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Сопоставлены по эффективности оптимизированные процессы ацилирования 7-аминоцефалоспо-
рановой кислоты (7-ACA) и ее С3 производных 7-амино-3-[2-метил-1,3,4-тиадиазол-5-ил)-тиоме-
тил]-3-цефем-4-карбоновой кислоты (TDA) и 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразолил-7-аминоцефало-
спорановой кислоты (7-TMCA) метиловыми эфирами 1(Н)-теразолилуксусной и D-манделовой кислот
(METzAA и MEMA), катализируемого иммобилизованной синтетазой цефалоспоринов-кислот
(IECASA). Эти процессы являются биокаталитическими стадиями двух различных химико-биоката-
литических путей синтеза цефазолина (CEZ) и цефамандола (CFM). Биокаталитическое ацилиро-
вание 7-ACA с образованием полупродуктов синтеза антибиотиков протекают более эффективно,
чем ацилирование соответствующих С3 производных 7-ACA с образованием CEZ и CFM, как по до-
стигаемому выходу продукта, так и по возможности получения его высокой концентрации в реак-
ционной смеси. При этом синтетазная способность IECASA наиболее высока в процессе ацилиро-
вания 7-ACA с помощью METzAA. Показано, что химико-биокаталитический синтез CEZ и CFM
путем прямого биокаталитического ацилирования 7-ACA с последующей химической модифика-
цией полупродуктов по С3 положению β-лактамного ядра является перспективной заменой тради-
ционного пути, использующего биокаталитическое ацилирование производных 7-ACA с замещен-
ной 3-ацетокси группой.
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Насущной задачей биотехнологии является
разработка и внедрение биокаталитических тех-
нологий получения цефалоспоринов взамен эко-
логически опасных и энергозатратных методов
традиционного химического синтеза [1, 2]. Клю-
чевым β-лактамным полупродуктом для произ-
водства большинства полусинтетических цефало-

спориновых антибиотиков является 7-аминоцефа-
лоспорановая кислота (7-ACA), производимая в
промышленных масштабах по современным био-
каталитическим технологиям [3, 4]. Введение раз-
личных заместителей в С3 и С7 положение β-лак-
тамного ядра 7-ACA позволяет получать полусинте-
тические цефалоспорины, варьируя их активность,
спектр действия и устойчивость к действию β-лак-
тамаз [4]. Несмотря на значительные успехи гене-
тической инженерии в области целенаправленного
изменения специфичности ферментов, в настоя-
щее время невозможен полный отказ от традицион-
ных химических трансформаций при модификации
7-ACA в пользу процессов, катализируемых фер-
ментами (биокаталитических процессов) [5].

На рис. 1 представлена схема двух возможных
химико-биокаталитических путей получения полу-
синтетического цефалоспорина, различающихся
последовательностью осуществления химической
модификации 7-ACA по С3-положению β-лактам-

Список сокращений: 7-ACA – 7-аминоцефалоспорановая
кислота; TDA – 7-амино-3-[2-метил-(1,3,4-тиадиазол-5-ил)-
тиометил]-3-цефем-4-карбоновая кислота; 7-ТМСА – 1-ме-
тил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразолил-7-аминоцефалоспора-
новая кислота; CASA – синтетаза цефалоспоринов-кислот
(Cephalosporin-acid synthetase); CEZ – цефазолин; CFM –
цефамандол; IECASA – иммобилизованная синтетаза це-
фалоспоринов-кислот; METzAA – метиловый эфир 1(H)-
тетразолилуксусной кислоты; MEМА – метиловый эфир
D-манделовой кислоты; TzAA – 1(H)-тетразолилуксусная
кислота; MA – манделовая кислота; АА – ацилирующий
агент; БК – биокатализатор; КА – ключевая аминокисло-
та; КК – карбоновая кислота; ПА – пенициллинацилаза;
ФБ – фосфатный буфер; ЭГ – этиленгликоль.
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ного ядра (трансформации 1 и 4) и биокаталити-
ческого ацилирования свободной аминогруппы
7-ACA подходящим ацилирующим агентом (АА)
для введения заместителя в С7 положение (транс-
формации 2 и 3). Традиционный химико-биока-
талитический подход к синтезу цефалоспоринов
основан на использовании пути, включающего
трансформации 1 и 2.

Целью настоящей работы является сопостав-
ление эффективности трансформаций 2 и 3, осу-
ществляемых методом кинетически-контролиру-

емого синтеза [6–8], при получении двух цефало-
спориновых антибиотиков – цефазолина (CEZ) и
цефамандола (CFM) (см. табл. 1), а также оценка
перспективности каждого из химико-биокатали-
тических путей (рис. 1) для разработки техноло-
гий получения этих антибиотиков с использова-
нием в качестве биокатализатора (БК) иммоби-
лизованной синтетазы цефалоспоринов-кислот
(CASA, КФ 3.5.1.11) [6, 7, 9], продуцируемой ре-
комбинантным штаммом Escherichia coli (E. coli)
ВКПМ В-12316.

