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С использованием иммобилизованной синтетазы цефалоспоринов-кислот осуществлены процес-
сы биокаталитического ацилирования 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразолил-7-аминоцефало-
спорановой кислоты, представляющей собой β-лактамную часть таких антибиотиков как цефаман-
дол, цефазафлур, цефотетан, цефоперазон. В качестве ацилирующих агентов использовали метило-
вые эфиры D-манделовой кислоты, 1(H)-тетразолилуксусной кислоты, цианометилтиоуксусной
кислоты, тиенилуксусной кислоты, D-фенилгицина и D-п-оксифенилгицина. Методом кинетиче-
ски-контролируемого синтеза получены цефамандол и шесть “химерных” соединений, несущих
С3-модифицированное β-лактамное ядро и ацильные части различных известных антибиотиков.
Полученные в стандартных мягких условиях в водной среде реакционные смеси, содержащие “хи-
мерные” цефалоспорины, потенциально пригодны для оценки их антимикробной активности без
выделения. Показана высокая эффективность использования синтетазы цефалоспоринов-кислот в
процессах ацилирования 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразолил-7-аминоцефалоспорановой кис-
лоты метиловыми эфирами 1(H)-тетразолилуксусной кислоты и цианометилтиоуксусной кислоты.
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В настоящее время β-лактамные антибиотики
занимают ведущее место в медицинской прак-
тике как эффективные препараты для лечения
инфекционных заболеваний. Благодаря широ-

кому спектру антимикробного действия, вклю-
чающему активность против грамположитель-
ных и грамотрицательных аэробных и анаэробных
бактерий, β-лактамные антибиотики являются
наиболее многочисленной группой применяе-
мых антибактериальных средств [1, 2]. Учиты-
вая проблемы, связанные с антибиотикорезистент-
ностью микроорганизмов, ведется постоянная ра-
бота по созданию новых полусинтетических
антибиотиков, в частности более устойчивых к
действию β-лактамаз [3, 4]. Интересным подхо-
дом к данной проблеме является комбинаторная
химия, которая позволяет путем направленной
модификации β-лактамов вводить функциональ-
ные группы уже известных антибиотиков, изме-
няющие определенные свойства природного или
синтетического аналога. Это дает возможность со-
здавать новые антимикробные препараты с улуч-
шенными свойствами [5, 6]. Разработка подоб-
ных трансформаций химическими методами син-
теза требует продолжительной индивидуальной
отработки каждого процесса и нецелесообразна из-

Список сокращений: 7-ACA – 7-аминоцефалоспорановая кис-
лота; 7-ТМСА – 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразо-
лил-7-аминоцефалоспорановая кислота; CASA – син-
тетаза цефалоспоринов-кислот (Cephalosporin-acid syn-
thetase); CMTAA – цианометилтиоуксусная кислота;
CFM – цефамандол; HPG – D-п-оксифенилгицин;
IECASA – иммобилизованная синтетаза цефалоспори-
нов-кислот; MECMTAA – метиловый эфир цианометил-
тиоуксусной кислоты; MEHPG – метиловый эфир D-п-окси-
фенилгицина; MEPG – метиловый эфир D-фенилгицина;
METAA – метиловый эфир тиенилуксусной кислоты; MET-
zAA – метиловый эфир 1(H)-тетразолилуксусной кисло-
ты; MEМА – метиловый эфир D-манделовой кислоты;
PG – D-фенилгицин; TAA – тиенилуксусная кислота;
TDA – 7 амино-3-[2-метил-1,3,4-тиадиазол-5-ил)-тиоме-
тил]-3-цефем-4-карбоновая кислота; CEZ – цефазолин;
TzAA – 1(H)-тетразолилуксусная кислота; АА – ацилиру-
ющий агент; КА – ключевая аминокислота; КК – карбо-
новая кислота; МА – манделовая кислота; ФБ – фосфат-
ный буфер.

УДК 577.151;579.66

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БИОПРЕПАРАТОВ



44

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 38  № 2  2022

СКЛЯРЕНКО и др.

за использования токсичных реагентов, раствори-
телей, а также необходимости выделения и очист-
ки полученных продуктов из реакционных сме-
сей перед тестированием на биологическую ак-
тивность. Альтернативой химическому синтезу
может быть использование биокаталитических
трансформаций, протекающих в мягких условиях
в водной среде [2, 7‒10].

