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Experiment Aminoalcohol pH of Concentration (M)** Yield*** Recovery 
No. reaction* Aminoalcohol [ Cyclic P (°/o) of P (~o) 

HOCH~CH2NH 2 

HOCH,zCH2NH 2 

HOCH2CH~N(CHa) ~ 

HOCH~C(CH2OH)iNH 2 

HOCH~C(CIt~OH) 2NH 2 

HOCH2C(CH~0H)~NH 2 

9-35 

9.35 

9.4 

9.12 

9-12 

8.3 

6-75 
(2-0) 
6-75 

(2.0) 
6.75 

(2.5) 
0,5 

(0.45) 
0.5 

(0.45) 
0.5 

(0'31) 

0-05 
(Ca++) 
0.15 

(Ca++) 
0.05 

(Ca++) 
0.025 

(Ca++) 
0.025 

(Na +) 
0.025 

(Ca++) 

62 

61 

83.5 

13 
(50) 

5 
(10) 

5 
(18) 

93 

91 

86-6 

95-100 

95-100 

95-100 

* Measured with a pH meter. ** The values in parentheses represent the concentration of free amine calculated from the amount of 
concentrated He1 added. ***Values in parentheses are the °/o of cyclic phosphate hydrolyzed to glycol phosphate (determined by weak 
acidity titration). Iu experiments 1, 9, and 3, paper chromatography showed only glycol P and the transesterifieatiou product. No cyclic 

P appeared to remain. 

Rp  ~ = 0-88 for  t h e  d e r i v a t i v e  of e t h a n o t a m i n e ,  g iv ing  a 
n i n h y d r i n  r eac t i on  ; 

Rp  = 1-23 for t he  d e r i v a t i v e  of d i m e t h y l e t h a n o l a m i n e .  

Passage  t h r o u g h  t he  a n i o n - e x c h a n g e  res in  Dowex-1 (CI-) 
a t  n e u t r a l  p H  r e su l t ed  in  t h e  d i s a p p e a r a n c e  of t he  glycol  
p h o s p h a t e  b u t  t he  new P c o n t a i n i n g  c o m p o n e n t  was  q u a n -  
t i t a t i v e l y  recovered ,  c o n f i r m i n g  i ts  a m p h o t e r i c  na t u r e .  

(2) Fo r  t h e  d e r i v a t i v e  of e t h a n o l a m i n e  i t  was  s h o w n  b y  
p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  t h a t  acid hydro lys i s  gave  glycol 
p h o s p h a t e  a n d  e t h a n o l a m i n e .  1.085 M of t he  a m i n o -  
a lcohol  ( de t e rmined  b y  pe r ioda te )  was  fo rmed  pe r  mole  
of glycol p h o s p h a t e  {de te rmined  b y  t h e  increase  in  w e a k  
a c i d i t y  due  to  s e c o n d a r y  phospha teS) .  

(3) F o r  t h e  d e r i v a t i v e  of d i m e t h y l e t h a n o l a m i n e ,  t i t r a -  
t i on  a f t e r  r e m o v a l  of a c c o m p a n y i n g  glycol  p h o s p h a t e  b y  
passage  t h r o u g h  Dowex- l ( C l - )  r evea l ed  l i t t l e  w e a k  aci-  
d i t y  *. 

T h e  resu l t s  of t he  m a i n  e x p e r i m e n t s  a re  s u m m a r i z e d  in 
t he  Table .  

The  c a t a l y t i c  effect  of Ca ++ is seen w h e n  one c o m p a r e s  
t he  resu l t s  of E x p e r i m e n t s  4 a n d  5. Such  effect  of poly-  
v a l e n t  ca t ions  on  t h e  a lka l ine  hydro lys i s  ot p h o s p h o -  
d ies ters  h a s  b e e n  obse rved  b y  severa l  i nves t iga to r s .  

E x p e r i m e n t s  4 a n d  6 show t he  in f luence  of pH .  

A l t h o u g h  f u r t h e r  s tud ies  will be necessa ry  to  a sce r t a in  
t h e  m e c h a n i s m  of t h e  reac t ion ,  our  p r e s e n t  resu l t s  i nd i ca t e  
a d i r e c t  a t t a c k  of t he  o x y g e n  of t h e  a m i n o a l c o h o l  on  t h e  
p h o s p h o r u s  of t h e  cyclic p h o s p h a t e  r a t h e r  t h a n  a n  a t t a c k  
of t h e  a m i n o - N  fol lowed b y  a N to  O m i g r a t i o n .  
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Rdsumd 
I1 a 6t6 t r o u v 6  que  l ' 6 thy l~ne  glycol p h o s p h a t e  cycl ique  

r6agi t  en  so lu t ion  aqueuse  avec  p lus ieurs  amino-2  alcools  
p o u r  d o n n e r  les p h o s p h o d i e s t e r s  r ~ s u l t a n t s  d ' u n e  t r a n s -  
es ter i f ica t ion .  

s Rp = Rf of new compound]R] of ethylene glycol cyclic phos- 
phate. 

