obté, després d’incinerar el liquid amb perhidrol i
acid nitric, procedeix de I'exosamonofosfat.

Alires hidvats de carbon. — Es determinen en el filtrat
de la precipitaci6 amb alcohol dels exosafosfats.

S’evapora fins a dessecacid, es renta tres cops amb
aigua i s’evapora de nou fins a petit volum. En aquesta
solucié es determina el poder reductor segons Lehmann,
i el contingut en fosfor organic i inorganic. De la ma-
teixa manera es tracta el filtrat alcoholic de les expe-
riéncies control, i les quantitats obtingudes (més petites
que en la principal) es resten d’aquella, i s’'obté aixi la
quantitat de substancies reductores i d’esters alcoholics
de I'acid fosforic que provenen de l'exosadifosfat.

Com que seria possible que una part del metilglioxal
format passés a productes reductors, cal observar, en
experiéncies analogues a la descrita, si el poder reductor
és el mateix en els controls amb ferment sol i en els del
metilglioxal (sense exosadifosfat).

Si ho és, vol dir que el poder reductor obtingut s’ha
d’atribuir al sucre.

Metilglioxal. — La precipitacié es fa, després de
separar les albimines pel tractament amb acid triclora-
cétic, amb solucié clorhidrica de 2-4-dinitrofenilhidrazina.

La bis-hidrazona produida diposita bé, i després
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d’abandonar-la durant dues o tres hores a la temperatura
de I’habitacid, es centrifuga i es renta el residu, successi-
vament, amb acid clorhidric diluit, aigua i dues vegades
amb alcohol. Per al seu analisi, es cristal-litza, primer,
en piridina i, després, en nitrobenzén.

Les solucions control (solament amb ferment) han
de tractar-se de la mateixa manera, per veure si donen
també precipitat.

A més, I'obtingut en les solucions a les quals al prin-
cipi se’ls ha afegit metilglioxal pur, és molt interessant,
per a donar-nos la quantitat d’aquest que ha sofert el
procés de la dismutaci6 en el transcurs de 1’experiéncia.
I, per tant, aquest metilglioxal dismutat haurem d’afe-
gir-lo a la quantitat de bishidrazona dipositada, per a
tenir el seu volum total.

Aquesta determinaci6 es fa amb paranitrofenil-
hidrazina en soluci6 acética, dessecant el precipitat ob-
tingut a 1200,

Resum de les experiéncies portades a cap

Experiéncies amb sucs frescos (resultants de ma-
cerar el llevat). Prepararem els liquids segiients:

1. 40 cc. de suc.
200 cc. d'una soluci6 d’exosadifosfat magnésic al 7°013 per 100,
g6o cc. d’aigua.
12 cc. de toluol.

2. 10 cc. de suc.
290 cc. d’aigua.
3 cc. de toluol.

3. 5 cc. de suc.
50 cc. de solucié de metilglioxal al o‘3 per 1oo.
95 cc. d’aigua. '
1°5 cc. de toluol.
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4. 50 cc. de soluci6 de metilglioxal al o'3 per 100.
100 d’aigua.
1‘5 de toluol.

Durada de l'experiéncia : 24 h. Temperatura : 37 graus.

En 1 cc. del liquid primer s’havien separat, a les
vint-i-quatre hores, 03494 mgr. de fosfor, i en un del
segon, durant el mateix temps, 0‘0134 mgr. Per tant,
el fosfor alliberat per hidrolisi, a partir de I’exosadifosfat,
en I cc. era:

03494
— 0‘0134
0‘3360 mgr.

Una part aliquota de la barreja de fosfats obtinguda
a la fi de l'experiéncia, que constava d’exosadifosfat,
exosamonofosfat i fosfat inorganic, fou precipitada amb
alcohol, com hem exposat anteriorment, i després hi
investigarem quantitativament la quantitat present de
cada una de les diferents classes de fosfats.

Veiérem que en 1 cc. hi havien 00833 mgr. de fosfor
en forma de monofosfat; restant aquesta quantitat de
la total separada, trobarem la de fosfor procedent de la
completa descomposicié dels exosadifosfats :

03360
— 0‘0833
0‘2527 mgr,

La quantitat de sucre que correspon a aquesta de
fosfor posat en llibertat és de 07337 mgr. per centimetre
cubic.

Aquest sucre, procedent de la descomposicié de
I'exosadifosfat, ha passat, en la seva major part, a metil-
glioxal; en interrompre l'experiéncia, en queda encara
una petita proporci6 dissolta en el liquid com a sucre.
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La determinacié6 d’aquest l'efectuarem en el liquid al-
coholic resultant de la filtracié dels fosfats, un cop con-
centrat per evaporacié. Evaporat l'alcohol, tractarem
el residu amb poca aigua, i en aquesta solucié aquosa
determinarem el sucre segons el meétode de Lehmann-
Maquenne. En 10 cc. del liquid primer trobarem 2‘os
mil-ligrams de sucre, i en el mateix volum del segon,
0‘g5 mgr. Restant aquest d’aquell, tindrem la quantitat
produida per descomposicié de 1’exosadifosfat.

