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Verbindung R1 R~ R a R 4 Summon formel Smp'~ 
No, ~'C 

1 
2 
3 
d 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
l /  
12 
13 
14 

-C~H~ 
-C 2 H~ 
-CH~ 
-C2H ~ 
-C~H~ 

C~H~ 
CH~ 
C2H~ 

-C2H~ 
-C2H 8 
-C~H 8 
-C2H 8 
-C2H s 
-C2H s 

- H  
- H  
- H  

-CONH 2 
H 
H 
H 
H 

--H 
- H  
- I t  

H 
H 

- H  

- I I  
4' CI 
4' C1 
4' CI 
H 

- H  
-4 '  CI 
-4"-C1 
-4 '-CI 
-3'-OCH~ 
-Y,4 '  (OCHa) 2 

4' CH~ 
-4'-OCH8 
-4'-OC2H ~ 

- H  
- H  
- H  

-5-NO 2 
-5 -NO 2 

6-NO, z 
-5 -NO 2 
.-5 ..NO 2 

6 -NO 2 
-5-NO 2 
-5-N()~ 
-5-NO 2 
-5-NO 2 
..... 5-NO 2 

C2oH.oBN2 • H('I 
CeoH24N2Cl 
CtsH20NaCl 
C~1 Hz4 NsO3C 1 
C2oH24N402 
C2oH24N402 
CtsHlt~N4()2CI • HCI 
C2oH2aN402CI 
(;30 H2s-N4()2(~I 
(;2tH2~N4Os " HCI 
C22H2sN404 " HCI 
C21H.6N40 2 " HC1 
C21H26N40 a ' HCI 
C22H28NaOa • HC1 

184-186 
77-78 

103 104 
161-163 

87 89 
96 98 

230 232 
75-76 
96 98 

186-189 
193 194 
216 218 
197 199 
162-164 

5 Schmelzpunkte der freien Basen oder der Hydrochloride, wie au~ der Summenformel hervorgeht. 

benz imidazol  (5) s y n t h e t i s i e r t  werden .  Diese V e r b i n d u n g  
erweist  sich als i den t i s ch  m i t d e r  Base B aus der  Alky-  
l ierung yon  I I I  (R a = H, R,  = 516]-NO2). D a m i t  is[ 
Iiir die Base A die F o r m e l  des 6 -Ni t ro -Der iva t e s  (6) und  fiir 
Base B diej enige der  5 - N i t ro -Ve rb indung  (5) s ichergeste l l t .  

In  der  Tabel le  [st eine kleine Auswah l  der  herges te l l -  
ten V e r b i n d u n g e n  aufgef i ihr t .  Fiir  die S y n t h e s e  yon 
Der iva ten  ohne  S u b s t i t u e n t e n  im P h e n y l e n t e i l  des  
Benz imidazo lke rnes  (1, 2, 3) e igne t  s ieh der  Weg a), ffir 
5 -N i t ro -Verb indungen  de r  \,Veg b). Fi i r  6 - N i t r o - D e r i v a t e  
muss via  a) v e r f a h r e n  und  aus d e m  e r h a l t e n e n  I s o m e r e n -  
gemiseh das  6 - N i t r o - b e n z i m i d a z o l - D e r i v a t  mi t  geeigne-  
ten M e t h o d e n  d a r a u s  isol iert  werden .  {~ber S t r u k t u r  und  
E inhe i t l i ehke i t  des  i sol ier ten  I s o m e r e n  g ib t  das  Verh/ i l t -  
his der  E x t i n k t i o n e n  der  U V . - M a x i m a  be[ 240 m/ ,  und  
be[ 310 mt,, Auskunf t .  Fi i r  6 -N i t ro -De r iva t e  [st das  Ver-  
h/tltnis von  e t w a  1,47, ftir 5 - N i t r o - V e r b i n d u n g e n  dage-  
g e n d e r  viel h6here  "Wert von  e twa  2,80 typ i seh .  Das  
Amid d wird  auf  d e m  \Veg b) d u r c h  R e a k t i o n  von  IV 
(R 1 = C2tts, R I -- NO2) mi t  d e m  aus  p -Ch lo r -pheny l -  
c y a n a c e t a m i d  zug~tnglichen Imino~ither  V (R~ = C O N H  2, 
R 3 -- C1) e rha l t en .  