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

* Present address: Laboratoire de Chimie biologique, Facult~ de 
Pharmaeie, Paris. 

II guanosintrifosfato quale attivatore 
dei s i s temi  enzimatic i  ossidasici  dei grass i  

Nota III 

Nelle no t e  p r e c e d e n t i  1,2 si ~ f o r m u l a t a  l ' ipo tes i  che l 'a- 
c h e t o g l u t a r a t o  a t t i v i  i s i s t emi  enz ima t i c i  ossidasici  dei 
grassi  t r a m i t e  il guanos in t r i f o s f a to  (G.T.P.)  che  v iene  sin- 
t e t i z za to  d u r a n t e  l 'oss idaz ione  d e l I ' e - c h e t o g l u t a r a t o  stesso 
secondo  le seguen t i  reaz ion i :  

~-chetoglutarato + D.P.N. + + CoA 1- 
Succinil-CoA + D.P.N.H + H + + COo, (1) 

Succ in i l -CoA+G.D.P+P i  < 
Acido Succinieo+ G.T.P. + CoA. (2) 

Con le ricerche qui riferite si ~ ~entato di convalidare o 
m e n o  t a l e  ipotes i  d e t e r m i n a n d o  l ' e v e n t u a l e  po te re  a t t i va -  
to re  del  G.T .P .  in c o n f r o n t o  di quel lo  de l l '~ -che tog lu ta -  
ra to ,  de l l 'A .T .P ,  o de l l 'A .T .P ,  p i~ succ ina to .  

Metodi. Sono s t a r t  imp iega t i  due  lo t t i  di  cav ie :  uno  in 
condiz ioni  di  a l imen taz ione ,  l ' a l t ro  in condiz ioni  di di- 
g iuno  d a  120 ore. L ' i n t e n s i t ~  de l l ' az ione  del  s i s t ema  enzi- 
m a t i c o  ossidasico dei grassi ,  p r e p a r a t o  da l  l ega to  secondo 
il m e t o d o  di LErtNINGER*, ~ s t a t s  dedo t t a ,  m e d i a n t e  la 
t ecn ica  d e s c r i t t a  nel le  no t e  p receden t i ,  da l la  quantitS~ di 
O2 c o n s u m a t a  pe r  oss idare  l ' ac ido  capri l ico (vedi Tabel la ,  
co lonna  A).  Si ~ d e t e r m i n a t o  a n c h e  l ' ac ido  ace t ace t i co  for- 
m a t o s i  (me todo  di  GREENBERG e LESTER4; mod i f i ca to  da 
BARKULIS e LEHNINGER~), e da i  va lo r i  t r o v a t i  si 6 calco- 
l a t a  la  q u a n t i t h  di 02 t e o r i c a m e n t e  occorsa  pe r  la  sun  for- 
maz ione  (vedi  Tabe l ta ,  c o l o n n a  B).  I1 G.T .P .  ~ s t a t o  im- 
p iega to  ne l la  q u a n t i t £  di 10 ~xM/100 m g  di  p r e p a r a t o  en- 
z ima t i co  seeeo, quan t i tb ,  c o r r i s p o n d e n t e  a que l l s  c h e s i  
f o r m a  t e o r i c a m e n t e  d u r a n t e  il processo di oss idazione del- 
l ' e - c h e t o g l u t a r a t o  ca lco lando  P / O  = 1. L ' A . T . P .  5 s ta to  
i m p i e g a t o  ne l la  q u a n t i t A  di 10 e di 65 ~M.  

Risultati e discussione. I m p i e g a n d o  p r e p a r a t i  enzima- 
t ic i  e s t r a t t i  d a  fega t i  di  cavie  in  cond iz ion i  di a l imenta -  
zione, r i su l t a  che il G.T.P .  a l la  c o n c e n t r a z i o n e  di 10 ~M/ 
100 m g  di p r e p a r a t o  e n z i m a t i c o  secco ( q u a n t i t g  corr ispon-  

1 M. SAfiCH]~TTO e C. R. Rosst, Exper. 14, 253 (1958). 
'~ C. R. Ross1 e M. SACCt:ETTO, Exper. 14, 254 (1958). 
a A. L. LEHNINaER, J. biol. Chem. 161, 437 (1945). 
4 L. A. GREENBERG e D. LESTER, J. biol. Chem. 154, t77 (1944). 
5 S. S. BARKULIS e A.L. LEHNINGER, J. biol. Chem. 199, 339 

(:95:). 
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Azione del G.T.P., dell'~-chetoglutarato e delI'A.T.P, sui sistemi 
enzimatici ossidasici dei grassi (legato di eavia). I valori sono espressi 
in ptM di OJi00 mg di preparato enzinmtico secco. Tempo di prova 

20 min 

A = y.M di O, consumate globahnente dal sistema enzimatieo per 
ossidare l'acido caprilico. 