Рис. 1. Химико-биокаталитические пути синтеза цефалоспориновых антибиотиков из 7-ACA [13, 14] 1 – химический
синтез КА из 7-ACA, 2 – биокаталитический синтез цефалоспоринового антибиотика из КА, 3 – биокаталитический
синтез полупродукта из 7-ACA, 4 – химический синтез антибиотика из полупродукта. R1 и R2 для CEZ и CFM см. табл. 1. 
Fig. 1. Chemical-biocatalytic pathways for synthesis of cephalosporanic antibiotics from 7-ACA [13, 14] 1 – chemical synthesis
of КА from 7-ACA, 2 – biocatalytic synthesis of cephalosporin antibiotic from KA, 3 – biocatalytic synthesis of semi-product
from 7-ACA, 4 – chemical synthesis of antibiotic from semi-product. R1 and R2 for CEZ and CFM see Table 1.
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В работе использованы коммерческие образ-
цы: 7-ACA (97%)1, Anhui BBCA Pharmaceutical,
Китай, TDA (98%), Pinguan Sihuan Pharmaceutical
Co., Ltd., (Китай), 7-ТМСА (96.5%), Shandong Si-
huan Pharmaceutical Co., Ltd., (Китай), натрие-
вые соли CEZ (98.0%) и CFM (99.0%), Sigma-
Aldrich, (США), METzAA (98.0%) и МЕМА
(99.0%), Sigma-Aldrich, D-манделовая кислота
(MA) (99.0%) и 1(H)-тетразолилуксусная кислота
(TzAA) (99.9%), Sigma-Aldrich. Лабораторные об-
разцы стандартов полупродуктов синтеза цефазо-
лина (S-p CEZ) (94.8%) и цефамандола (S-p
CFM) (97.0%) любезно предоставлены Сычуань-
ским индустриальным институтом антибиотиков
(Китай).

Биокатализатор для процессов синтеза цефа-
лоспоринов получали путем иммобилизации CASA
из рекомбинантного штамма E. сoli ВКПМ В-12316
на эпокси-активированном макропористом ак-
рилатном носителе Seplite LX-1000EP (Sunresin
New Materials, Китай), согласно описанному ра-
нее методу [10]. Стандартную синтетазную ак-
тивность образцов иммобилизованного фер-
мента (IECASA) определяли по начальной скоро-
сти реакции синтеза CEZ [10] из TDA и METzAA.
Для экспериментов по синтезу цефалоспоринов
использовали образцы IECASA со стандартной
синтетазной активностью от 300 до 420 МЕ/г влаж-
ного биокатализатора при содержании в нем су-
хих веществ 32–37%.

1 В скобках приведена чистота используемых препаратов,
определенная методом ВЭЖХ.

За единицу синтетазной активности (1 МЕ)
принимали количество биокатализатора, которое
обеспечивает образование 1 мкмоля CEZ в мину-
ту при его синтезе в растворе, содержащем 60 мМ
TDA и 240 мМ МETzAA при рН 7.5 и 30°С.

Проведение процессов 
биокаталитического синтеза цефалоспоринов
Биокаталитические трансформации осуществ-

ляли методом кинетически-контролируемого син-
теза, называемого также синтезом с ацильным пе-
реносом. При этом свободную С7 аминогруппу КА,
содержащую радикал R2 в положении С3 β-лакта-
ма, ацилируют АА, в качестве которого чаще все-
го выступает эфир карбоновой кислоты (КК), не-
сущий радикал R1 [7, 8]. Помимо целевого фермен-
тативного процесса синтеза β-лактамного продукта
в системе протекают две побочные гидролитиче-
ские ферментативные реакции: гидролиз ацила-
мидной связи β-лактамного продукта и гидролиз
эфирной связи АА с образованием соответствую-
щей КК. В результате баланса скоростей этих трех
процессов в системе устанавливается кинетиче-
ски-контролируемое равновесие, определяющее
максимальный достигаемый выход целевого це-
фалоспорина [11, 12].

Для проведения биокаталитических процессов
использовали стеклянный реактор вместимостью
75 мл, оборудованный механической мешалкой и
снабженный системами поддержания температу-
ры и рН. Динамику биокаталитического синтеза в
пробах, отбираемых из реакционных смесей, изу-
чали методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ) с использованием хро-
матографа фирмы Gilson (США) и хроматогра-
фической колонки Spherisorb ODS, 250 × 4 мм с

Таблица 1. Сопоставляемые биокаталитические трансформации 2 и 3 (согласно схеме на рис. 1) 
Table 1. Comparing biocatalytic transformations 2 and 3 (see scheme, picture 1)

Продукт R1 R2 Ключевая аминокислота (КА) Ацилирующий агент (АА)

Цефазолин
7-амино-3-[2-метил-(1,3,4-тиади-
азол-5-ил)-тиометил]-3-цефем-4-
карбоновая кислота (TDA)

Метиловый эфир 1(H)-
тетразолилуксусной кис-
лоты

Полупродукт 
S-p CEZ 7-ACA METzAA

Цефамандол
1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тет-
разолил-7-аминоцефалоспорано-
вая кислота

Метиловый эфир D-ман-
деловой кислоты
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диаметром частиц 7.5 мкм. Содержание целевого
цефалоспоринового продукта, КА, АА и КК
определяли при проведении анализа в изократи-
ческом режиме с мобильной фазой, состоящей из
0.05 М фосфатно-аммонийного буфера, рН 4.0,
содержащего метанол.

Все процессы синтеза β-лактамов проводили
при 30°С в 0.3 М фосфатно-натриевом буфере (ФБ)
с добавлением или без добавления этиленгликоля
(ЭГ). Методики биокаталитического синтеза це-
фалоспоринов, катализируемого IECASA, и кон-
троля каждого из процессов описаны ранее: син-
тез CEZ из TDA и METzAA [10], синтез S-p CEZ
из 7-ACA и METzAA [13], синтез CFM и S-p CFM
из 7-TMCA и 7-ACA с использованием в качестве
ацилирующего агента MEMA [14].