Целью настоящей работы является изучение
возможностей биокаталитического синтеза для
создания новых “химерных” структур цефалоспо-
риновых антибиотиков с использованием в каче-
стве биокатализатора синтетазы цефалоспоринов-
кислот (CASA, КФ 3,5,1,11) [11‒13], продуцируемой
рекомбинантным штаммом Escherichia coli ВКПМ
В-12316. Фермент CASA, иммобилизованный пу-
тем ковалентного связывания с макропористым
эпокси-активированным носителем (IECASA), ра-
нее был использован нами для разработки высоко-
эффективных методов биокаталитического аци-
лирования 7-амино-3-[2-метил-1,3,4-тиадиазол-
5-ил)-тиометил]-3-цефем-4-карбоновой кислоты
(TDA) и 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразолил-7-
аминоцефалоспорановой кислоты (7-ТМСА) с це-
лью получения антибиотиков цефазолина и цефа-
мандола, а также полупродуктов их химико-биока-
талитического синтеза путем ацилирования 7-ами-
ноцефалоспорановой кислоты (7-ACA) [14‒16].

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Материалы

В работе использованы коммерческие образцы:
7-ТМСА (96.5%)1 Shandong Sihuan Pharmaceuti-
cal Co., Ltd., (Китай), натриевая соль цефаман-
дола (99.0%) и МЕМА (99.0%) Sigma-Aldrich,
(США), METzAA (98.0%) Sigma-Aldrich, MEC-
MTAA (85.6%) и METAA (84.0%) Ranbaxy Labora-
tories, (Индия), MEPG гидрохлорид (98.5%), Lan-
caster Synthesis, (Великобритания), MEHPG гид-
рохлорид (97.0%), МА (99.0%) и TzAA (96.0%)
Sigma-Aldrich, СMTAA (88.6%), Ranbaxy Laborato-
ries, TAA (98.0%) Merck, (Германия), PG (99.0%),
Acros Organics Lancaster, (Бельгия), HPG (98.0%),
Sigma-Aldrich.

Основное оборудование

– Стеклянный реактор вместимостью 75 мл для
проведения биокаталитических процессов с рубаш-
кой для водяного обогрева, оборудованный меха-
нической мешалкой и снабженный системами под-
держания температуры и рН.

– ВЭЖХ хроматограф фирмы Gilson (США),
снабженный УФ-детектором.

1 В скобках приведена чистота коммерческих образцов,
определенная методом ВЭЖХ.

– Компьютерное программное обеспечение
МультиХром версии 3.х. для регистрации и об-
счета хроматограмм.

– Хроматографическая колонка Spherisorb ODS,
250 × 4 мм с диаметром частиц 7.5 мкм Waters
(США).

Получение биокатализатора IECASA
Биокатализатор для осуществления процессов

синтеза β-лактамных продуктов получали путем
иммобилизации CASA на макропористом эпок-
си-активированном носителе Seplite LX-1000EP
(Sunresin New Materials, Китай) согласно разрабо-
танной ранее методике [16]. Исходным материалом
для иммобилизации служил ферментный препарат
CASA, полученный из биомассы высокопродук-
тивного рекомбинантного штамма E. сoli ВКПМ
В-12316 [16]. Синтетазная активность полученного
образца IECASA, определенная по начальной ско-
рости реакции синтеза CEZ [16] из TDA и METzAA,
составила 417 ME/г влажного биокатализатора при
содержании сухих веществ 37%.

За единицу синтетазной активности (1 МЕ) при-
нимали количество катализатора, которое обеспе-
чивает образование 1 мкмоля CEZ в минуту при
его синтезе в растворе, содержащем 60 мМ TDA
и 240 мМ МETzAA при рН 7.5 и 30°С.

В настоящем исследовании биокаталитические
трансформации, направленные на получение “хи-
мерных” β-лактамных соединений, осуществля-
ли синтезом с ацильным переносом, называе-
мым также кинетически-контролируемым синте-
зом [11, 14‒16], схема которого показана на рис. 1.

Биокаталитический синтез 
CFM и “химерных” соединений

В качестве ключевой (ацилируемой) аминокис-
лоты (КА) использовали 7-ТМСА, представляю-
щую собой β-лактамную часть таких антибиотиков
как цефамандол (СFM), цефазафлур, цефотетан,
цефоперазон. Ацилирующими агентами (АА) слу-
жили метиловые эфиры шести карбоновых кис-
лот (КК), а именно: D-манделовой кислоты (МА),
1(H)-тетразолилуксусной кислоты (TzAA), циано-
метилтиоуксусной кислоты (CMTAA), тиенилук-
сусной кислоты (TAA), D-фенилгицина (PG),
D-п-оксифенилгицина (HPG), содержащие ациль-
ные части различных цефалоспориновых антибио-
тиков (см. табл. 1).