Die Mehrzah l  der  bis h e u t e  b e k a n n t e n  s t a r k  wirk-  
samen Ana tge t ika  bes i t zen  noch  t y p i s e h e  S t r u k t u r e l e -  
mente  des Morphinmoleki i l s .  I h re  p h a r m a k o l o g i s c h e  
Wi rksamke i t  is[ d a m i t  in Z u s a m m e n h a n g  g e b r a c h t  wor-  
den 8. Sogar  be im s t ruk tu re l l  be re i t s  we i t e r  e n t f e r n t e n  
Methadon  d i sku t i e r en  einige A u t o r e n  noch eine gewisse 
s tereochernische V e r w a n d t s c h a f U .  Im  Gegensa t z  dazu  
lassen sich yon  der  n e u g e f u n d e n e n  Serie der  1-(fl-Dialkyl- 
amino- / i thy l ) -2 -benzy l -5 -n i t ro -benz imidazo le  k a u m  m e h r  
Paral lelen z u m  Morph in  kons t ru ie ren .  

A. HUNGER, J, KEBRLE, A. R o s s L  
und K. HOFFMANN 

Forschungslaboratorien der C [ B A  Aktiengesellscha/t, 
Pharmazeutische Able[lung, Basel, 26, August  1957. 

S u m m a r y  

The s y n t h e s e s  of l - ( f l -d i a lky lamino-e thy l ) -2 -benzy l -  
5-n i t ro-benzimidazoles ,  a new series of power fu l  anal -  
gesics, are  descr ibed .  

6 0 .  SCHAUMANN, Arch. exp. Path. Pharmak. 196, 109 (1940). 
7 Vgl. zum Be[spiel die zusammenfassende l)arsteihmg yon 

J. LEE in C. M. SUTER, 3fedicinal Chemistry (John \Viley & Son~, 
Inc., New York 1951), Vol. I, p. 438. 

t ~ b e r  B e n z i m t d a z o l d e r i v a t e  

m i t  s t a r k e r  a n a l g e t i s c h e r  W i r k u n g  

Benz imidazo l  und  ve r sch iedene  se iner  Der iva te  be-  
s i tzen  spezif ische W i r k u n g e n  auf  das  Z e n t r a l n e r v e n -  
s y s t e m  und  f i ihren zu einer  Bee in t rAch t igung  der  in t r a -  
sp ina len  E r r e g u n g s i i b e r t r a g u n g ,  ats de ren  Folge LS.h- 
m u n g e n  der  S k e l e t t m u s k u l a t u r  a u f t r e t e n  (GooDMAN 
el al. 1, BERGER ~, DOMINO et al.a). Ander s  s u b s t i t u i e r t e  
V e r b i n d u n g e n  h a b e n  konvu ls ive  E i g e n s c h a f t e n  gezeigt  
(DOMINO et al.3). Dagegen  s ind b i she r  keine Benz imid-  
azole mi t  a u s g e s p r o c h e n e r  ana lge t i s che r  W i r k u n g  be- 
sch r i eben  worden .  Be[ der  p h a r m a k o l o g i s c h e n  U n t e r -  
s u c h u n g  bas isch  s u b s t i t u i e r t e r  Benz imidazo le  f a n d e n  
w i r  neue rd ings  V e r b i n d u n g e n ,  die n ieh t  nur  q u a l i t a t i v  
dem Morph in  und  ~ihnlich w i rkenden  s y n t h e t i s c h e n  Sub- 
s t a n z e n  n a h e s t e h e n ,  s o n d e r n  von d e n e n  e inzelne  d i e  
w i r k s a m s t e n  b isher  b e k a n n t e n  Ana lge t ika  in q u a n t i t a -  
f iver  H i n s i c h t  i iber t re f fen .  I)ie Chemie  dieser  yon HOFF- 
MANN und  M i t a r b e i t e r n  s y n t h e t i s i e r t e n  V e r b i n d u n g e n  
[st in der  v o r a n s t e h e n d e n  Mit re[ lung besch r i eben  4. 