Степень трансформации КА в целевой продукт
( , %), рассчитывали на основании анализа кри-
вых накопления цефалоспоринов по формуле:

(1)

где:

 – текущая концентрация продукта, мМ;

 – начальная концентрация КА, мМ.
Максимальный достигаемый выход цефалоспо-

рина от КА ( , %), а также удельную начальную
скорость его накопления ( , мМ/мин МЕ)
определяли для экспериментов, проведенных

при  = 150 мМ [15]. Величину  рассчитыва-
ли по начальному линейному участку кривой на-
копления β-лактамного продукта как отношение
начальной скорости его образования к концентра-
ции фермента в реакционной смеси ( , МЕ/мл).
Величину  рассчитывали как среднее значение

 на плато, где степень трансформации КА в це-
левой продукт достигает максимального значе-
ния. Максимальную достигаемую концентрацию
целевого продукта в конечной реакционной сме-
си ( , мМ) рассчитывали из соотношения:

(2)

Изучение операционной стабильности IECASA
Динамику инактивации IECASA изучали при

проведении серии последовательных циклов био-
каталитического синтеза S-p CEZ с использова-
нием одного и того же образца БК.

Циклы синтеза S-p CEZ путем биокаталитиче-
ского ацилирования ключевой аминокислоты
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7-ACA ацилирующим агентом METzAA осуществ-
ляли в стеклянном термостатируемом реакторе
вместимостью 50 мл, оборудованном фильтру-
ющим дном, механической мешалкой и системой
вакуумной фильтрации, а также системами кон-
троля и поддержания рН и температуры. Для ис-
пытаний использовали образец IECASA с исход-
ной активностью  960 МЕ/г сух. и содержа-
нии в нем сухих веществ 30%. В реактор помещали
1.1 г влажного БК, что в первом цикле синтеза обес-
печивало концентрацию активного фермента в ре-
акционной смеси  = 9 МЕ/мл, при которой
максимальный выход S-p CEZ от КА ( , %)
достигался за 35 мин.

Синтез S-p CEZ проводили в следующих усло-
виях: 30°С, 0.3М ФБ, объем реакционной смеси

 = 35 мл, исходная концентрация 7-ACA  =

= 180 мМ, исходная концентрация METzAA  =
= 540 мМ, то есть при трехкратном мольном из-
бытке АА над КА (  = 3.0 М/М).

Раствор КА готовили перед проведением каж-
дого цикла синтеза. Для этого при 30°С аликвоту
7-ACA (6.3 ммоля) растворяли в 27 мл 0.3 М ФБ
рН 8.3 при постепенном добавлении 2 М раствора
гидроксида натрия до рН 7.0. В реактор, содержа-
щий БК, вносили аликвоту METzAA (18.9 ммоля)
и добавляли раствор КА, начиная тем самым про-
цесс синтеза. Синтез S-p CEZ проводили при по-
стоянном умеренном перемешивании реакцион-
ной смеси при 30°С в спонтанно устанавливаю-
щемся градиенте рН от исходного значения рН 7.0
до рН 6.0 с последующим поддержанием рН 6.0 до-
бавлением 2 М раствора гидроксида натрия. Про-
должительность реакции постепенно увеличивали
с 35 до 45 мин, с тем, чтобы выход S-p CEZ не
снижался из-за постепенной инактивации IECA-
SA. Синтез S-p CEZ останавливали, удаляя ко-
нечную реакционную смесь из реактора под ваку-
умом, промывали БК 3.5 мл 0.3 М ФБ, рН 7.0 и
объединяли фильтрат и промывные воды. В реак-
торе проводили следующий цикл синтеза S-p CEZ с
тем же образцом БК.

В объединенном фильтрате методом ВЭЖХ в
изократическом режиме определяли концентра-
цию S-p CEZ и рассчитывали выход продукта
синтеза относительно 7-ACA. Для анализа ис-
пользовали ту же хроматографическую систему,
что и для анализа проб при изучении динамики
биокаталитического синтеза цефалоспоринов
[13]. Время удерживания S-p CEZ – 7–8 мин.

Через каждые 4–8 циклов из реактора отбирали
пробу промытого БК для определения его остаточ-
ной активности: , МЕ/г сух. Рассчитывали от-
носительную остаточную активность после про-
ведения N циклов синтеза ( , %):

° =БКA

ЕС
ηмакс

р.смV °
КАС

°
AАС

°Х

БК
NA

отн
NA
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(3)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биокаталитические трансформации с исполь-
зованием IECASA осуществляли методом кинети-
чески-контролируемого синтеза, называемого так-
же синтезом с ацильным переносом. При этом сво-
бодную С7 аминогруппу КА, содержащую радикал
R2 в положении С3 β-лактама, ацилируют АА, в
качестве которого выступает эфир карбоновой
кислоты (КК), несущий радикал R1 [7, 8]. Поми-
мо целевого ферментативного синтеза β-лактам-
ного продукта в системе протекают две побочные
гидролитические ферментативные реакции: гид-
ролиз ациламидной связи β-лактамного продукта
и гидролиз эфирной связи АА с образованием со-
ответствующей КК. В результате баланса скоро-
стей этих трех процессов в системе устанавлива-
ется кинетически-контролируемое равновесие,
определяющее максимальный достигаемый вы-
ход целевого цефалоспорина [11, 12].