Методика проведения синтеза подробно опи-
сана в работе [15] для синтеза CFM. Все процессы
синтеза β-лактамов осуществляли при 30°С в 0.3 М
фосфатно-натриевом буфере (ФБ) при одинаковых
начальных концентрациях КА и АА:  =
= 60 мМ и  = 200 мМ соответственно. Навеску

7 TMCAC −
°

АAC°
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Рис. 1. Схема кинетически-контролируемого синтеза β-лактамов путем биокаталитического ацилирования 7-TMCA.
. 

Fig. 1. Scheme of kinetically controlled synthesis of β-lactams by biocatalytic acylation of 7-TMCA.
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7-ТМСА растворяли в ФБ при рН в диапазоне
7.3‒7.9, где растворимость КА составляет
80‒300 мМ [15], то есть превышает заданную на-
чальную концентрацию  = 60 мМ. В полу-7 TMCAC −

°

ченный раствор вносили АА в виде метилового
эфира соответствующей КК (см. табл. 1) и после
перемешивания в течение 3‒5 мин добавляли
IECASA, начиная тем самым процесс синтеза. В
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Таблица 1. Ацилирующие агенты и известные β-лактамные антибиотики на их основе 
Table 1. Acylating agents and known β-lactam antibiotics including corresponding acyl parts

Ацилирующий агент Антибиотики, включающие данную 
ацильную часть

Метиловый эфир D-манделовой 
кислоты (MEМА)

• Цефамандол
• Цефоницид

Метиловый эфир 1(H)-тетразоли-
луксусной кислоты (METzAA)

• Цефазолин
• Цефтезол

Метиловый эфир цианометилтиоук-
сусной кислоты (MECMTAA) • Цефметазол

Метиловый эфир тиенилуксусной 
кислоты (METAA)

• Цефалоридин
• Цефокситим
• Цефалотин

Метиловый эфир D-фенилгицина 
(MEPG)

• Цефалоглицин
• Цефалексин
• Цефаклор

Метиловый эфир D-п-оксифенилги-
цина (MEHPG)

• Цефоперазон
• Цефпрозил
• Цефатризин
• Цефадроксил

C
OCH3

O

OH

C
OCH3

O

N
N

N
N

C
OCH3

O

SC
N

C
OCH3
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C
OCH3
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C
OCH3

O

NH2

HO

тех случаях, когда растворимость АА была ниже за-

данной начальной концентрации  = 200 мМ,
процесс начинали при неполном растворении
эфира. Содержание активного фермента в реак-
ционной смеси варьировали в диапазоне CE =
= 10‒20 МЕ/мл, при этом продолжительность
процесса составляла от 60 до 220 мин. Процесс на-
чинали при рН 7.2‒7.9, установленном в исход-
ном растворе субстратов. В ходе синтеза происхо-
дило спонтанное снижение рН, связанное с обра-
зованием КК в ходе гидролиза АА и β-лактамного
продукта (см. рис. 1). После достижения макси-
мального выхода продукта при снижении рН до
6.0‒6.6 процесс заканчивали. Выбранный диа-
пазон градиента рН соответствует оптимальным
условиям функционирования и стабильности
CASA [14, 16].

Контроль процессов биокаталитического 
синтеза CFM и “химерных” соединений.

Для исследования динамики биокаталитическо-
го синтеза в пробах, отбираемых из реакционных
смесей по ходу процесса, определяли содержание
четырех компонентов: целевого β-лактамного про-

АAC°
дукта, КА, АА и КК методом ВЭЖХ в изократиче-
ском режиме. В качестве мобильной фазы исполь-
зовали смесь, состоящую из 0.05 М фосфатно-ам-
монийного буфера, рН 4.0 и метанола. Содержание
метанола в мобильной фазе и времена удержива-
ния компонентов (RT) при анализе реакционных
смесей представлены в табл. 2. Скорость потока мо-
бильной фазы – 1.0 мл/мин. Детектирование пиков
анализируемых веществ осуществляли спектрофо-
тометрически при длине волны 218 нм. Концентра-
цию CFM в реакционной смеси, полученной при
биокаталитическом синтезе, определяли по стан-
дартному образцу натриевой соли CFM (Sigma-
Aldrich). Ввиду отсутствия стандартных образцов
синтезируемых “химерных” соединений для вы-
бора условий их детекции и определения концен-
трации методом ВЭЖХ проводили предвари-
тельные пробные процессы синтеза соответ-
ствующего продукта в выбранных стандартных

условиях (  = 60 мМ,  = 200 мМ, CE =
= 10‒20 МЕ/мл) в течение 30–45 мин. Образцы
пробной реакционной смеси, отобранные через
30 мин и 45 мин проведения биокаталитического
синтеза, использовали для выбора условий ана-
лиза методом ВЭЖХ. Подбирали концентрацию