Die ana lge t i sche  \V i rkung  auf  W~irmereiz w u r d e  mi t  
der  yon  uns  a n g e g e b e n e n  Me t h o d e  an der  Maus un te r -  
such t  (GRoss~). We i t e rh in  wurde  an de r  R a t t e  die Reak-  
t ion  auf  D r u c k s c h m e r z  q u a n t i t a t i v  b e s t i m m t  (GREEN 
und  YOUNG n) und  am K a n i n c h e n  die A u f h e b u n g  der  
d u r c h  Kne i f en  am Ohr  h e r v o r g e r u f e n e n  Abwehr reak t ion .  
Als V e r g l e i c h s s u b s t a n z  d ien te  Morph in .  Aus den in Ta- 
belle I z u s a m m e n g e s t e l l t e n  W e r t e n  geh t  hervor ,  dass  
S u b s t i t u t i o n  mi t  e iner  N i t r o g r u p p e  in Ste l lung 5 zu 
e iner  e rheb l i chen  S te ige rung  der  ana lge t i s ehen  %qrkung  
f i ihrt ,  w/ ihrend dies  be[ S u b s t i t u t i o n  in 6 -S te l tung  n i c h t  
de r  Fal l  [st ( V e r b i n d u n g  Nr. 6 und  9). I )e r iva te  m i t  de r  
D i a e t h y t a m i n o g r u p p e  an  de r  bas i schen  S e i t e n k e t t e  wir-  
ken im a l lgemeinen  s t / i rker  als die e n t s p r e c h e n d e n  Di- 
m e t h y l a m i n o v e r b i n d u n g e n ) .  Eine  wei tere  V e r s t ~ r k u n g  
der  Analgesie  is[ auch  du rch  E in f i ih rung  e iner  M e t h o x y -  
oder  3 , t h o x y g r u p p e  in p a r a - S t e l l u n g  des Benzy l r e s t e s  zu 

1 L. GOODNAN, A. GILMAN und N. HART, Fed. Proc. 2, 80 (1943). 
2 F. M. BERGER, Pharmacol. Rcv. l, 23.1 (19-1~). 
a E. F. I)OMINo, K. R. UNNA trod J. I':ERWIN, J. Pharmacol. exp. 

Ther. lO5,486 (195'2). 
4 A. HUNGER, J. KEIIRLE, A. ROSS[ ilild K, HOFFMANN, Exper. 1:1, 

40O (1957). 
5 F, GRoss, Helv. physioL Acta 5, C "1l (1917). 
B A.F. GREEn mMP. A. YmIN% Brit. J. Pharmacol. 6, 572 (1~51). 
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Tabelle I 
Relative analgetische WirkungsintensitSt verschiedener Benzimidaz- 
olderivate bezogen auf Morphin. Die Zahlen in Klalnmern geben die 
absoluten Morphindosen fit mg/kg an. Die Zahlen 1-14 betreffen die 
in derTabelle der voranstehenden Mitteilung 4 angeffihrten Verbin- 

dungen. 

Verbindung Nr. 

Morphin 
t 

3 
4 

fi 

7 
8 
9 

1 0  

11 

12 

13 

14 

. m  

Maus 
t subkutan 

1 (5 )  
1/10 
1110 
0 
3 
2 
1/3 
1/3 
3 
1 / i0  
2 
I0 
10 
100 
1000 

Analgesie 

Maus ] Ratte Kaninehen 
q 

per os I subkutan intravenSs 

i (25) 

1/2 

5 

1/2 
5 

I 
3 
I0 
15 
t250 

I (2) 

1/10 

1 

10 

3o 
1000 

1 (5) 
1/5 
1/2 

10 
5 

1/2 
10 

10 
10 
50 
200 
i000 

Tabelle I I  
Mittlere Letaldosen bei intravenSser und peroraler Gabe an der 
Maus, intraven6se Letaldosis am niehtvorbehandelten und narkoti- 
sierten Kaninehen sowie atemhemmende Dosis in Urethannarkose 

(1,4 g/kg subkutan). Alle Dosen in mg/kg. 

