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[ExPERIENTIA VoL. XV/I]

Experiment . pH of Concentration (M)** Yield+*+* Recovery
No. Aminoalcohol reaction* Aminoaleohol Cyelic P (%} of P (%)
1 HOCH,CH,NH, . . . . . . . 935 675 0-05 62 93
. {2-0) {Cathy
2 HOCH,CH,NH, 933 675 015 61 o1
(2:0) {Catt)
3 HOCH,CH,N(CH,), . . . . . 94 675 0-05 835 86-6
(2-5) (Catt)
4 HOCH,C(CH,OH),NH, . 9-12 05 0-025 13 95-100
(0-45) (Catt) (50)
5 HOCH,C(CH,0H),NH, 912 0'5 0025 5 95-100
(0-45) (Na¥) (10
6 HOCH,C(CH,OH),NH, . . . . 8-3 0-5 0:025 5 95-100
(0-31) (Catt) (18)

* Measured with a pH meter,

** The values in parentheses represent the concentration of free amine calculated from the amount of

concentrated HCI added. ***Values in parentheses are the % of cyclic phosphate hydrolyzed to glycol phosphate {determined by weak
acidity titration). In experiments 1, 2, and 3, paper chromatography showed only glycol P and the transesterification product. No cyclic
P appeared to remain.

R = 0-88 for the derivative of ethanolamine, giving a
ninhydrin reaction;
R, = 1-23 for the derivative of dimethylethanolamine.

Passage through the anion-exchange resin Dowex-1(Cl-)
at neutral pH resulted in the disappearance of the glycol
phosphate but the new P containing component was quan-
titatively recovered, confirming its amphoteric nature.

(2) For the derivative of ethanolamine it was shown by
paper chromatography that acid hydrolysis gave glycol
phosphate and ethanolamine. 1-085 M of the amino-
alcohol (determined by periodate) was formed per mole
of glycol phosphate {determined by the increase in weak
acidity due to secondary phosphate$).

(3) For the derivative of dimethylethanolamine, titra-
tion after removal of accompanying glycol phosphate by
passage through Dowex-1(Cl™} revealed little weak aci-
dityS.

The results of the main experiments are summarized in
the Table.

The catalytic effect of Catt is seen when one compares
the results of Experiments 4 and 5. Such effect of poly-
valent cations on the alkaline hydrolysis of phospho-
diesters has been observed by several investigators.

Experiments 4 and 6 show the influence of pH.

Although further studies will be necessary to ascertain
the mechanism of the reaction, our present results indicate
a direct attack of the oxygen of the aminoalcchol on the
phosphorus of the cyclic phosphate rather than an attack
of the amino-N followed by a N to O migration.
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Résumé

I1 a été trouvé que I’éthyléne glycol phosphate cyclique
réagit en solution aqueuse avec plusieurs amino-2 alcools
pour donner les phosphodiesters résultants d’une trans-
esterification.

® Rp = Ry of new compound/Ry of ethylene glycol cyclic phos-
phate,

¢ Quantitative data arc difficult to obtain because of the partial
titration of the amino group in the region pH 4-8.

* Present address: Laboratoire de Chimie biologique, Faculté de
Pharmacie, Paris,

Il guanosintrifosfato quale attivatore
dei sistemi enzimatici ossidasici dei grassi
Nota III

Nelle note precedentil? si ¢ formulata I'ipotesi che I'a-
chetoglutarato attivi i sistemi enzimatici ossidasici dei
grassi tramite il guanosintrifosfato (G.T.P.) che viene sin-
tetizzato durante 1'ossidazione dell’a-chetoglutarato stesso
secondo le seguenti reazioni:

a-chetoglutarato+ D.P.N.* 4 CoA —»

Succinil-CoA+ D.P.N.H+H*4+CO, 1
Succinil-CoA+G.D.P+Pi _>“‘
Acido Succinico+ G.T.P. 4 CoA. 2

Con le ricerche qui riferite si & tentato di convalidare o
meno tale ipotesi determinando 'eventuale potere attiva-
tore del G.T.P. in confronto di quello dell'z-chetogluta-
rato, dell’A. T.P. o dell’A.T.P. pil succinato.

Metodi. Sono stati impiegati due lotti di cavie: uno in
condizioni di alimentazione, 'altro in condizioni di di-
giuno da 120 ore. L'intensita dell’azione del sistema enzi-
matico ossidasico dei grassi, preparato dal fegato secondo
il metodo di LEBENINGER3, & stata dedotta, mediante la
tecnica descritta nelle note precedenti, dalla quantita di
O, consumata per ossidare P'acido caprilico (vedi Tabella,
colonna 4). Si & determinato anche l'acido acetacetico for-
matosi (metodo di GREENBERG e LEsTERY; modificato da
Barkuris e LEENINGERY), e dal valori trovati si & calco-
lata la quantita di O, teoricamente occorsa per la sua for-
mazione (vedi Tabella, colonna B). II G.T.P. ¢ stato im-
piegato nella quantitd di 10 pM/100 mg di preparato en-
zimatico secco, quantitd corrispondente a quella che si
forma teoricamente durante il processo di ossidazione del-
V'a-chetoglutarato calcolando P/O = 1. L’A.T.P. ¢ stato
impiegato nella quantita di 10 e di 65 M.

Risultali e discussione. Impiegando preparati enzima-
tici estratti da fegati di cavie in condizioni di alimenta-
zione, risulta che il G.T.P. alla concentrazione di 10 pM/
100 mg di preparato enzimatice secco (quantitd corrispon-
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Azione del G.T.P., dell’z-chetoglutarato ¢ dellAT.P. sui sistemi

enzimatici ossidasici dei grassi (fegato di cavia), I valori sono espressi

in Al di Qyf100 myg di preparato enzimatico secco. Tempo di prova
20 min

A = pM di O, consumate globalmente dal sistema enzimatico per
ossidare 'acido caprilico.