7 TMCAC −
°

АAC°
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метанола в мобильной фазе, при которой в реак-
ционной смеси через 30–45 мин процесса детекти-
руется пик, отсутствующий в исходной реакцион-
ной смеси и увеличивающийся с течением времени.
Его принимали за пик синтезируемого β-лактам-
ного “химерного” соединения. Выбранные усло-
вия детекции β-лактамных продуктов представле-
ны в табл. 2. В пробной реакционной смеси мето-
дом ВЭЖХ определяли остаточную концентрацию
7-TMCA и рассчитывали концентрацию “химер-
ного” соединения, исходя из предположения о со-
блюдении 100%-ого баланса по β-лактаму. Проб-
ную реакционную смесь использовали для постро-
ения калибровочной кривой по β-лактамному
продукту.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Было получено шесть β-лактамных продуктов,
несущих ацильный остаток соответствующего АА, а
именно, антибиотик CFM (TMCA_MA) и пять “хи-
мерных” цефалоспориновых соединений: Chimera 1
(TMCA_TzAA), Chimera 2 (TMCA_CMTAA), Chi-
mera 3 (TMCA_TAA), Chimera 4 (TMCA_PG) и
Chimera 5 (TMCA_HPG). Структура полученных
“химерных” цефалоспоринов предположена, на
основании известной специфичности фермента
CASA при синтезе цефалоспоринов-кислот [11],
механизма его действия в реакциях кинетически
контролируемого синтеза [11, 14‒16] и по аналогии
с результатами синтеза цефалоспорина-кислоты
цефамандола, полученными в данной работе с ис-
пользованием стандартного образца антибиотика.

При кинетически контролируемом синтезе
(рис. 1), помимо образования целевого β-лак-
тамного продукта путем ацилирования амино-
группы КА с помощью АА, протекают две по-
бочные ферментативные гидролитические ре-
акции – гидролиз эфирной связи АА и гидролиз
ациламидной связи β-лактамного продукта
[14–17]. В результате в системе устанавливается
кинетически-контролируемое равновесие, при
котором выход β-лактамного продукта зависит от
соотношения скоростей всех реакций [18, 19]. В
конечной реакционной смеси после отделения ге-
терогенного биокатализатора помимо целевого
β-лактамного продукта присутствуют КА, АА и КК.

При проведении экспериментов по синтезу
β-лактамов, катализируемому IECASA, осуществ-
ляли динамический контроль состава реакцион-
ных смесей методом ВЭЖХ по всем компонентам
(КА, АА, β-лактамный продукт, КК). На рис. 2‒7
представлены кривые расхода 7-ТМСА и АА, кри-
вые накопления целевого β-лактамного продукта и
КК, а также балансы по β-лактаму и по КК.

Кривые накопления β-лактамных продуктов и
КК на рис. 2‒7 представляют собой относитель-
ные концентрации (%), рассчитанные по отно-
шению к . Баланс по β-лактаму рассчитывали
как сумму относительных концентраций 7-ТМСА и
β-лактамного продукта, а баланс по КК ‒ как сумму
относительных концентраций β-лактамного про-
дукта, АА и КК.

Кривые накопления β-лактамных продуктов на
рис. 2‒7 (кривая 2) имеют плато различной протя-
женности и отражают зависимость от времени сте-
пени трансформации 7-ТМСА в целевой продукт,
то есть выхода β-лактамного продукта по отноше-
нию к КА.

Для сопоставления эффективности изучае-
мых биокаталитических процессов были выбра-
ны следующие критерии: максимальный выход
продукта синтеза и удельная начальная ско-
рость его накопления.

Максимальный выход β-лактамного продукта
(ηмакс, %) рассчитывали как средний результат по
всем точкам на плато зависимости относитель-
ной концентрации целевого продукта от времени
(рис. 2‒7, кривая 2). Этот показатель характери-
зует эффективность процесса в целом (см. рис. 1)
и определяется соотношением скоростей синте-
тазной (трансформация 1) и обеих гидролитиче-
ских реакций (трансформации 2 и 3), катализиру-
емых ферментом. На величине максимального
выхода β-лактамного продукта может негатив-
но сказываться протекание неконтролируемых по-
бочных процессов, выявляемых на основании от-
сутствия в системе баланса по β-лактаму (рис. 2‒7,
кривая 3) и/или по КК (рис. 2‒7, кривая 6) в усло-
виях полного растворения обоих субстратов. Соб-
ственно синтетазную способность IECASA в изуча-
емых процессах ацилирования 7-TMCA оценивали
в условиях, когда гидролитические процессы еще
не оказывают существенного влияния на реак-
цию образования ациламидной связи β-лактамного
продукта, а именно по удельной начальной скоро-
сти синтеза ( , мМ/мин МЕ). Этот параметр рас-
считывали как отношение начальной скорости на-
копления β-лактамного продукта, определенной по
начальному участку соответствующей кривой на-
копления (рис. 2‒7, кривая 2), отнесенной к содер-
жанию фермента в реакционной смеси. На рис. 8
представлены кривые накопления β-лактамных
продуктов для всех изученных в данной работе про-
цессов биокаталитического синтеза, катализиру-
емого IECASA. Рассчитанные на основании этих
кривых параметры, характеризующие эффектив-
ность биокаталитических процессов, представле-
ны в табл. 3. Оцениваемая по начальной удельной