Verbindung LDs0 Maus 

Nr. intra- per os 
V0I]O3 

Morphin 200 :1000 
i 50 - 
z 50 500 

50 - 

4 50 ! 5 0 0  
50 200 

a 50 I - 
7 50 500 
8 50 i 100 

100 - 
xo 25 200 
11 25 i 400 
12 t0  250 
13 50 100 
14 1 25 

Kaninchen 
mittlere Letaldosis Vermind. der 

i uicht vor- narkoti- Atemfrequenz 
behandelt siert urnS0% (nark.) 

250 
50 
50 

50 
25 

50 
25 

25 
> 50 

25 
50 

0,5 

1,0 0,5 
25,0 10,0 
25,0 10,0 
25,0 keine Hem- 

mung 
0,5 0,25 
1,0 0,25 

50,0 0,50 
10,0 2,5 

O,25 0,17 
10,0 5,0 

0,5 0,25 
0,2 0,10 
0,1 0,025 
0,025 0,010 
0,0025 0,0005 

e r re i chen ,  wobei  s ich  die w i r k s a m s t e n  d e r  b i s h e r  da rge -  
s t e l l t e n  P r i t p a r a t e  e rgaben .  

V e r l a u f  u n d  D a u e r  de r  W i r k u n g  s ind  be i  d e n  B e n z i m i d -  
a z o l d e r i v a t e n  im a l l g e m e i n e n  kf i rzer  als  bei  M o r p h i n .  
Bei  t~iglicher s u b k u t a n e r  I n j e k t i o n  a n  de r  R a t t e  n a h m  
die a n a l g e t i s c h e  W i r k u n g  n a c h  8 -10  T a g e n  ab,  so d a s s e s  
e r fo rde r l i eh  war,  die Dosis  zu s te igern ,  u m  e inen  g le ichen  
E f f e k t  zu e r re i chen .  Diese G e w 6 h n u n g  e n t s p r i c h t  d e m  
bei  A n w e n d u n g  a n d e r e r  A n a l g e t i k a  a n  de r  R a t t e  u n d  d e r  
Maus  b e o b a c h t e t e n  V e r h a l t e n .  

Das  V e r g i f t u n g s b i l d  de r  a n a l g e t i s c h  s t a r k  w i r k s a m e n  
V e r b i n d u n g e n  i s t  a n  de r  M a u s  d u r c h  V e r m i n d e r u n g  de r  
A t e m f r e q u e n z ,  E r r e g u n g s s y m p t o m e ,  S c h w a n z p h / i n o -  
m e n  u n d  in  S u b l e t a l d o s e n  d u r c h  K r a m p f e r s c h e i n u n g e n  
c h a r a k t e r i s i e r t .  Die  m i t t l e r e n  L e t a l d o s e n  l iegen fiir die 
m e i s t e n  D e r i v a t e  be i  i n t r a v e n 6 s e r  G a b e  zwischen  25 u n d  
50 mg/kg ,  led ig l ich  bei  d e n  V e r b i n d u n g e n  Nr.  12 u n d  74/ 
g e h t  m i t  de r  Z u n a h m e  de r  W i r k u n g s i n t e n s i t i i t  a u c h  e ine  
S t e i g e r u n g  de r  Tox iz i tAt  e inher ,  wobe i  j e d o c h  bei  Ver -  
b i n d u n g  Nr.  13 u n d  14 die t h e r a p e u t i s c h e  B r e i t e  g r6sse r  
i s t  als be i  d e n  wen ige r  w i r k s a m e n  V e r b i n d u n g e n  (Ta-  
belle I I ) .  A m  K a n i n c h e n  u n d  a n  de r  IRatte is t  das  W i r -  
k u n g s b i l d  n e b e n  de r  AnMges ie  d u r c h  eine z u n e h m e n d e  
S e d a t i o n  bis  zu N a r k o s e s t a d i u m  I / I I  u n d  Miose c h a r a k t e -  
r is ier t .  Der  H u n d  zeigt  ~ihnliche S y m p t o m e  wie das  K a -  
n inehen ,  wAhrend  be i  de r  K a t z e  E r r e g u n g s e r s c h e i n u n -  
gen  u n d  ebenso  wie u n t e r  M o r p h i n  eine Mydr i a se  auf-  
t r e t en .  Mi t  de r  w i r k s a m s t e n  V e r b i n d u n g  Nr.  74 w a r  a m  
H u n d  m i t  D o s e n  y o n  0,001 m g / k g  i n t r a v e n 6 s  eine d e u t -  
l iche V e r m i n d e r u n g  u n d  m i t  0,0025 m g / k g  e ine  vo i le  
A u f h e b u n g  der  S c h m e r z r e a k t i o n  au f  K n e i f e n  a m  O h r  zu 
e r r e i c h e n ;  gte ichzei t ig  t r a t  Spe iche l f luss  u n d  be i  de r  
h 6 h e r e n  Dosis  D u r c h f a l l  auf.  