Процессы биокаталитического синтеза CEZ,
S-p CEZ, CFM и S-p CFM сопоставляли по следу-
ющим критериям: максимальный выход β-лак-
тамного продукта от КА (ηмакс, %), удельная на-
чальная скорость его накопления, определенная

при = 150 мМ ( , мМ/мин · МЕ), и макси-
мальная концентрация целевого продукта, достига-
емая в конечной реакционной смеси ( , мМ).
ηмакс характеризует эффективность биокаталити-
ческого процесса в целом и зависит от соотноше-
ния скоростей реакций, катализируемых фермен-
том: синтетазной и обеих гидролитических. В сопо-
ставляемых процессах синтеза цефалоспоринов 
характеризует собственно синтетазную способ-
ность IECASA, поскольку определяется по удель-
ной начальной скорости синтеза, то есть в усло-
виях, когда гидролитические процессы еще не
оказывают существенного влияния на реакцию
образования ациламидной связи β-лактамного
продукта.  характеризует получаемую при
биокаталитической трансформации конечную
реакционную смесь с точки зрения ее пригодно-
сти для разработки процессов дальнейшей транс-
формации продукта или его выделения.

Сопоставление процессов биокаталитического 
синтеза CEZ, S-p CEZ, CFM и S-p CFM 

в стандартных условиях

На рис. 2а приведены кривые накопления CEZ,
S-p CEZ, CFM и S-p CFM в процессах их биока-
талитического синтеза, в одинаковых стандарт-

= ×
°
БК

отн
БК

100.
N

N AA
A

°
КАС о

удV

максС

о
удV

максС

ных условиях, выбранных на основании изучения
температурных и рН-зависимостей активности и

стабильности IECASA [10]: 30°C, 0,3 М ФБ,  =
= 150 мМ,  = 3.0 М/М, спонтанный градиент
рН (снижение рН от значения в исходном раство-
ре субстратов до рН 6.0 с поддержанием этого
значения до конца процесса). Рассчитанные на
основании результатов этих экспериментов кри-
терии эффективности процессов синтеза цефало-
споринов, проведенных в стандартных условиях,
представлены в табл. 2 (№ 1, 3, 5 и 7).

В стандартных условиях синтетазная способ-
ность IECASA ( ) при ацилировании 7-ACA и
7-TMCA метиловым эфиром МА различается не-
значительно: 0.31 и 0.20 мМ/мин ⋅ МЕ, соответ-
ственно, однако выход продукта при синтезе S-p
CFM существенно выше, чем CFM: 81 и 57%, со-
ответственно, (рис. 2а, кривые 4 и 3; табл. 2, № 7
и 5). Это свидетельствует о более высокой скоро-
сти гидролиза MEMA по сравнению со скоростью
ацилирования им обеих КА, а также о значитель-
ной скорости гидролиза конечных продуктов,
особенно CFM.

Ранее было показано, что IECASA демонстри-
рует более высокую специфичность к остатку TzAA
по сравнению с остатком МА при ацилировании
7-TMCA соответствующими метиловыми эфира-
ми (METzAA и MEMA) [15]. Кроме того, удель-
ная начальная скорость ацилирования 7-ACA
вдвое выше, чем ацилирования TDA:  = 1.9 и
1.0 мМ/мин ⋅ МЕ соответственно. Максимальные
достигаемые выходы синтеза S-p CEZ и CEZ со-
ставляют 96 и 87%, соответственно, (табл. 2, № 3
и 1), что значительно превышает эффективность
синтеза S-p CFM и CFM. Более высокая эффек-
тивность процессов биокаталитического ацили-
рования с использованием в качестве ацилирую-
щего агента METzAA по сравнению с использова-
нием MEMA в стандартных условиях наглядно
продемонстрирована на рис. 2а.

Отметим, что в стандартных условиях при ис-
пользовании как METzAA, так и MEMA в качестве
АА, биокаталитическое ацилирование 7-ACA осу-
ществляется эффективнее по всем параметрам,
чем ацилирование ее С3 производных (TDA и
7-TMCA). Известно, что кинетически-контроли-
руемый синтез β-лактамов протекает через обра-
зование ацилферментного комплекса и промежу-
точного комплекса ацилфермента с нуклеофи-
лом, в качестве которого выступает КА [7, 8]. В
рамках такой кинетической схемы наблюдаемые
различия эффективности синтеза, катализируе-
мого CASA, могут являться следствием более вы-
сокой нуклеофильности аминогруппы КА и/или
более выгодной стерической конфигурации про-
межуточного комплекса ацилфермента с нуклео-
филом в случае наличия в С3 положении β-лакта-

°
КАС

°Х

°удV

°удV
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Рис. 2. Кривые накопления β-лактамных продуктов биокаталитического синтеза, катализируемого IECASA (а) – в

стандартных условиях (  = 150 мМ,  = 3.0 М/М): 1 – CEZ, 2 – S-p CEZ, 3 – CFM, 4 – S-p CFM. (b) – в оптими-

зированных для каждого процесса условиях: 1 – CEZ (  = 200 мМ,  = 3.4 М/М), 2 – S-p CEZ (  = 225 мМ,

= 3.0 М/М), 3 – CFM (  = 120 мМ,  = 3.3 М/М), 4 – S-p CFM (  = 170 мМ,  = 3.3 М/М). Условия см.
табл. 2. 
Fig. 2. Curves of accumulation of β-lactam products of biocatalytic synthesis catalyzed by IECASA (a) – under standard condi-

tions (  = 150 мМ,  = 3.0 М/М): 1 – CEZ, 2 – S-p CEZ, 3 – CFM, 4 – S-p CFM. (b) – under conditions optimized for

each process: 1 – CEZ (  = 200 мМ,  = 3.4 М/М), 2 – S-p CEZ (  = 225 мМ,  = 3.0 М/М), 3 – CFM (  =

120 мМ,  = 3.3 М/М), 4 – S-p CFM (  = 170 мМ,  = 3.3 М/М).
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ма ацильной группы, вместо гетероциклических
заместителей.

