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Z u s amme nf a s s ung. 
Natiirliches Argon enthalt 0,337y0 36A. Es wird das Dampf- 

druckverhaltnis der Isotope 36A und *OA bei 83,S°K zu 1,006 berech- 
net und eine Rektifikationsanlage beschrieben, die mit etwa 130 
theoretischen Boden fur 36A einen totalen Trennfaktor von 1,94 be- 
sitzt und taglich 15 1 Argon mit - 0,6% 36A xu liefern vermag. 

Physikalisch-Chemisches Institut der UniversitSit Ziirich. 

256. Recherches sur la p6nicillinase I. 
Dosage spectrophotom6trique de la p6nicillinase 

par Pierre Baudet e t  Emile Cherbuliez. 
(13 X 53) 

La penicillinase est une peptidase bactbrienne, specifique d’un genre particulier de 
liaison peptidique, la liaison /3-lactame-thiazolidine de toutes les penicillines (I). La 8- 
lactame de la desthiopenicilline (11) semble ne pas 6tre hydrolys6e par l’enzymel). La sp6- 
cificit6 enzymatique serait donc liBe aussi b la presence du groupement thiazolidinique. 
Le reste hydrocarbure R influence faiblement la vitesse de la reaction2); la penicillinase 
agit mdme en son absence, puisque la phicine (If) est hydrolysee par l’enzyme en acide 
penicique (formule probable III)3). 

Les acides p6nicilloIques (IV) resultant de l’action de la pknicillinase ont B t B  identi- 
fies aux acides penicilloiques produits par l’hydrolyse alcaline des p6nicillines. La trans- 
formation de la pentenylpirnicilline (Ib) par la penicillinase de Bacillus subtilis donne 
naissance b un produit que le chlorure mercurique decompose en penicillamine (V), 2- 
pentenylp6nilloaldehyde (VI) e t  anhydride carbonique comme il le fait pour l’acide 
pbnicilloique nature14) correspondant. - Nous observons que le produit resultant de 
l’inactivation de la benzylpenicilline (Ia) par la penicillinase de Bacillus cereus consomme le 
m6me nombre d‘kquivalents d’iode (8,3 equivalents A p H  6,8) et  possede les m6mes coeffi- 
cients d’extinction moleculaire dans l’ultra-violet que l’acide benzylpknicilloique nature14), 
ce qui prouve une fois de plus que l’hydrolyse alcaline menagee est identique dans son 
effet A l’hydrolyse enzymatique. 

Pour le dosage de la pknicillinase, on s’est adressk B des mkthodes 
bact6riologiques5) aussi bien que chimiques. Les mkthodes chimiques 
sont actuellement d’une application aisee puisqu’on dispose facilement 
de pdnicilline pure. 

On a utilise le dosage alcalim6trique6) qui suit l’apparition du carboxyle OL de l’acide 
p6nicilloique lors de l’incubation de la penicilline par l’enzyme. 

La transformation de l’acide p6nicillo’ique en acide pknilloique (VII) entraine la 
liberation d‘anhydride carbonique dont le volume est mesure dans l’appareil de Warburg2). 

l) E. Chain, Antibiotics, Oxford University Press. 
2 ,  R. J. Henry & R. D. Housewright, J. Biol. Chem. 167, 559 (1947). 
3, Kin’ichio Sakaguchi & Sawao Murao, J. Agr. Chem. Soc. Japan 23, 411 (1950). 
4, ((Naturelo indique que l’acide penicilloique en question est forme par hydrolyse 

5,  E. P. Abraham, The Enzyme I ,  Part 2, Chap. 37, p. 1170. 
“) R. Mustaugh & G .  B. Levy, Am. SOC. 67, 1042 (1945). 

alcaline d’une pbnicilline. 
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Pdnau, Phillippe & Benoid )  dosent la pknicillinase en se servant de la diffkrence 
de consommation diode de la benzylpknicilline et  de l’acide benzylpknicilloique. A la fin 
de l’incubation, une quantite donnke d’iode est introduite dans le mklange, puis, apr& un 
temps d’oxydation, la quantite d’iodc rksiduelle est titree au thiosulfate. 