B = M di O, consumate per la sola formazione di acido acetacetico.

Condizioni sperimentali

Alimentazione Digiuno

Attivatore normale da 120 h

A B A B
G.T.P. (10 pA) 9,80 7,10 | 8,78 | 7,95
a-chetoglutarato 10,201 8,00 | 9,02 | 7,89

ATP. (-10 pM) 2,00| 1,60 0 0
AT.P. (65 uM) 10,80] 9,60 | 6,60 [ 5,98

A.T.P. +succinato

(05 pM AT.P.)* . 10,34 7,80 | 6,00} 3,36

* 10 pf di AT.P. aggiunte direttamente al sistema enzimatico
+ 55 A sintetizzate tramite I'ossidazione fosforilante del succinato.

dente a quella che si forma teoricamente durante il pro-
cesso di ossidazione dell’a-chetoglutarato calcolando
P/O = 1) attiva l'ossidazione degli acidi grassi con la
stessa intensitd dell'z-chetoglutarato., Invece U'AT.P.,
aggiunto alla stessa concentrazione di 10 pM, attiva il
sistema enzimatico assai meno intensamente,

Si potrebbe prospettare che il G, T.P. abbia agito tra-
mite I'A.T.P. che avrebbe potuto sintetizzarsi, per azione
di una transfosforilasi, secondo la seguente reazione:

GT.P.+ADP. T GD.LP+ATD (3)

e che la piit intensa azione del G.T.P., in confronto di
quella dell’A.T.P., sia dovuta al fatto che I'A.T.P. viene
sintetizzato gradatamente dal G.T.P. ¢ quindi potrebbe
risentire in minor misura delle attivitd fosfatasiche. Ci
sembra perd che quest’ultima ipotesi possa essere esclusa
perché lo stesso fenomeno avrebbe dovuto verificarsi an-
che quando si impiega come attivatore succinato o fuma-
rato i quali, come si ¢ gid detto in altra nota?, agiscono
purc sintetizzando gradatamente A.T.P. tramite il pro-
cesso della fosforilazione ossidativa.

Che il G.T.P. e 'a-chetoglutarato agiscano indipenden-
temente dall’A.T.P. ¢ confermato anche dal fatto che l'in-
tensitd di azione dei sistemi enzimatici preparati da fegati
di cavie a digiuno da 120 h rimane praticamente invariata
quando 'attivatore ¢ rappresentato dall'a-chetoglutarato
o dal G.T.P,, invece ¢ intensemente diminuita quando
Pattivatore & rappresentato dall’A.T.P. o dal succinato
pit AT.P.

In definitiva si pud concludere che, impiegando fegato
di cavia, il G.T.P. e 'a-chetoglutarato attivano il sistema
enzimatico ossidasico dei grassi con le stesse modalitd, ed
ambedue indipendentemente dall’A.T.P,

M. Saccuerro ¢ C. R. Rosst

Istituto di Chimica Biologica, Universita di Padova, il
16 setlembre 1958.

Summary

In guinea-pig liver, G.T.P. and a-kctoglutarate both
activate enzyme systems of fatty acid oxidation in the
same way, and both act independently of A.T.P.
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Amino Acids in Noepalea cochinellifera

The plant referred to as Opuntia sp. in a previous com-
munication! has been identified as Nopalea cochinellifera.
Besides enzymes, the plant has been examined for carbo-
hydrates, organic acids, and amino acids.

The present communication is a report of the qualita-
tive as well as quantitative amino acid make up of the
phylloclade of the plant.

Cactus plants have been analysed for their total nitro-
gen content by Ducroux?, for protein content by Ben-
Jamiy and OLp3, and also by Bonsma and Mar£4, Pic-
coL1® has estimated crude proteins of some varieties of
Opuntia.

The present study was undertaken to throw some more
light on the nitrogenous constituents of a cactus plant,
as such detailed information is not available about this
group of plants.

Method. Free amino acids were identified in the alco-
holic extracts of the {resh phylloclade of the plant by
two-dimensional paper chromatographic technique of
ConspEeN, Gorpon, and MarTINg, using 80% phenol for
the first development followed by PARTRIDGE's solvent?
for the second development.

Besides the relative mobilities of the amino acids, appro-
priate reagents were used to confirm the presence of dif-
ferent amino acids.

For total amino acid composition 50 mg of the dried
defatted plant material were hydrolysed with 3 cm?® of
6 N hydrochloric acid for 24 h.

After the removal of HCl in the usual manner, the
hydrolysate was kept overnight in a dessicator over KOH
to remove last traces of HCL The thin film was then taken
up in distilled water, filtered and made up to 5 ml,

Total nitrogen in the hydrolysate was estimated by
semimicro Kjeldahl’s method. Some of the amino acids
were estimated by the circular paper chromatographic
technique of Giri® ¢ al., and the remaining amino acids
were estimated by buffered paper chromatographic tech-
nique as described by KrisaNamurtHY and Swawmi-
NATHANY,

Results. The following amino acids were identified in
the alcoholic extract of the fresh plant material,

1. Leucines, 2. Phenyl-alanine, 3. Valine, 4. Methionine,
5. r-amino butyric acid, 6. proline, 7. «-alanine, 8. gluta-
mic acid, 9. threonine, 10, glycine, 11. serine 12. lysine,
13, cystine.

Total amino acids. 1 cm? of the hydrolysate contained
0-143 mg of total nitrogen.

The following Table gives the quantities of individual
amino acids in 100 g of the dried plant material.
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