Сопоставление процессов биокаталитичекого 
синтеза CEZ, S-p CEZ, CFM и S-p CFM 

в оптимизированных условиях

Оптимизация процессов получения CFM и S-p
CFM была направлена, в первую очередь, на сни-
жение скорости протекающих при их кинетиче-
ски-контролируемом синтезе гидролитических
процессов. Для этого вместо водной была ис-
пользована водно-органическая среда, содер-
жащая 43% (об./об.) ЭГ [14]. Известно, что этот
двухатомный спирт снижает активность воды,
тем самым замедляя процессы гидролиза ацили-
рующего агента и целевого цефалоспорина. Син-
тез последнего в присутствии ЭГ тоже тормозит-
ся, но в меньшей степени, чем гидролитические ре-
акции [8]. Соотношение гидролитических и
синтетазного процессов, при кинетически-кон-
тролируемом синтезе цефалоспорина, оценивали
изучая динамику изменения мольного избытка
АА над КА ( , М/М), определяющего скорость
биокаталитического процесса в текущий момент.
На рис. 3 показана динамика изменения  при
ацилировании 7-ACA метиловым эфиром МА в
водной (кривая 1) и водно-органической среде
(кривая 2), а также соответствующие кривые на-
копления S-p CFM (кривые 3 и 4). В начале био-
каталитического процесса  возрастает из-за
быстрого расходования КА на синтез продукта.
Выход кривой на плато свидетельствует об уста-
новлении динамического равновесия между сни-
зившимся расходом КА и расходом АА, происхо-
дящим за счет процессов гидролиза АА и продукта.
При этом достигается максимальный выход S-p
CFM (ηмакс, %), величина которого определяется
достигнутым уровнем , зависящим, в свою оче-
редь, от соотношения скоростей синтетазной и
гидролитических реакций. В водной среде при

 = 150 мМ, = 3,0 М/М зависимость  от
времени имеет плато в диапазоне от 35 до 75 мин
с уровнем  около 4 М/М (рис. 3, кривая 1), а
ηмакс достигает величины 81% (рис. 3, кривая 3). В
тех же условиях в среде, содержащей 43% (об./об.)
ЭГ плато на зависимости  от времени достига-
ется к 60 мин процесса, при уровне около 12 М/М
(рис. 3, кривая 2), а ηмакс за то же время выходит на
плато, достигнув величины 88% (рис. 3, кривая 4).

Оптимизация всех обсуждаемых в данной ра-
боте биокаталитических процессов, катализируе-
мых IECASA, была направлена на обеспечение
высокого выхода целевого продукта (ηмакс, %) и
достижение высокой концентрации продукта в

τХ

τХ

τХ

τХ

°
КАС °Х τХ

τХ

τХ

конечной реакционной смеси ( , мМ), в част-
ности за счет использования максимально допу-
стимой начальной концентрации КА ( , мМ).

Максимально возможное значение  (при
 = 3.0–3.5 М/М) и рН-профиль осуществле-

ния процесса выбирали на основании изученной
рН-зависимости растворимости субстратов в
условиях биокаталитического синтеза CEZ,
S-p CEZ, CFM и S-p CFM [10, 13, 14], оптимального
для функционирования IECASA диапазона
рН 7.0–6.0 [10]. Кроме того, учитывали самопро-
извольное снижение рН за счет накопления КК,
являющейся продуктом гидролитических про-
цессов [6, 8]. Это может приводить к выпадению в
осадок непрореагировавшей КА, так как ее раство-
римость резко снижается при переходе из области
щелочных значений рН к нейтральным [13, 14].

Разработанный способ синтеза CEZ в ступен-
чатом градиенте рН [10] (растворение КА при
рН 8.3, а затем спонтанное снижение рН в реак-
ционной смеси, включающее его поддержанием
на двух уровнях рН 6.8 и рН 6.0), исключил выпа-
дение в осадок непрореагировавшей TDA по мере
протекания биокаталитического синтеза и позво-

лил использовать  вплоть до 200 мМ при  =
= 3.1–3.5 М/М [10, 13]. Растворимость 7-ACA в
водной среде значительно выше, чем TDA [13],
поэтому при ее ацилировании с помощью MET-

zAA при синтезе S-p CEZ увеличение  вплоть
до 275 мМ при  = 3.0 М/М не приводило к вы-
падению КА в процессе синтеза несмотря на
спонтанно устанавливающийся градиент рН от
исходного значения рН 7.0 до рН 6.0. Это значе-
ние рН 6.0 поддерживали до конца процесса [13].

Растворимость 7-ACA в водно-органической
среде, содержащей 43% (об./об.) ЭГ, выше, чем в
водной среде. Однако при синтезе S-p CFM в вод-
но-органической среде при таком же спонтанном
градиенте рН допустимый диапазон исходных
концентраций субстратов ограничен сверху из-за
относительно низкой растворимости ацилирую-
щего агента MEMA. В связи с этим в оптимизи-
рованном процессе синтеза S-p CFM использова-

ли  не более 170 мМ при  = 3.3 М/М, начи-
ная ацилирование 7-ACA при рН 8 в присутствии
осадка MEMA, который растворялся при расхо-
довании АА по ходу процесса [14].

Растворимость 7-TMCA в среде, содержащей
43% (об./об.) ЭГ, низка, поэтому оптимизиро-
ванный процесс синтеза CFM осуществляли при

 не более 120 мМ при  = 3.3 М/М в спонтан-
ном градиенте рН, начиная от рН 8.0 [14].