Levy2) a propose de suivre l’inactivation enzymatique de la benzylpknicilline par 
des mesures automatiques (rotogrammes) des changements de l’activitk optique dans la 
solution incubke de pknicilline; ce prockdk est precis, mais exige un appareillage compliquk. 
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Nous proposons de mesurer l’activitb de la pbnicillinase au moyen 
des variations intervenant dans les coefficients d’extinction du spectre 
ultra-violet de la benzylphicilline sous l’influence de l’enzyme. Ce 

l) H. PCnau, J. Phillippe & D. Benoist, Ann. Pharm. Fr. 9, 419 (1951).  
,) G. B. Levy,  Anal. Chem. 23, 1089 (1951).  



Volumen XXXVI, Fasciculus VII (1953) - No. 256. 2057 

procBd6 est simple, prBcis et rapide ; on mesure directement l’absorp- 
tion propre des substrats sans traitement prkalable. 

La benzylphicilline posskde 2 groupements chromogenes dans 
l’ultra-violet ; l’un est caractkristique du reste benzyle et absorbe 
entre 275 et 245 mp, l’autre est plus partieulikre.ment propre aux 
pknicillines ; nous l’attribuons au carbonyle p-lactamiquel). Cette 
bande s’ktend de 260 mp h 240 mp et au-delh de 240 mp elle 86 con- 
fond en partie avec une bande de l’aeide ph4nylae6tique (fig. 1). 

Sous l’action de la phicillinase, les absorptions de la benzyl- 
pBnicilline entre 262,s et 240 mp disparaissent progressivement de 
telle sorte qu’Q la f i n  de la reaction il n’apparait plus dans cette rBgion 
que la bande pratiquement pure du groupe benzyle de l’acide benzyl- 
pdnicillolque (fig. 1). 

E 10-2 

Fig. 1. 
Spectre UV. du benzylp6nicillinate de potassium (-.), du benzylp6nicilloate de potas- 
sium (-3) (obtenu par hydrolyse enzymatique do la phicilline) e t  du ph6nylac6tate de 
potassium (A-A) Q 0,050/0 de concentration, dans le tampon phosphate m/30, B pH 6,s. 

Or, h 262,5 m p ,  les coefficients d’extinction molBculaire de la 
benzylphicilline et de l’acide benzylphicilloique sont identiques, de 
sorte que l’absorption h cette longueur d’onde ne change pas au 
cours de la transformation de la benzylpknicilline. D’autre part, B 
240 et 262’5 mp les coefficients d’extinction mol6culah-e de l’acide 
D-benzylp6nicilloique sont pratiquement les mbmes si bies que l’ab- 
sorption B 262,5 mp indique d’embl6e l’absorption qu’atteindra la 
solution h 240 mp aprks transformation integrale de la benzyl- 
p6nicilline. I1 s’ensuit que le coefficient d’extinction h 240 mp, dimi- 

A paraitre. 
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nu6 du coefficient d'extinction a 262,5 mp, est une mesure direete de 
la quantitk de benzylpdnicilline restant en solution (voir fig. 2). 

i 2 4 5 m g  

dt 0enzylpin1~1lIinole de potmuin dons 10 cm' 

Fig. 2. 
Relation entre la concentration de I'GKl) 
et la diff6rence des coefficients d'extinc- 
tion A 240 ct  a 262,5 mp, dans lc tampon 
phosphate in/30, de pH 6,8; cuvc de 1 mi. 

de benzylpinicillinal~ do potassium hydrolysd 

40 80 I20 I60 200 
unilei do pinicll\lnosQ 

Fig. 3. 
Relation cntre la quantit6 de benzylphni- 
cillinate de potassium hydrolysb et  le 

nombre d'unit6s de p6nicillinase. 

illode optrutoire. 
J. Bhctifs. a) Solution de berizylphnicillinate de potassium (1595 unit&s/mg) de 

b) tampon phosphate m/15 de pH 6,s; 
cj solution de phnicillinase contenant 20 
2. Matkie l .  a) Tubes d'incubation 18 x 180 mm en Pyrex, sans 18vres; 
b) porte-tubes circulaires pour 12 tubes d'incubation, en aluminium; 
c) godets de vcrre de 11 x 15 mm pouvant contenir 0,5 em3 dc la solution de p h i -  

dj  pipettes de 0,5 rm3 pour rhpartir la solution enzymatique dans les godets; 
e) pipettes automatiques Gerber2) de 5 emT; 
f)  bain-marie thermostatis6 B 37O & 0,lo; 
g) bain-marie a 90". 
3. T e c h n i p e  du dosage. 5 cm3 de la solution a) sont introduits dans 5 cm3 du tampon 

phosphate (solution b)3). Dans un godet de verre on introduit 0,5 cm3 d'une solution 
de phnicillinase contenant 20 a 320 unitBs/cm3. 