ТМСАC°
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Таблица 2. Условия анализа методом ВЭЖХ реакционных смесей при биокаталитическом синтезе β-лактамных
соединений 
Table 2. Conditions for HPLC analysis of reaction mixtures in the biocatalytic synthesis of β-lactam compounds

Ожидаемый продукт синтеза Определяемый компонент 
реакционной смеси

Содержание метанола 
в мобильной фазе, % (v/v) RT, мин

CFM
(TMCA_MA)

7-TMCA
5

11.6–12.0

MA 4.5–4.7

MEMA
35

7.0–7.3

CFM 4.5–5.5

Chimera 1 (TMCA_TzAA)

TzAA
1

2.3–3.0

METzAA 11.0–11.5

7-TMCA
15

5.2–5.7

Chimera 1 8.4–10.0

Chimera 2 (TMCA_CMAA)

CMTAA

15

4.5–4.7

MECMTAA 9.0–9.5

7-TMCA 5.0–5.5

Chimera 2 16.0–16.5

Chimera 3
(TMCA_TAA)

TAA
12

9.5–9.7

7-TMCA 6.2–6.5

METAA
35

14.5–14.8

Chimera 3 7.3–7.5

Chimera 4
(TMCA_PG)

PG

11

2.8–3.2

MEPG 12.8–13.5

7-TMCA 6.7–7.0

Chimera 4 50 7.6–7.8

Chimera 5
(TMCA_HPG)

HPG

8

2.3–2.5

MEHPG 6.8–7.2

7-TMCA 8.3–8.6

Chimera 5 20.5–20.8

скорости накопления продукта синтетазная спо-
собность IECASA при ацилировании 7-ТМСА
( , мМ/мин МЕ) падает в 12 раз в ряду эфиров:
METzAA, MEMA, MEHPG, MEPG, MECMTAA,
METAA. При этом эффективность процесса биока-
талитического синтеза в целом, оцениваемая по
максимальному достигаемому выходу целевого
β-лактама (ηмакс, %), снижается в ряду ацилиру-
ющих агентов MECMTAA, METzAA, METAA,

удV °

MEPG, MEHPG, MEMA от 96 до 60%. Анализ ре-
акционных смесей не только по целевому про-
дукту, но и по КА, АА и КК с расчетом балансов
(рис. 2‒7) позволил, помимо определения пара-

метров эффективности ηмакс и , выявить осо-
бенности каждого из изученных процессов синтеза
β-лактамных продуктов, объясняющие несовпаде-
ние синтетазной способности биокатализатора

удV °
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и эффективности процесса биокаталитическо-
го синтеза в целом.

Выход CFM при его биокаталитическом синтезе
достигает лишь 60%, несмотря на высокую синте-

тазную способность IECASA при ацилировании
7-TMCA c использованием MEMA в качестве АА
(табл. 3). При этом кривая накопления CFM (рис. 2,
кривая 2 и рис. 8, кривая 1) имеет выраженный