На рис. 4 сопоставлены зависимости эффек-
тивности синтеза CEZ [10, 13], S-p CEZ [13], CFM
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и S-p CFM [14] (по критерию ηмакс, %) от  в усло-
виях, выбранных в качестве оптимальных для каж-

дого из процессов. Зависимости ηмакс vs  имеют
вид кривых с насыщением, что позволяет опреде-
лить диапазон начальных концентраций КА,
обеспечивающих максимальный выход цефало-
спорина (см. табл. 2). Рисунок 5 демонстрирует
зависимость максимальной достигаемой концен-
трации целевого продукта в конечной реакцион-

ной смеси ( , мМ) от , мМ.

При ацилировании TDA с помощью METzAA
в оптимизированных условиях стабильный высо-
кий выход CEZ ηмакс = 93.5 ± 1.5% (среднее значе-

ние на плато) был достигнут в диапазоне  =
= 150–200 мМ (рис. 4, кривая 1), а в конечной ре-
акционной смеси получена концентрация про-

дукта  от 140 до 190 мМ в зависимости от 

(рис. 5, кривая 1). Зависимость ηмакс от  для про-
цесса ацилирования 7-ACA с помощью METzAA,
осуществляемого в оптимизированных условиях,

°
КАС

°
КАС

максС °
КАС

°
КАС

максС °
КАС

°
КАС

выходит на плато, длящееся в диапазоне  от
120 до 275 мМ (рис. 4, кривая 2). При этом был до-
стигнут ηмакс = 96.5 ± 1.5% (среднее значение на
плато), а в конечной реакционной смеси получе-
на концентрация продукта  от 115 до 270 мМ

при  в интервале 120–280 (рис. 5, кривая 2).

Процессы биокаталитического синтеза CFM и
S-p CFM в оптимизированных условиях протека-
ют менее эффективно, чем синтез CEZ и S-p CEZ.
При ацилировании 7-TMCA с помощью MEMA в

узком диапазоне  от 100 до 120 мМ (рис. 4, кри-
вая 3) был достигнут выход ηмакс = 80.8 ± 1.9%
(среднее значение на плато) при концентрации
продукта в конечной реакционной смеси  от
80 до 100 мМ (рис. 5, кривая 3). Ацилирование
7-ACA с помощью MEMA протекает эффектив-

нее, чем ацилирование 7-TMCA: в диапазоне 
от 140 до 170 мМ (рис. 4, кривая 4) выход состав-
ляет ηмакс = 88.6 ± 2.0% (среднее значение на пла-
то) при концентрации продукта в конечной реак-

°
КАС

максС
°
КАС

°
КАС

максС

°
КАС

Рис. 3. Влияние текущего мольного избытка АА над КА на динамику процесса синтеза S-p CFM 1 и 2 – Зависимость

текущего мольного избытка АА над КА ( , М/М) от времени. 3 и 4 – Кривые накопления продукта S-p CFM. Усло-

вия: 30°С, 0,3 М ФБ, = 150 мМ,  = 3 М/М. 1 и 3 –  = 0%, 2 и 4 –  = 43%. 
Fig. 3. Influence of the current molar excess of AA over KA on the dynamics of the synthesis process of S-p CFM 1 and 2 – De-

pendence of the current molar excess of AA over KA ( , M/M) on time. 3 and 4 – S-p CFM product accumulation curves.

Conditions: 30°C, 0.3 M PB, = 150 mM,  = 3 M/M. 1 and 3 –  = 0%, 2 and 4 –  = 43%.
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ционной смеси  от 125 до 150 мМ (рис. 5, кри-
вая 4).

В табл. 2 (№№ 2, 4, 6 и 8) представлены опти-
мальные условия, выбранные для каждого из изу-
ченных биокаталитических процессов, а также
достигаемые при этом показатели эффективно-
сти, данные в сравнении с соответствующими по-
казателями для процессов, проведенных в стан-
дартных условиях (№№ 1, 3, 5 и 7). На рис. 2 со-
поставлены кривые накопления CEZ, S-p CEZ,
CFM и S-p CFM в процессах их биокаталитиче-
ского синтеза, осуществленных в стандартных
(рис. 2а) и оптимизированных для каждого про-
цесса условиях (рис. 2b).

Отметим, что оптимизация синтеза с ацильным
переносом, направленная на замедление гидроли-
тических реакций, а также выбор рабочего диапа-
зона начальных концентраций КА и АА и рН-про-
филя процесса с учетом растворимости субстратов,
слабо влияет на величину параметра , характе-

максС

°
удV

ризующую собственно синтетазную способность
IECASA в каждом из процессов (табл. 2).

Результаты, представленные в табл. 2 и на рис. 2а
и 2b, свидетельствуют об успешной оптимизации
изученных процессов, катализируемых IECASA,
в отношении таких параметров эффективности
как выход процесса (ηмакс, %) и максимальная до-
стигаемая концентрация целевого продукта в ко-
нечной реакционной смеси ( ).

Наибольшее повышение ηмакс было достигнуто
при оптимизации процесса синтеза CFM: с 57 до
80–82% (табл. 2, № 5 и 6). При этом пришлось огра-
ничить рабочий диапазон  величиной 120 мМ
из-за снижения растворимости 7-TMCA в присут-
ствии ЭГ [14], поэтому в конечной реакционной
смеси концентрация продукта  не может пре-
высить 100 мМ.