O, l%,  de pH 6,5; 

320 unitbs/cm3. 

cillinase ; 

Benzylphnici1lin:tte de potasium. 
2) Gerber & Go., Ausstellungsstrasse 88. Zurich. 
3) On peut mblanger d'avancc la solution de pbnicilline ct du tampon mais ce mi.- 

laiige doit alors &re utilisi. dans les 4 B 6 jours yui suivent sa pr6paration. 
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La solution de PGKI) est portbe dans le bain-marie de 37O. Aprbs 10 min., le godet 
contenant la solution enzymatique est introduit dans la solution de PGK (pour l’intro- 
duction simultan6e de plusieurs godets, voir p. 2062). Le melange est rendu homogbne par 
agitation dans le bain thermostatique. Exactement 60 min. aprbs l’introduction de l’en- 
zyme, la solution est plong6e dans le bain-marie It 90° pendant 5 min. pour l’inactivation 
de l’enzyme, puis refroidie aussit6t dans de la glace fondante. Un tube recevant 0,5 cm3 
d’eau distillee it la place de la prise enzymatique, sert de ti:moin. I1 est trait& comme les 
solutions incubees. 

Le coefficient d‘extinction de la solution B la fin de l’incubation est mesurk 8. 
240 et B 262,5 mp au moyen du spectrophotomhtre DU de Beckmun, dans une cuve 
de 1 om d’kpaisseur. 

4. Unitk de pknicillinase. Nous avons adopth une unit6 analogue B celle definie 
par Pknuu et  ~011.~); 100 unit.& representent la quantiti: d’enzyme qui inactive 50% d’une 
solution de benzylpenicillinate de potassium (5 mg dans 10,5 ~ m ~ ) ~ ) ,  B 37O, en 60 min., 
i% p H  6 3 .  La seule modification apportee par nous est de fixer le p H  B 6,8 au lieu de 7. 

5. Culculs. En presence d’un exchs de substrat, la quantiti: de phicilline transformbe 
dans un temps donne est proportionnelle B la quantitk d’enzyme mise en ceuvre (fig. 31, 
La proportionnaliti: entre la quantite d’acide p6nicilloIque e t  la quantiti: d’enzyme se 
maintient jusqu’B une transformation d‘env. 80% de benzy1pi:nicilline mise en ceuvre. 
Tant qu’on se trouve dans cette gamme de degradation, les relations suivantes permettent 
de connaitre la quantite de benzylphicilline restant aprbs 60 min. e t  par conskquent, 
la quantite de phicilline hydrolyske. 

Si 
Di = coefficient #extinction4) B 240 my diminui: du coefficient d’extinction B 

Df = coefficient d’extinction B 240 mp diminu6 du coefficient d’extinction B 

c = concentration initiale (et du tbmoin) de PGK (5 mg dans 10,5 om3) 3 ) ;  

x = concentration finale de PGK (en mg dans 10,5 cm3) B la fin de l’essai avec 
l’enzyme; 

on a: x = c *  Df/Di, c t  c- x = concentration de PGK hydrolyse B la fin de l’essai 
avec l’enzyme. 

D’aprBs la dkfinition de notre uniti:, 100 unites correspondent B l’absorption D1/2 
it 240 mp (disparition de la moitie de la benzylphicilline); le nombre d‘unit6s U dans la 
prise de la solution enzymatique s’exprime alors comme suit: U = 100. (c - x)/0,5* c. 

Avec une prise de 0,5 em3 de solution de pknicillinase di luh d fois B partir de la 
solution originelle de l’enzyme, cette dernibre contient U. d/0,5 unite par em3. 