Рис. 2. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе CFM, ка-
тализируемом IECASA, 1 – 7-ТМСА, 2 – CFM, 3 – баланс (%) по β-лактаму, 4 – МЕМА, 5 – MA, 6 – баланс (%) по
MA, CE = 10 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диапазоне рН 7.7–6.4. 
Fig. 2. Change in the composition of the reaction mixture (relative concentrations, %) from time to time during the synthesis of
CFM catalyzed by IECASA, 1 – 7-ТМСА, 2 – CFM, 3 – balance (%) for β-lactam, 4 – МЕМА, 5 – MA, 6 – balance (%) for
MA, CE = 10 U/mL, spontaneous pH gradient in the pH range 7.7–6.4.
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Рис. 3. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе Chimеra 1
TMCA_TzAA, катализируемом IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 1, 3 – баланс (%) по β-лактаму, 4 – МЕTzAA, 5 –
TzAA, 6 – баланс (%) по TzAA, CE =10 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диапазоне рН 7.9–6.5. 
Fig. 3. Change in the composition of the reaction mixture (relative concentrations, %) from time to time during the synthesis of Chi-
mera 1 TMCA_TzAA catalyzed by IECASA, 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 1, 3 – balance (%) for β-lactam, 4 – МЕTzAA, 5 –
TzAA, 6 – balance (%) for TzAA, CE = 10 U/mL, spontaneous pH gradient in the pH range 7.9–6.5.
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Рис. 4. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе Chimera 2
TMCA_CMTAA, катализируемом IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 2, 3 – баланс (%) по β-лактаму, 4 – MECMTAA,
5 – CMTAA, 6 – баланс (%) по CMTAA, CE = 20 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диапазоне рН 7.6–6.6. 
Fig. 4. Change in the composition of the reaction mixture (relative concentrations, %) from time to time during the synthesis of Chi-
mera 2 TMCA_CMTAA catalyzed by IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 2, 3 – balance (%) for β-lactam, 4 – MECMTAA,
5 – CMTAA, 6 – balance (%) for CMTAA, CE = 20 U/mL, spontaneous pH gradient in the pH range 7.6–6.6.
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Рис. 5. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе Chimera 3
TMCA_TAA, катализируемом IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 3, 3 – баланс (%) по β-лактаму, 4 – METAA, 5 – TAA,
6 – баланс (%) по TAA, CE = 20 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диапазоне рН 7.2–6.0. 
Fig. 5. Change in the composition of the reaction mixture (relative concentrations, %) from time to time during the synthesis of Chi-
mera 3 TMCA_TAA catalyzed by IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 3, 3 – balance (%) for β-lactam, 4 – METAA, 5 – TAA,
6 – balance (%) for TAA, CE = 20 U/mL, spontaneous pH gradient in the pH range 7.2–6.0.
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максимум с непродолжительным плато максималь-
ного выхода (от 30 до 40 мин процесса). Далее кон-
центрация β-лактамного продукта снижается, а
концентрация 7-TMCA увеличивается (рис. 2, кри-

вые 2 и 1), что свидетельствует о неблагоприятном
для биокаталитического ацилирования 7-TMCA
соотношении скоростей синтетазного (рис. 1,
трансформация 1) и обоих гидролитических про-

Рис. 6. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе Chimera 4
TMCA_PG, катализируемом IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 4, 3 – баланс (%) по β-лактаму, 4 – MEPG, 5 – PG,
6 – баланс (%) по PG, CE = 20 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диапазоне рН 6.8–6.2. 
Fig. 6. Change in the composition of the reaction mixture (relative concentrations, %) from time to time during the synthesis of
Chimera 4 TMCA_PG catalyzed by IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 4, 3 – balance (%) for β-lactam, 4 – MEPG, 5 – PG,
6 – balance (%) for PG, CE = 20 U/mL, spontaneous pH gradient in the pH range 6.8–6.2.
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Рис. 7. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе Chimera 5
TMCA_HPG, катализируемом IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 5, 3 – баланс (%) по β-лактаму, 4 – MEHPG, 5 –
HPG, 6 – баланс (%) по HPG, CE = 20 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диапазоне рН 7.3–6.4. 
Fig. 7. Change in the composition of the reaction mixture (relative concentrations, %) from time to time during the synthesis of Chi-
mera 5 TMCA_HPG catalyzed by IECASA. 1 – 7-ТМСА, 2 – Chimera 4, 3 – balance (%) for β-lactam, 4  – MEPG, 5 – PG, 6 –
balance (%) for PG, CE = 20 U/mL, spontaneous pH gradient in the pH range 7.3–6.4.
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цессов (рис. 1, трансформации 2 и 3). Кроме того,
на протекание процесса биокаталитического син-
теза CFM оказывает влияние низкая раствори-
мость MEMA, который полностью растворяется
лишь к 20 минуте процесса. До этого времени на
кривой расхода АА (рис. 2, кривая 4) наблюдается
плато, уровень которого соответствует раствори-
мости МЕМА в условиях процесса, то есть при
30°С в 0.3 М ФБ в присутствии 7-TMCA и образу-
ющихся CFM и MA. Растворимость MEMA, рас-
считанная по этим данным, составляет около
110 мМ, что близко к его растворимости при 30°С
в 0.3 М ФБ, определенной методом насыщения, ко-
торая составляет 130 мМ [15]. Результатом неполно-
го растворения MEMA в начале процесса являет-
ся отсутствие баланса не только по МА, но и по
β-лактаму (рис. 2, кривые 6 и 3), что свидетель-
ствует о том, что часть 7-ТМСА также выпадает в
осадок в присутствии нерастворенных кристал-
лов МЕМА. После растворения обоих субстратов
(через 20 мин протекания процесса) балансы до-

стигают 100%, то есть неконтролируемые побоч-
ные процессы в системе отсутствуют.