В оптимизированных для каждого процесса
условиях при использовании как METzAA, так и

макс,  мМС

°
КАС

максС

Рис. 4. Зависимость максимального выхода β-лактамного продукта  % от начальной концентрации КА ( , мМ)
при синтезе, катализируемом IECASA 1 – синтез CEZ [10], 2 – синтез S-p CEZ [13], 3 – синтез CFM (  = 43%) [14],
4 – синтез S-p CFM (  = 43%) [14]. Условия: 30°С, 0,3 М ФБ,  = 3.0–3.5 М/М. 1 – ступенчатый градиент pH, 2, 3
и 4 – спонтанный градиент pH. 

Fig. 4. Dependence of the maximum yield of the β-lactam product , % on the initial concentration of KA ( , mM) in
the synthesis catalyzed by IECASA 1 – synthesis of CEZ [10], 2 – synthesis of S-p CEZ [13], 3 – synthesis of CFM (  = 43%)
[14], 4 – synthesis of S-p CFM (  = 43%) [14]. Conditions: 30°C, 0.3 M PB,  = 3.0–3.5 M/M. 1 – stepwise pH gradient,
2, 3 and 4 – spontaneous pH gradient.
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MEMA в качестве АА, биокаталитическое ацили-
рование 7-ACA является по всем параметрам бо-
лее эффективным процессом, чем ацилирование ее
С3 производных TDA (табл. 2, № 4 и 3) и 7-TMCA
(табл. 2, № 8 и 6). Кроме того, эффективность
ацилирования 7-ACA с помощью METzAA выше,
чем при использовании в качестве АА метило-
вого эфира MA (табл. 2, № 4 и 8). Это является
следствием более высокой синтетазной способ-
ности IECASA в отношении синтеза S-p CEZ
( = 0.35 мМ/мин МЕ), по сравнению с синте-

зом S-p CFM (  = 2.0 мМ/мин МЕ), а также низ-
кой растворимости MEMA, влияющей на вы-

бор рабочего диапазона  (не более 170 мМ
при = 3.3 М/М).

Процесс ацилирования 7-ACA метиловым эфи-
ром TzAA является наиболее успешным из всех изу-
ченных (кривая 2 на рис. 2b, 4 и 5). Для процесса,

°
удV

°
удV

°
КАС

°Х

протекавшего в стандартных условиях с выходом
96% (табл. 2, № 3), путем оптимизации удалось
достичь стабильно высокого выхода 95–98% в

широком диапазоне  вплоть до 275 мМ. При
этом в конечной реакционной смеси концентрация
целевого продукта составила 270 мМ (табл. 2, № 4).

Была изучена операционная стабильность
IECASA путем проведения последовательных
операций синтеза S-p CEZ в реакторе периодиче-
ского действия с фильтрующим дном с использо-
ванием одной и той же порции БК. После прове-
дения 50 циклов синтеза S-p CEZ с выходом про-
дукта 95–98% остаточная активность образца
IECASA составила (79 ± 2)%. Зависимость отно-
сительной остаточной активности БК от количе-
ства проведенных циклов синтеза (в полулога-
рифмических координатах реакции первого по-
рядка [10]) представлена на рис. 6.

°
КАС

Рис. 5. Зависимость максимальной концентрации продукта в конечной реакционной смеси , мМ от начальной

концентрации КА ( , мМ) при синтезе, катализируемом IECASA 1 – синтез CEZ, 2 – синтез S-p CEZ, 3 – синтез
CFM (  = 43%), 4 – синтез S-p CFM (  = 43%). Условия: 30°С, 0.3 М ФБ,  = 3.0–3.5 М/М. 1 – ступенчатый
градиент pH, 2, 3 и 4 – спонтанный градиент pH.

Fig. 5. Dependence of the maximum concentration of the product in the final reaction mixture , mM on the initial con-

centration of KA ( , mM) in the synthesis catalyzed by IECASA 1 – synthesis of CEZ, 2 – synthesis of S-p CEZ, 3 – synthesis
of CFM, 4 – synthesis of S-p CFM. Conditions: 30°C, 0.3 M PB,  = 3.0–3.5 M/M. 1 – stepwise pH gradient, 2, 3 and 4 –
spontaneous pH gradient.
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Рассчитанный на основании полученных дан-
ных период полуинактивации IECASA в процессе

синтеза S-p CEZ составляет  =

= (136 ± 7) циклов. Определенный нами ранее пе-
риод полуинактивации IECASA в процессе син-
теза CEZ в оптимизированных условиях состав-
лял  = 85 циклов [10]. Улучшение операцион-
ной стабильности IECASA является, по-видимому,
результатом осуществления процесса ацилирова-
ния 7-ACA в мягких по рН условиях (от 7.0 до 6.0),
близких к оптимальным для стабильности БК [10]
по сравнению с ацилированием TDA.

Таким образом, процессы биокаталитического
ацилирования 7-ACA метиловыми эфирами как
TzAA, так и MA (рис. 1, трансформация 3) проте-
кают более эффективно, чем ацилирование С3
производных 7-ACA, а именно, TDA и 7-TMCA
(рис. 1, трансформация 2) как по достигаемому
выходу продукта, так и по возможности получе-
ния его высокой концентрации в реакционной
смеси. Химическая модификация полученных
полупродуктов по С3 положению β-лактама с об-
разованием соответствующих цефалоспоринов
(рис. 1, трансформация 4) может быть осуществ-
лена без выделения этих полупродуктов из реак-
ционной смеси, произведенной биокаталитиче-
ским способом, то есть в водной среде [14, 16]. При
этом химическая трансформация 7-ACA в TDA или
7-TMCA (рис. 1, трансформация 1) является вред-
ной с экологической точки зрения, так как осу-
ществляется в среде органических растворителей
с использованием токсичных реагентов. Продук-
ты биокаталитического ацилирования 7-ACA ме-

=S-p  CEZ 
1/2

0.3
0.0022

N

CEZ 
1/2N

тиловыми эфирами TzAA и MA (рис. 1, трансфор-
мация 3) могут быть использованы не только для
химической модификации в CEZ и CFM (рис. 1,
трансформация 4), но и для получения других це-
фалоспоринов. S-p CEZ является также полупро-
дуктом для синтеза цефтезола, а S-p CFM – для
синтеза цефоницида.