2‘06

— 095
I'I1 mgr. per cc.

I restant del produit per la descomposicié total del com-
post fosforic, tindrem la quantitat d’hidrat de carbon
que ha passat a metilglioxal, per centimetre ctbic.
0’7337
— 0 XI1I1I0

0'6227 mgr.

Per a l'aillament d’aquest metilglioxal, prenguérem
860 cc. de la solucié primera, en la que haviem separat
les albtimines amb acid tricloracétic, i els tractarem amb
2-4-dinitrofenilhidrazina. Al cap d'un cert temps es dipo-
sita bé el precipitat; a les dues hores el centrifugarem,
el rentarem amb acid clorhidric diluit, aigua i alcohol,
i ’abandonarem en un dessecador.

En aquests 860 cc. de liquid obtinguérem un precipi-
tat de 171 gr. de bishidrazona, corresponents a 03563 gr.
d’hidrat de metilglioxal, o sigui, per tant, 0°414 mgr.
per centimetre cubic.

Precipitant el metilglioxal, que hi havia encara, al
cap de vint-i-quatre hores, en els liquids tercer i quart
(als quals I'haviem afegit al principi de l’experiéncia),
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veiérem que durant aquest temps havien desaparegut
per dismutaci6 0212 mgr. d’hidrat de metilglioxal per
centimetre cibic. (La soluci6 sola d’aldehid cetonic del
liquid quart no s’havia alterat.)

Si sumem aquesta quantitat dismutada a la precipi-
tada en forma de bishidrazona, tindrem que el metilglioxal
total format és 0°626 mgr. per centimetre ciibic. I com
que, segons l’analisi dels fosfats, la de sucre que estava
a disposicié de passar a aldehid era 0'6227 mgr., tenim
que la quantitat veritablement formada és

626,100 .
——— = 100’5 per 100

623

de la tedricament possible.

Analisi de la dinitrofenilbishidrazona oblinguda

Aquesta bishidrazona fou cristal-litzada un cop en
piridina, i un altre en nitrobenzén, i s’obtingué aleshores
pura i d'un punt de fusié de 298°.

En el seu analisi obtinguérem el resultat segiient:

4679 mgr. de substancia donaren 7200 mgr. de
CO, i 1,220 mgr. de H,0 2887 mgr. de substancia dona-
ren 0658 cc. de N, (a la pressié de 754 mm. a 24° i amb
solucié de KOH al 50 per 100).

Analisi elemental

(C;sH12Ng0g) Calculat: C = 4166 %; H = 280 %,; N =
P.m. =432 Trobat:C = 41'9069%,; H =291 %; N =

Una altra experiéncia feta de manera analoga ens
dona el mateix resultat.
Durant les vint-i-quatre hores se separaren de l'exo-
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sadifosfat 03387 mgr. de fosfor per centimetre cubic.
La barreja precipitada amb alcohol contenia, per centi-
metre ctibic, 0‘0875 mgr. de fosfor sota forma de mono-
fosfat d’exosa.

Per tant, el fosfor lliure resultant de la completa
destruccié del compost fosforic de l'exosa seria, per

centimetre cubic,
0'3387
— 0‘0875

o‘2512 mgr.

La quantitat equivalent de sucre és 07293 mgr.
Com que en el filtrat alcoholic de la precipitacié dels
fosfats trobarem o‘rr6o mgr. de sucre, tindrem que exis-
tien en la soluci6 0‘6133 a punt de passar a metilglioxal.

D’una manera analoga a la de I’anterior experiéncia,
aillarem o‘o422 mgr. d’hidrat de metilglioxal per centi-
metre cuibic, i la quantitat d’aquest dismutada fou o‘oz07y
mil-ligrams. Doncs s’havien format en aquesta expe-
riéncia o‘0629 mgr. de CH,-CO - COH + H,O per centi-
metre cuibic, o sigui

629,100
———— = 102 per 100

613

del tedricament possible.

Es feren també experiéncies amb el suc de la mace-
raci6 de la llevadura dialitzat i fortament diluit (en la
relacié 1 : 36), que ens donaren, en linies generals, el
mateix resultat.

La descomposicié dels fosfats assoli, aproximadament,
la meitat de 'obtinguda en Jes experiéncies anteriorment
descrites, i la quantitat de metilglioxal aillat fou, igual-
ment, un 50 per 100 del corresponent a les experiéncies
fetes amb suc sense dialitzat.
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Analisi de la bishidvazona vecristal litzada
4,909 mgr. de substancia, donaren 7,530 mgr. de CO, i 1,390 mgr.
e H,0.
2,831 mgrz‘ e substancia, donaren o‘639 cc. de N, (a la pressié
de 754 mm. a 24° i amb solucié de KOH al 50 per 100).

Andlist elemental

(Cy5H12NzOg) Calculat : C = 41°66 %,; H = 280 %; N = 2593 %
P. m. =432 Trobat:C= 4182 %; H = 3'14 %; N = 25'66 9,

Kaiser Wilhelm Institut fiir Biochemie.
Berlin-Dahlem.
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