Продолжительные плато на кривых накопле-
ния продукта, наблюдаемые при синтезе Chimera 1,
Chimera 2 и Chimera 3 (рис. 8, кривые 2, 3 и 4) свиде-
тельствуют о том, что в этих случаях скорость реак-
ции биокаталитического синтеза продукта (рис. 1,
трансформация 1), катализируемого IECASA, пре-
обладает над скоростью его биокаталитического
гидролиза (рис. 1, трансформация 3). При этом ско-
рости гидролиза используемых АА (рис. 1, транс-
формация 2) также низки по сравнению со скоро-
стями синтеза соответствующих продуктов, что
позволяет достичь высоких выходов предполагае-
мых целевых β-лактамов (от 83 до 95%) при ис-
пользовании METAA, METzAA и MECMTAA в
качестве АА (табл. 3). При получении Chimera 1
высокая удельная начальная скорость его син-
теза обеспечивает быстрое достижение равновесия
в биокаталитическом процессе (рис. 8, кривая 2) и
высокий выход продукта. При синтезе Chimera 2 и
Chimera 3 высокие выходы продуктов достигаются

Рис. 8. Динамика накопление продуктов биокаталитического ацилирования 7-ТМСА, катализируемого IECASA, раз-
личными АА. 1 – CFM, 2 – Chimera 1 TMCA_TzAA, 3 – Chimera 2 TMCA_CMTAA, 4 – Chimera 3 TMCA_TAA, 5 –
Chimera 4 TMCA_PG, 6 – Chimera 5 TMCA_HPG, 30°C, 0,3 М ФБ, CE = 10–20 МЕ/мл, спонтанный градиент рН,

 = 60 мМ, X° = 3.3 M/M.
Fig. 8. Dynamics of accumulation of the product of biocatalytic acylation of 7-TMCA, catalyzed by IECASA, various АА. 1 –
CFM, 2 – Chimera 1 TMCA_TzAA, 3 – Chimera 2 TMCA_CMTAA, 4 – Chimera 3 TMCA_TAA, 5 – Chimera 4 TMCA_PG,
6 – Chimera 5 TMCA_HPG, 30°C, 0.3 M PB, CE = 10–20 U/mL, spontaneous pH gradient,  = 60 мМ, X° = 3.3 M/M.
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несмотря на низкие значениями параметра 
(табл. 3) за счет очень низкой скорости гидролити-
ческих реакций относительно скорости собственно
синтеза, но для достижения состояния равновесия
требуется длительное время (рис. 8, кривые 3 и 4).

При синтезе Chimera 1 наблюдается баланс как
по β-лактаму, так и по TzAA на протяжении всего
процесса (рис. 3, кривые 3 и 6), что свидетельствует
об отсутствии неконтролируемых побочных реак-
ций при ацилировании 7-TMCA метиловым эфи-
ром TzAA.

На процессы биокаталитического синтеза Chi-
mera 2 и Chimera 3 влияет низкая растворимость
МЕСМТАА и METAA, о чем свидетельствуют кри-
вые расхода соответствующих АА (рис. 4 и 5, кри-
вые 4) и отсутствие баланса по КК в начале про-
цессов синтеза (рис. 4 и 5, кривые 6). Заметим,
что присутствие в реакционной смеси в начале про-
цессов не полностью растворенных МЕСМТАА
или METAA, являющихся жидкостями, а не кри-
сталлическими веществами, на балансе по β-лак-
таму практически не сказывается (рис. 4 и 5, кри-
вые 3). Наличие балансов по КК после полного рас-
творения АА, а также по β-лактаму в течение всего
процесса при синтезе Chimera 2 и Chimera 3 позво-
ляют сделать вывод об отсутствии неконтроли-
руемых побочных процессов при ацилировании
7-TMCA метиловыми эфирами СМТАА и TAA.

Процессы биокаталитического ацилирования
7-TMCA метиловыми эфирами аминокислот PG
и HPG ведут к получению “химерных” соедине-
ний Chimera 4 и Chimera 5, относящихся к классу
аминоцефалоспоринов, в отличие от рассмотрен-
ных выше процессов синтеза β-лактамов, относя-
щихся к классу цефалоспоринов-кислот [11].
Удельная начальная скорость синтетазных реакций
ацилилирования 7-TMCA метиловыми эфирами
PG и HPG, катализируемых IECASA, достаточно
высока (табл. 3), однако, процессы синтеза Chimera
4 и Chimera 5 осложнены протеканием побочных
реакций, о чем свидетельствует падение балансов
по β-лактаму по ходу процессов (рис. 6 и 7, кри-
вая 3). При этом методом ВЭЖХ в реакционных
смесях детектируются побочные продукты: по
крайней мере, один в случае синтеза Chimera 4 и,
по крайней мере, два в случае синтеза Chimera 5
(табл. 3), Кроме того, начальная стадия процесса
синтеза Chimera 5 осложнена низкой растворимо-
стью MEHPG (рис. 7). Таким образом, наличие вы-
раженного максимума на кривых накопления про-
дукта при синтезе Chimera 4 и Chimera 5 (рис. 8,
кривые 5 и 6) является следствием не только отно-
сительно интенсивного биокаталитического гидро-
лиза ациламидной связи в этих продуктах, но так-