В табл. 3 оптимизированные методы ацилиро-
вания 7-ACA, катализируемого IECASA, сопо-
ставлены по выходу продукта (ηмакс, %) и его кон-
центрации в конечной реакционной смеси ( ,
мМ) с описанными в литературе биокаталитиче-
скими процессами, направленными на получе-
ние полупродуктов синтеза цефалоспоринов, где
в качестве БК использовалась иммобилизованная
различными способами пенициллинацилаза (ПА)
из E. coli. Выходы S-p CEZ и S-p CFM, достигну-
тые в данной работе, соответствуют лучшим из
полученных ранее результатов. При этом прове-
денная нами оптимизация процессов, учитываю-
щая рН-зависимости растворимости субстратов и

направленная на увеличение , позволила в 3–
5 раз повысить концентрацию цефалоспорина в
реакционной смеси по сравнению с литератур-
ными данными. Последний факт особенно важен
для дальнейшей разработки эффективной транс-
формации полупродукта в целевой антибиотик
(рис. 1, трансформация 4) непосредственно в ре-
акционной смеси, получаемой при биокаталити-
ческом синтезе.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что химико-биокаталитический синтез та-
ких цефалоспоринов как CEZ, CFM путем пря-

максС

°
КАС

Рис. 6. Операционная стабильность IECASA в ферментативном синтезе S-p CEZ.
Fig. 6. Operational stability of IECASA in S-p CEZ enzymatic synthesis.
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мого биокаталитического ацилирования 7-ACA с
последующей химической модификацией полу-
продуктов является перспективной заменой тра-
диционного пути, использующего биокатали-
тическое ацилирование производных 7-ACA с
замещенной 3-ацетокси группой. Кроме того,
они открывают возможность для разработки по-
добных технологий получения таких антибиоти-
ков как цефтезол, цефоницид, а также других цефа-
лоспоринов, содержащих в С3 положении β-лакта-
ма объемный заместитель.
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Table 3. Efficiency parameters of 7-ACA biocatalytic acylation

Продукт БК

Условия процесса Конечная 
реакционная смесь

, мМ
, 

М/М
среда температура, 

°С
время, 

мин , % , 
мМ

S-p CEZ

IECASA 120–275 3.0 0.3 М ФБ 30 30–50 96.5 ± 1.5 115–270
ПА из E. сoli на 
глиоксил-агарозе 
[17]

50 3.0 Водный раствор 4 22 98.0 50

S-p CFM

IECASA 140–170 3.3 0.3 М ФБ, ЭГ 
(43%) 30 60 88.6 ± 2.0 125–150

ПА из E. сoli на 
глиоксил-агарозе 
[18, 19]

50 3.0
1 M ФБ CH3OH 
(20%)

4 120 80.0 40

ПА из E. сoli, на 
Sepharose [16] 50 3.0

Водная двухфаз-
ная система: ПЭГ 
600 (80%) и 4 М 
(NH4)2SO4

4 120 88.0 44

ПА из E. сoli на 
глиоксил-агарозе
 [20]

100 0.5
1 M ФБ, CH3OH 
(40%)

4 ─ 73.0 73

°
КАС

°Х
ηмакс

максС
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Comparative Study of Biocatalytic Acylation 
of 7-Aminocephalosporanic Acid and Its C3 Derivatives

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

aKurchatov Institute National Research Center, Moscow, 123182 Russia
#e-mail: ingagrosh@mail.ru

Abstract—The efficiency has been compared of the optimized acylation processes of 7-aminocephalosporanic acid
(7-ACA) and its С3 derivatives (7-amino-3-[2-methyl-1,3,4-thiadiazol-5-yl)-thiomethyl]-3-cephem-4-carbox-
ylic acid (TDA), and 1-methyl-5-mercapto-1,2,3,4-tetrazolyl-7-aminocephalosporanic acid (7-TMCA)) by
methyl esters of 1(H)-terazolylacetic and D-mandelic acids (METzAA and MEMA). These processes are
catalyzed by immobilized cephalosporin-acid synthetase (IECASA) and are the biocatalytic stages of two dif-
ferent chemical-biocatalytic pathways for the synthesis of cefazolin (CEZ) and cefamandole (CFM). Biocat-
alytic acylation of 7-ACA resulting in the formation of semi-products of the synthesis of antibiotics proceeded
more efficiently than acylation of the corresponding C3 derivatives of 7-ACA, leading to the formation of
CEZ and CFM, in terms of both the achieved product yield and the possibility of obtaining them in high con-
centration in the reaction mixture. At the same time, the synthetase ability of IECASA is highest in the acy-
lation of 7-ACA using METzAA. It was shown that the chemical-biocatalytic synthesis of CEZ and CFM by
direct biocatalytic acylation of 7-ACA followed by chemical modification of the semi-product at the C3 po-
sition of the β-lactam nucleus is a promising alternative to the traditional pathway using the biocatalytic ac-
ylation of 7-ACA derivatives with a substituted 3-acetoxy group.

Keywords: biocatalytic synthesis, kinetically controlled synthesis, acyl transfer synthesis, cephalosporin-acid
synthetase, сefazolin, cephalosporins, cefamandole
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