Dans nos conditions de travail, la concentration de l’enzyme ne doit pas depasser 
320 unit6s/cm3 puisqu’au-dek, la degradation du substrat depasse la limite de 80%. 

262,5 my (B  la fin de l’incubation) pour le temoin; 

262,5 mp B la fin de l’essai avec l’enzyme; 

Applications. 
A. Au cours d’une recherche sur la purification de la phicillinase, nous avons 

applique notre methode de determination de l’activite de la pknicillinase B de nombreux 
bchantillons e t  solutions de penicillinase de Bacillus cereus (NRRL B 569), de purete 
trhs variable (voir tableau 11). I1 n’y a aucune interference propre de ces diverses prepara- 
tions, aux concentrations utiliskes, avec le spectre de la benzylpdnicilline. Les sels utilises __ _ _  

1) Benzylpknicillinate de potassium. 
2, H. Pdmu, J .  Phillippe & D. Benoisl, Ann. Pharm. Fr. 9, 419 (1951). 
3, Pour des dosages en skric, nous utilisons des pipettes automatiques pour les 

prelbvements de la solution de phicilline et de tampon; pour cette raison nous travail- 
lons avec le volume final de 10,5 om3 (5  cm3+5 crn3+0,5 cm3). 

4 )  Tous les coefficients d‘extinction doivent &re corriges par un facteur qui depend 
de la cuve utiliske et de la longueur d’onde. Ces facteurs sont calcules sur la base de la 
difference d’absorption, B chacune des longueurs d’onde utilishe, des cuves remplies d’eau, 
par rapport it la cuve de rkference avec lc dissolvnnt pur. 
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pour la purification de la pirnicillinasel) (acetate de sodium, sulfate d'ammonium, sulfate 
de calcium, chlorure de sodium) ne perturbent pas le dosage; par contre la presence 
d'acetone doit 6tre 6viti.e A cause de son absorption dans la region spectrale utilisee. 

Tableau I. 
Mesiires spectrophotometriques de la degradation de la benzylpirnicilline 

dans les conditions standard en presence de quantitirs croissantes de penicillinasc.. 

Moyenne 
de c-x 

Nombre 
d'unitirs 

:4 dc PGK 
ina.ctiv6 

28 

56 

84 

112 

140 

i 68 

3 96 

PIS, (sol.) 
El (sol.) 
E, (sol.) 
E, (sol.) 
E, (sol.) 
E, (sol.) 
E93) 

E, c.1. (sol.) 

Conc. de 
l'enzyme 

brute 
~ 1 ~ ~ 3  

0,520 0,550 0,535 
0,440 0,420 0,425 
0,760 0,780 0,765 
0,685 0,682 0,690 
0,690 0,680 0,700 
0,720 0,710 0,735 
0,740 0,740 0,720 
0,880 0,890 0,870 
0,210 0,220 0,212 

0,066 

0,132 

0,192 

0,264 

0,330 

0,384 

0.528 

Dn 

0,880 
0,875 
0,870 
0,752 
0,740 
0,748 
0,620 
0,604 
0,614 
0,450 
0,460 
0,474 
0,305 
0,313 
0,296 
0,166 
0,180 
0,176 
0,105 
0,105 
0,109 

c--x 

0,60 
0,63 
0,65 
1,34 
1,30 
1,26 
1,90 
I ,98 
I ,93 
2,75 
2,70 
2,63 
3,48 
3,43 
3,52 
4,17 
4,10 
4,12 
4,47 
4,47 
4,45 

Tableau 11. 

0,62 

1,30 

1,93 

2,70 

3,45 

4,13 

4,46 

12,4 

26,O 

38,6 

54,o 

69,4 

82,6 

89,2 

Nombre d'unites 
par cm3 

214 212 206 
192 180 186 
112 116 115 

126,5 126 124 
125 127 132 
112 116 108 
104 104 112 
48 44 52 

316 311. 314 

- 

96 88 9 4 3  

l) P. Baudet & G. Hagemann, Purification de la pirnicillinase de Bacillus cereus, 

3 ,  ActivitB/mg azote total = 325 000. 
Exper., sous presse. 2, ActivitB/mg azote total = 31 000. 