A m  n a r k o t i s i e r t e n  Tier  i s t  die Tox iz i t / i t  e r h e b t i c h  ge- 
s t e ige r t ,  d e r  Tod  e r fo lg t  a n  A t e m l i h m u n g  (Tabe t le  I I ) .  
Be i  k i i n s t t i c h e r  B e a t m u n g  s ind  d a g e g e n  die L e t a l d o s e n  
u n g e f i h r  g te ich  wie b e i m  n i c h t n a r k o t i s i e r t e n  Tier .  Die  
A t e m d e p r e s s i o n  l~isst s ich d u r c h  A n a l e p t i k a  wie C o r a m i n  
o d e r  ]3emegr id  a u f h e b e n .  D e r  B l u t d r u c k  des  n a r k o t i -  
s i e r t e n  K a n i n c h e n s  u n d  de r  K a t z e  wi rd  d u r c h  Dosen ,  
die zu e i n e r  m i n d e s t e n s  50p rozen t igen  A b n a h m e  de r  

A t e m f r e q u e n z  f i ih ren ,  n i c h t  s i che r  bee in f luss t ,  w~ihrend 
die H e r z f r e q u e n z  u m  e t w a  1 0 - 2 0 %  a b n i m m t .  

X h n l i c h  wie bei  M o r p h i n  w a r  e i n  a n t i p y r e t i s c h e r  Ef- 
f e k t  de r  s t a r k  a n a l g e t i s c h  w i r k e n d e n  S u b s t a n z e n  a m  Ka- 
n i n c h e n  gegen i ibe r  de r  d u r c h  B a k t e r i e n t o x i n e  ausgel6s- 
t e n  T e m p e r a t u r s t e i g e r u n g  n a e h w e i s b a r ,  j e d o c h  erst  in 
Dosen ,  die e in  M e h r f a c h e s  de r  a n a l g e t i s c h e n  Schwellen- 
dosis  b e t r a g e n  u n d  be r e i t s  d ie  A t e m f r e q u e n z  vermin- 
dern .  Das  gleiche g i l t  f i ir  die e n t z i i n d u n g s h e m m e n d e  
W i r k u n g ,  die s ich in e iner  g e r i n g e r e n  0 d e m b i l d u n g  bei 
de r  Senf61chemosis  a m  K a n i n c h e n a u g e  oder  naeh  In- 
j e k t i o n  y o n  D e x t r a n  in die R a t t e n p f o t e  Aussert.  

I m  G e g e n s a t z  zu M o r p h i n  ru fen  die ana lge t i s ch  wirk- 
s a m e n  D e r i v a t e  a m  i so l i e r t en  K a n i n c h e n d a r m  keine 
T o n i s i e r u n g  he rvo r ,  s o n d e r n  b e d i n g e n  in  Konzent ra-  
t i o n e n  y o n  10 -4 (g/ml) e ine A b n a h m e  de r  Pendelbewe- 
gungen .  A m  i so l i e r t en  K a n i n c h e n u t e r u s  f t ih ren  dagegen 
die m e i s t e n  V e r b i n d u n g e n  zu e ine r  a l l e rd ings  schwiiche- 
r en  T o n i s i e r u n g  als M o r p h i n .  Spezi f i sche  spasmolyt i sche  
E i g e n s c h a f t e n  l iessen s ieh n i c h t  nachwe i sen .  