B = [/.M di O a eonsumate per la sola formazione di aeido acetacetico. 

Condizioni sperimentali 

Attivatore 

G.T.P. (10 tzM) 9,80 7,10 
~-chctoglutarato 10,20 8,00 
A.T.P, (.10 ~tM) 2,00 1,60 
A.T.P. ( 65 izM) 10,80 9,60 
A,T. P, + succinato 
(65 IxM A.T.P,)* 10,34 7,80 

Atimentazionc I I)igiuno 
normale t da P20 h 

A B A 1/ 

8,78 7,95 
9,02 7,89 

0 0 
6,60 5,98 

6,00 3,36 

* 10 y.M di A.T.P. aggiunte direttamente al sistema enzimatieo 
+ 55 [/.M sintetizzate tramite l'ossidazione fosforilante deI suceinato. 

dente  a quella che si forma teor icamente  duran te  il pro- 
cesso di ossidazione dell 'cc-chctoglutarato calcolando 
P]O = 1) a t t i v a  l 'ossidazione degli acidi grassi con la 
stessa intensi th del l '~-chetoglutarato .  Invece  I 'A.T.P. ,  
aggiunto  alla stessa concentrazione di 10 ~M,  a t t i v a  il 
s is tema enzimat ico assai meno  intensamente .  

Si pot rebbe  prospet tare  che il G.T.P.  abbia  agi to  t ra -  
mi te  t 'A.T.P,  che avrcbbe  po tu to  sintet izzarsi ,  per  azione 
di una transfosforilasi,  secondo la seguente  reazione:  

G.T,P.+A.I) .P.  ~ - - - -~  G.D.P,+A.T.P.  (3) 

e c h e l a  pih intensa azione del G.T,P, ,  in confronto di 
quel la  delI 'A.T.P. ,  sia d o v u t a  al fa t to  che I 'A.T.P.  v iene  
s in te t izzato  g rada tamen te  dal  G.T.P.  e quindi  po t rebbe  
risentire in minor  misura  delle a t t iv i th  fosfatasiche. Ci 
sembra  per6 che ques t ' u l t ima  ipotesi possa essere esclusa 
perch6 lo stesso fenomeno avrebbe  dovu to  verificarsi  an-  
t h e  quando  si impiega come a t t i va to re  succinato o fuma-  
ra to  i quali ,  come si 6 gi/i de t to  in a l t ra  nota  t, agiscono 
pure  s intet izzando g rada t amen te  A.T.P.  t r ami te  il pro- 
cesso della fosforilazione ossidativa.  

Che il G.T.P.  e I ' , , -chetoglutarato agiseano indipenden-  
t emente  dalI 'A.T.P.  6 confermato  anche dal  fa t to  t he  l ' in- 
tensith di azione dei sistemi enzimat ic i  prepara t i  da  fegati  
di ea r le  a digiuno da  120 h r imane p ra t i camcn tc  inwtr ia ta  
quando  l ' a t t iva to rc  6 rapprcscnta to  dall '~¢-chctoglutarato 
o dal  G.T.P. ,  invccc 5 in tenscmcntc  d iminui ta  q u a n d o  
l ' a t t i va to rc  5 rappresenta to  da l l 'A.T.P ,  o daI succinato  
pifi A.T.P.  

In  dcf ini t iva  si pub concludcrc chc, impicgando legato  
di cavb% il G.T.P.  c l '~-chctoglutara to  a t t i w m o  il s is tcma 
enzimat ico ossidasico dci grassi con le stessc modali th,  cd 
ambedue  ind ipendentemente  dal l 'A.T.P.  

M. SACCHETTO e C. R. Ross l  

Istituto di Chimica Biologica, Universit~ di Padova, il 
?6 settembre 1958. 

Summary 

i n  guinea-pig liver, G,T.P.  and ~-ketoglutara te  both  
ac t iva te  enzyme systems of f a t t y  acid oxida t ion  in the 
same way, and bo th  act  independent ly  of A.T.P.  

A m i n o  A c i d s  in  Nopalea coehlnellifera 

The  p lan t  referred to as Opuntia sp. in a p rev ious  com-  
munica t ion  ~ has been ident i f ied as Nopalea cochinelli/era. 
Besides enzymes ,  the  p l an t  has  been e x a m i n e d  for carbo-  
hydra tes ,  organic  acids, and amino  acids. 