*) ActivitB/mg azote total = 700 000. 
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Observations concernant les opdrations. 
Certaines prkcautions doivent atre observ6es en vue d'une reproductibilite satis- 

faisante des rbsultats. 
1. Les tubes de dosage, les godets de verrc, doivent btre nettoyes aprks chaque 

determination dans le melange chromique. 
2. I1 faut eviter toute contamination du materiel de dosage avec du fer, p.ex. lors 

du  skhage des tubes et  des godets dam les btuves, le Fet8 &ant un inhibiteur de la p h i -  
cillinase. 

3. Lorsque Yon travaille en serie (12 B 24 tubes) il est necessaire d'introduire les 
prises de l'enzyme (0,5 em3) dans les tubes, au mbme temps. On y parvient h l'aide d'un 
disque per& d'orifices circulaires dont le diamktre est identique Q celui des tubes d'in- 
cubation; ce disque est ajuste sur le porte-tubes circulaire, de faqon que chaeun des trous 
du  disque se trouve superpost! B un tube. Un second disque pivotant autour de l'axe du 
porte-tubes et per& d'orifices identiques, est plac6 sur le premier disque. Le disque mobile 
est place de telle manibre que ses orifices se trouvent dkcal6s par rapport aux trous du 
disque fixe. On place alors les godets porteurs des differentes prises de l'enzyme dans les 
trous du disque mobile, puis par une 16g&re rotation du disque mobile, on fait tomber au 
moment voulu tous les godets en mbme temps dam les tubes d'incubation correspondants 
(voir fig. 5). 

4. La d6sactivation de l'enzyme par 5 min. de chauffage it 900 ne produit aucune 
altkration du substrat B la condition que le pH de la solution initiale de pbnicilline soit 
toujours compris entre 6 et 7. En effet, il suffit que le p H  de cette solution soit infbrieur 
B 6 pour que la pbnicilline donne naissance L des produits de degradation (voir sous 5). 

I1 existe des milieux2) (p.ex. gelatinks) dans lesquels la penicillinase est thermostable; 
la dbsactivation enzymatique devrait alors 6tre effectuee par l'action d'un inhibiteur, 
~ . _ _ _  

l) H .  Yknau,  J .  Phillippe & D. Benoist, Ann. Pharm. Fr. 9, 419 (1951). 
2, Eileen E .  D. Manson & M .  R. Polock, J. Gen. Microb. 8, 163 (1953). 

- 
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B. Variations de l’aetivitd de la pe‘nicillinase de  Bacillus cereus avec le p H .  Selon 
nos dhterminations, le pH d’activit6 maximum d’une prkparation de p6nicillinase de 
Bacillus cereus d u n e  activit8 de 31000 uniths/mg N total se trouve a 6,5 (voir fig.4) 
comme PLnau et  c01l.l) I’avaient d8jA observh. Dans ces essais, nous n’avons pas travail18 
it des p H  inf8rieurs it 6 car alors la formation de benzylphnicillhnate rend impossible les 
d6terminations spectrophotomhtriques. Le spectre UV. du benzylp8nicillinate de potas- 
sium n’est pas modifik entre pH 6 e t  8. 
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pour autant que celui-ci ne trouble pas le spectre ultra-violet de la benzylpknicilline. Nous 
n’avons pas 8tudiB ce point particulier. 

Le fluorure de sodium propose par PLnnaul) comme inhibiteur n’a aucun effet vis-A-vis 
de la penicillinase de Bacillus cereus que nous avons utilisee. 

Fig. 5. 
Appareil b 12 tubes pour l’introduction simultanee des prises de reactif dans des tubes ti 
essais. A titre d’exemple, trois godets ont 6th places sur le disque mobile (muni d’une 

tige de manceuvre) e t  un godet a deja 8th introduit dans un des tubes. 