Die  A u f f i n d u n g  d ieser  n e u e n  G r u p p e  hochwirksamer  
A n a l g e t i k a  zeigt ,  dass  s y n t h e t i s c h e  V e r b i n d u n g e n ,  ffir 
die s ich  au f  G r u n d  de r  S t r u k t u r f o r m e l  ke ine  Verwandt -  
s c h a f t  z u m  M o r p h i n m o l e k t i l  m e h r  e r k e n n e n  liisst, ein 
q u a l i t a t i v  s eh r  Ahnl iches  G e s a m t w i r k u n g s b i l d  wie Mor- 
p h i n  h e r v o r r u f e n  k 6 n n e n .  Die  fi ir  die Schmerzempfin-  
d u n g  v e r a n t w o r t l i c h e n  S u b s t r a t e  des  Zen t ra lnerven-  
s y s t e m s  lassen  s ich  s o m i t  o f f e n b a r  in  verh~ltnismiissig 
u n s p e z i f i s c h e r  Weise  a u s s e h a l t e n ,  u n d  gleichzei t ig  ver- 
i t nde rn  die i n  d ieser  H i n s i c h t  w i r k s a m e n  Substanzen 
a u c h  a n d e r e  S u b s t r a t e  ( A t e m z e n t r u m ,  v a g a l e  Substrate)  
in  i h r e r  A k t i v i t ~ t .  Die  T a t s a c h e ,  da s s  b i s h e r  ke ine  stark 
w i r k e n d e n  A n a l g e t i k a  b e k a n n t  g e w o r d e n  s ind,  denen zu- 
sAtzl iche W i r k u n g e n  a u f  A t m u n g  u n d  b e s t i m m t e  zen- 
t r a l e  p a r a s y m p a t h i s e h e  F u n k t i o n e n  feh len ,  sp r i ch t  fiir 
e ine  Ahnl iche  O r g a n i s a t i o n  de r  g le iehze i t ig  beeinflussten 
Ze l lkomplexe .  

F.  GRoss  u n d  H.  TURRIAN 

Forschungslaboratorien der C I B A  Ahtiengesellschafl, 
Pharmazeu t i sche  A bteilung, Basel ,  26. A u g u s t  1957. 
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S u m m a r y  

A n u m b e r  of ba s i ca l l y  s u b s t i t u t e d  b e n z i m i d a z o l e s  
show a s t r o n g  ana lges ic  a c t i v i t y  in  mice,  ra t s ,  r a b b i t s ,  
and  dogs.  Q u a l i t a t i v e l y  t h e y  a c t  v e r y  s imi l a r ly  t o  
m o r p h i n e  a n d  c o r r e s p o n d i n g  s y n t h e t i c  a n a l g e t i c s  a n d  
the  m o s t  a c t i v e  of t h e s e  c o m p o u n d s  a re  q u a n t i t a t i v e l y  
super ior  t o  all  a n a l g e t i c s  h i t h e r t o  desc r ibed .  

K i n e t i c s  o f  P e n i c i l l i n a s e  A c t i v i t y  

Penic i l l inase ,  n e x t  to  ca ta l a se ,  h a s  one  of t h e  h i g h e s t  
t u r n o v e r  n u m b e r s  k n o w n  (1.48 × 10 ~ M of s u b s t r a t e  
h y d r o l y s e d  pe r  ra in  a t  300)  1. I t  is of i n t e r e s t  t h e n  to  
d e t e r m i n e  w h e t h e r  MICHAELIs-MENTEN k ine t i c s  app l i e s  
in t h i s  i n s t ance .  