удV ° же и протекания побочных неконтролируемых про-
цессов, снижающих степень трансформации КА в
целевой продукт до 70‒75% (табл. 3).

Таким образом, продемонстрирована возмож-
ность получения “химерных” цефалоспоринов
в мягких стандартных условиях в водной среде
с использованием в качестве биокатализатора
IECASA. Высокая эффективность использова-
ния этого иммобилизованного фермента в про-
цессах ацилирования 7-ТМСА метиловыми эфира-
ми TzAA и CMTAA является следствием низкой
скорости реакций ферментативного гидролиза
ацилирующего агента и β-лактамного продукта от-
носительно скорости собственно синтеза соот-
ветствующих “химерных” цефалоспоринов-кис-
лот, а также отсутствия неконтролируемых по-
бочных процессов.

Справедливость предположения о структуре по-
лученных “химерных” продуктов, основанного на
известной специфичности и схеме действия CASA
[11, 14‒16], а также на аналогии с результатами
синтеза цефамандола, полученными в данной ра-
боте с использованием стандартного образца ан-
тибиотика, подтверждается наличием баланса по
остаткам соответствующих карбоновых кислот при
биокаталитическом синтезе всех полученных цефа-
лоспоринов. Биокаталитическое ацилирование
7-TMCA методом ацильного переноса, приводя-
щее к получению “химерных” цефалоспоринов-
кислот, протекает без образования детектируемых
побочных продуктов. Получаемые реакционные
смеси потенциально пригодны для изучения ан-
тимикробной активности синтезированных β-лак-
тамных продуктов без их выделения, поскольку эти
смеси представляют собой водные растворы, со-
держащие синтезированный продукт в концентра-
ции более 12000 мкг/мл, что на 2‒4 порядка превос-
ходит концентрации цефалоспориновых антибио-
тиков, используемые для определения in vitro их
активности в отношении грамм-положительных
и грамм-отрицательных микроорганизмов [20].

В ходе дальнейшей работы для тех “химерных”
соединений, которые покажут высокую антимик-
робную активность и/или необычный спектр
действия при исследовании реакционных смесей,
полученных биокаталитическим синтезом, будут
разработаны методы выделения и очистки инди-
видуальных соединений и проведено исследова-
ние их структуры принятыми в органической хи-
мии инструментальными методами.
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Biocatalytic Synthesis of New Cephalosporins Using 

Immobilized Cephalosporin-Acid Synthetase

A. V. Sklyarenkoa, I. А. Groshkovaa, #, N. A. Gorbunova, and S. V. Yarotskya

aKurchatov Institute National Research Center, Moscow, 123182 Russia
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Abstract—Acylation of 1-methyl-5-mercapto-1,2,3,4-tetrazolyl-7-aminocephalosporanic acid, which is the
β-lactam nucleus of antibiotics such as Cefamandole, Cefazaflur, Cefotetan and Cefoperazone, have been
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carried out using immobilized cephalosporin-acid synthetase as a biocatalyst. Methyl esters of D-mandelic acid,
1(H)-tetrazolylacetic acid, cyanomethylthioacetic acid, thienylacetic acid, D-phenylglycine and D-p-hydroxy-
phenylglycine were used as acylating agents. Cefamandole and six chimeric compounds composed of the C3-mod-
ified β-lactam nucleus and the acyl parts of various known antibiotics were obtained by the method of kinet-
ically controlled synthesis. Potentially, it is possible to test the antimicrobial activity of the synthesized new
chimeric cephalosporins under mild conditions without isolation, directly in aqueous medium of reaction
mixtures after biocatalytic synthesis. The high efficiency of cephalosporin-acid synthetase in the acylation of
1-methyl-5-mercapto-1,2,3,4-tetrazolyl-7-aminocephalosporanic acid with methyl esters of 1(H)-tetrazoly-
lacetic acid and cyanomethylthioacetic acid was demonstrated.

Keywords: β-lactam antibiotics, biocatalytic synthesis, kinetically-controlled synthesis, acyl transfer synthe-
sis, cephalosporin-acid synthetase, chimeric cephalosporins
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