5. Conservation des solutions de pknicilline. Aux p H  que prksentent les solutions 
non tamponnees de benzylpknicillate de potassium dans l’eau distill6e (pH 5,4-5,6), la 
pknicilline se transforme lentement en thiazolidine-oxazolone formant B son tour l’acide 
benzylp6nicillenique (VIII) caracterisb par une forte absorption B 320 mp ( E  = 26000). 
Cette transformation peut s’accompagner de la formation de l’acide benzylphillique (IX), 
isomdre de la benzylpenicilline (I) et  qui possi.de kgalement une absorption tres &levee 
dam la region utilisee du spectre. Ces reactions sont lentes B 2O; la fig. 6 montre l’augmenta- 
tion du coefficient d‘extinction ii 320 m p  B p H  5,5 au cours du temps, dans une solution 
de benzylphicillinate de potassium. L’influence du pH sup la vitesse de cette dkgradation 
peut &re suivie par le developpement du coefficient d’extinction L 320 mp (voir fig. 7). 

On Bvite ces reactions parasites en conservant les solutions de penicilline B p H  6,5 
puisqu’b un p H  d’au moins 6 les solutions sont stables (voir fig. 7). La determination de 
l’absorption B 320 mp constitue un critere particulierement sensible de la stabilite du 
substrat. 

Une observation faite par Levy2) pounait faire craindre des complications au cours 
de l’incubation, observation selon laquelle l’acide benzylpknicilloique serait instable dans 
le milieu rkactionnel e t  se transformerait en produit secondaire dont la formation 
serait d’ailleurs acc616rBe par l’addition d’un itquivalent de chlorure mercurique. Or, les 
seuls produits de degradation dont on ait B envisager la formation en l’occurence, sont la 
pthicillamine (V) et  le benzylpknaldate (X) qui apparaissent simultan6ment ou le benzyl- 
phnamaldate (XI). On sait que le benzylphnaldate e t  le benzylpenamaldate sont caract& 
rises par une forte absorption b 270 et  A 282,5 mp au p H  6,8. Comme nous constatons que 

1) L. c. 
2) G.  B. Levy, Anal. Chem. 23, 1059, (1951). 
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le spectre UV. de nos solutions ne montre plus aucune variation une fois que la penicilline 
a disparu, e t  ceci m6me aprbs 48 h. #incubation supplhmentaire, nous concluons B l’ab- 
sence d‘une alteration de l’acide benzylpenicilloi’que dans nos conditions de travail. 

E 

260 280 300 320 340 mp 
Fig. 6. 

Formation du benzylphicillhnate de potassium dans une solution de PGK O , l % ,  b 
pH 5,5, i 20, en fonction du temps en jours, rhvklke par la modification du spectre UV. 

A-A au moment de la dissolution du PGK ( 0 , 0 5 O / , )  ._.- -. aprbs 1 jour .--- aprbs 13 jours 
m-e aprbs 28 jours -0 aprPs 39 jours 

E 

5 6 i ’  
Fig. 7. 

Influence du p H  sur la formation du benzylpinicill8nate de potassium ii partir de la 
benzylpknicilline: extinction 8. 265, 0,05% 

aprks un s8jour de 60 min. A 37O, B divers pH. 

Nous remercions vivement Ie Fonds pour I’Encourugernent des recherches scientifiques 
de la Confidiration et le Fonds National Suisse de la recherche scientifique de l’aide qu’ils 
nous ont accordhe. 

Nos remerciements s’adressent kgalement a M. le Dr Guy Hagemann, Directeur des 
Laboratoires de recherches de la Sociitt Franpise de la Pinicilline (Laborutoires Roussel), 
Romainville, Seine, France, A qui nous sommes redevables d’une quantite importante de 
benzylpenicihe e t  de penicillinase. 

290 et  A 320 m,u d’une solution dc PGK 
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SUMMARY. 

Benzylpenicilline has a very marked absorption at 240mp, as 
compared with benzylpenicilloic acid, its degradation product by 
penicillinase. The diminution of the extinction, which a solution of 
benzylpenicilline presents progressively at this wave length in the 
presence of penicillinase, is proportional to the amount of penicilline 
transformed. The final value of the extinction at 240 m p  after eom- 
plete hydrolysis of thc penicilline primitively present can be determined 
immediately by measuring the not varying extinction at 262,5 mp, 
as at this wave length the extinction of benzylpenicilloic acid is equal 
to its extinction at 240 mp, and the extinctions of equivalent quan- 
titites of benzylpenicilline and benzylpenicilloic acid are the same. 
A method of determination of penicillinase based on these facts is 
described. 
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