R a t e  of h y d r o l y s i s  of b e n z y l  pen ic i l l in  b y  pen ic i l l inase  
from B .  sub t i l i s  ( commerc i a l  p r e p a r a t i o n ;  C o m m o n -  
w e a l t h  S e r u m  L a b o r a t o r i e s ,  Aus t r a l i a )  h a s  b e e n  in-  
v e s t i g a t e d  b y  a s l igh t  m o d i f i c a t i o n  of t h e  m e t h o d  of 
WISE a n d  TWIGG 2. P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a v i n g  
shown t h a t  t h e  ef fec t  of p o t a s s i u m  ch lo r ide  in  t h e  r a n g e  
of c o n c e n t r a t i o n  0 .002-0 .08  M on t h e  r a t e  was  negl igible ,  
a c o n s t a n t  ionic  s t r e n g t h  of 0.02 m a i n t a i n e d  b y  p o t a s s i u m  
chlor ide was  used  in t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n .  

R e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  r e a c t i o n  fol lows 1V[ICHAELIS- 
MENTEN k ine t i c s  3, a t  l e a s t  b e t w e e n  c o n c e n t r a t i o n s  of 
s u b s t r a t e  20 a n d  0-2 t i m e s  t h e  a p p a r e n t  MICHAELIS 
c o n s t a n t  K ". T h i s  is e v i d e n t  f r o m  a p lo t  of 

m 

(t + IS]) a g a i n s t  log IS?. 
V" 

(Fig. 1 ; w h e r e  t is t h e  t i m e  in m i n u t e s ,  IS? is t h e  con-  
c e n t r a t i o n  of pen ic i l l in  r e m a i n i n g ,  a n d  V'  is t h e  a p p a r e n t  
m a x i m u m  [zero order]  v e l o c i t y  e x p r e s s e d  as  mole  p e r  
rain • 105, a t  25 ° C, p H  6-58 a n d  ionic  s t r e n g t h  0.02.) 
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Fig, 1. 
Time difference plot (see text for explanation). 
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L i n e a r i t y  of t h e  t i m e  d i f f e rence  

( t + [ S ] +  V' + cons tan t ;  

i.e. a c t u a l  t ime ,  less t i m e  c a l c u l a t e d  for  zero o rde r  k ine-  
t ics)  w i t h  log ES] is in  accord  w i t h  t h e  r e l a t i o n s h i p  

-- V'" t = IS? + K m" In IS? + cons tan t  

o b t a i n e d  on  i n t e g r a t i o n  of t h e  MICHAELlS-MENTEN r a t e  
e q u a t i o n  s . 

V a r i a t i o n  w i t h  p H  of  t h e  p a r a m e t e r s  V" a n d  Kin' ,  e s t i -  
m a t e d  b y  LINEWEAVER-BURK p lo t s  4 a n d  c o r r e c t e d  for  
t h e  s econd  d i s soc i a t i on  c o n s t a n t  of penic i l lo ic  ac id  
p K A , ,  5"35 G, is s u m m a r i s e d  in F i g u r e  2. T h e s e  r e su l t s  a re  
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Variation of the parameters V t and Kin' with pH. 
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c o n s i s t e n t  w i t h  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  of t h e  e n z y m e  b y  
h y d r o x y l  ions  i n v o l v i n g  f u n c t i o n a l  g r o u p s  of p K A  "~ 7"9, 
a n d  w i t h  a n t i - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  S i n v o l v i n g  f u n c t i o n -  
al  g r o u p s  of p K A  ~ 8"8. Curves  s h o w n  in  t h e  F i g u r e  re-  
p r e s e n t  t h e  e x p e c t e d  v a r i a t i o n  of t he  p a r a m e t e r s  
c a l c u l a t e d  7 on  t h i s  basis .  

A t  p H  7.14 a n d  in t h e  t e m p e r a t u r e  r a n g e  22 ° to  43 ° C, 
t h e  p a r a m e t e r s  V'  a n d  Kra '  show a v a r i a t i o n  w i t h  
t e m p e r a t u r e  in  acco rd  w i t h  t h e  ARRHENIUS equa t ionS :  

- 5700 
V" = A e R T  

a n d  
-- 700 

Kin" = 1"46×10-4e  R T  M 

where  R = 1.99 caI p e r  degree ,  a n d  A "is a c o n s t a n t .  A 
s l i gh t  d e v i a t i o n  o b s e r v e d  a t  47 ° m a y  be  d u e  to  p a r t i a l  
i n a c t i v a t i o n  of t h e  e n z y m e  u n d e r  these  cond i t i ons .  
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