The  present  c o m m u n i c a t i o n  is a r epor t  of the  qua l i t a -  
t ive  as well  as q u a n t i t a t i v e  amino  acid m a k e  up  of  the  
phyl loclade  of the  plant .  

Cactus  p lants  have  been analysed  for the i r  t o t a l  n i t ro -  
gen con t en t  by  D u c L o u x 2  for p ro te in  c o n t e n t  b y  BEN- 
JAMIN and OLD 3, and also by  BONSMA and  MAR~ 4. :PIC- 
COLI ~ has es t imated  crude proteins  of some var ie t i es  of 
opuntia. 

The present  s tudy  was unde r t aken  to t h row some more  
l ight on the  n i t rogenous  cons t i tuents  of a cac tus  plant ,  
as such detai led in format ion  is not  ava i lab le  a b o u t  th is  
group of plants.  

Method. Free amino  acids were ident i f ied in the  alco- 
holic ex t rac t s  of the  fresh phyl loc lade  of the  p l an t  b y  
two-dimens iona l  paper  ch romatograph ic  t echn ique  of 
CONSDEN, GORDON, and  MARTIN s, using 80% phenol  for 
the  first deve lopmen t  followed by  PARTRIDGE'S so lven t  ~ 
for the  second deve lopment .  

Besides the  re la t ive  mobil i t ics  of the  amino  acids, appro-  
pr ia te  reagents  were used to conf i rm the presence of dif- 
ferent  amino  acids. 

Fo r  to ta l  amino  acid composi t ion 50 mg of the  dr ied  
de fa t t ed  p lan t  mater ia l  were hydro lysed  wi th  3 cm a of  
6 N hydrochlor ic  acid for 24 h. 

Af t e r  the  remova l  of HC1 in the  usual  manne r ,  t h e  
hydro lysa te  was kept  ove rn igh t  in a dessicator  ove r  K O H  
to r emove  ktst t races of HCI. "['he th in  fi lm was then  t a k e n  
up in distil led water ,  fi l tered and made  up to 5 ml. 

To ta l  ni t rogen in the  hydro lysa te  was e s t i m a t e d  by  
semimicro  Kje ldah l ' s  method .  Some of t he  a m i n o  acids  
were es t imated  by the circular  paper  c h r o m a t o g r a p h i c  
technique  of Gntt  se t  al., and the  remain ing  amino  acids  
wcrc es t ima ted  by buffered paper  c h r o m a t o g r a p h i c  tech-  
n ique as described by  KRISHNAMURTHY and  SWAMI- 
NATIIAN 9 

Results. The following amino acids were identified in 
the  alcoholic ex t r ac t  of the  fresh p lan t  mater ia l .  

1. Leucines,  2. Phenyl -a lan ine ,  3. Valine,  4. Methionine ,  
5. v-amino butyr ic  acid, 6. proline,  7. a-alanine,  8. g lu ta-  
mic acid, 9. threouine,  10. glycine,  11. serine 12. lysine,  
13. cystine.  

Total amino acids. 1 cm 3 of the  hydro lysa te  con ta ined  
0.143 mg of to ta l  ni t rogen.  

Thc  following Tab le  gives the  quan t i t i e s  of ind iv idual  
amino  acids in t00 g of the  dr ied p lan t  mater ia l .  

1 R. W. P. MASTER, Naturwiss. 43, ,i01 (1956). 
E. H. l)vct.oux, Rev. Facultad cienc, quire. Univ. La Plata 6, 

.la (IS:m). 
M, S, lh.:SJAMtN, and A. N. OLD, Agr. Gaz. N. Wales, 50, ~40, 

276 (19:~9). 
a tt. C. BOSSMA and G. S. MARf~, Union S. Africa, Dept. agr. 

Forestry Bull. 236, 71 (19.12). 
G. PlCCOLt, Agr. Colotfiale (Italy) 37, 267 (1943). 

a R. Coum)Es, A. H. GORVON, and A. J. P. MAR'tIN, Biochem. J. 
37, XIlI  (lg.t-i). 

S. M. PARTmDGE and R.G. WESTALL, Biochem. J. 4. °, 238 
(19.18). 

8 I~. V. GIRI, i .  N. II[ADltAKRISHNAN~ and C. S. VAIDYANATtIAN~ 
J, ind. Inst. Sci. 35, 1,15 (1953). 

g K, KRISHNAMURTIIV and M. SWAMINATI[AN, J. Sci. industr. 
Res, [el I~ (5), 7,~ (1955). 


