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Оптимизированы процессы биокаталитического ацилирования 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразо-
лил-7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-TMCA) и 7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-ACA)
метиловым эфиром манделовой кислоты (MEMA) с использованием иммобилизованной синтетазы
цефалоспоринов-кислот. В оптимизированных условиях в водно-органической среде, содержащей
43% (об./об.) этиленгликоля, при 30°С в спонтанно устанавливающемся градиенте рН в диапазоне
8.0–6.0 достигнуты выходы биокаталитической трансформации 80.8 ± 1.9% при ацилировании
7-TMCA (концентрация 100–120 мМ) с образованием цефамандола (CFM) и 88.6 ± 2.0% при ацили-
ровании 7-ACA (концентрация 140–170 мМ) с образованием полупродукта синтеза CFM (S-p CFM).
Различия в исходных концентрациях 7-TMCA и 7-ACA определяются различиями в растворимости
этих субстратов. С учетом несомненных экологических преимуществ процесса химической транс-
формации полупродукта S-p CFM в CFM перед процессом получения 7-TMCA из 7-ACA сделан вы-
вод о предпочтительности химико-биокаталитического синтеза CFM по второму пути.
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тез с ацильным переносом, 7-аминоцефалоспорановая кислота, растворимость ключевых амино-
кислот
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Цефамандол (CFM) – парентеральный цефа-
лоспориновый антибиотик второго поколения,
обладающий широким спектром действия и ха-
рактеризующийся высокой устойчивостью к
действию плазмидных β-лактамаз, в том числе
стафилококковых пенициллиназ [1]. К досто-
инствам CFM можно отнести его высокую эф-
фективность при инфекциях, вызванных гемо-
фильной палочкой, а также возможность сочета-
ния данного цефалоспорина с пенициллинами и
аминогликозидами.

Биокаталитический синтез полусинтетических
β-лактамных антибиотиков – перспективное на-
правление в области органического синтеза, аль-
тернатива химическому синтезу в производстве
лекарственных препаратов. Биокаталитический
синтез β-лактамов является предметом много-
численных исследований [2–5], поскольку поз-
воляет избежать использования токсичных реа-
гентов, больших объемов органических раство-

рителей, низких температур реакций, а также
очистки промежуточных продуктов при многосту-
пенчатом процессе химического синтеза β-лактам-
ных антибиотиков. Таким образом, применение
биокаталитической трансформации для получения
β-лактамных антибиотиков безусловно может сни-
зить нагрузку на окружающую среду и уменьшить
затраты на производство [6, 7].

Для биокаталитических процессов трансфор-
мации органических соединений используют фер-
менты не в растворенном виде, а в виде гетероген-
ных биокатализаторов (БК) – иммобилизованных
(связанных с твердыми носителями) ферментов.
Благодаря высокой специфичности фермента уда-
ется получать целевые продукты высокой степени
чистоты [8–10].

Ранее в работе [11] по сопоставлению эффек-
тивности двух химико-биокаталитических путей
синтеза антибиотика цефазолина (CEZ) был изу-
чен и оптимизирован его биокаталитический
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синтез путем ацилирования 3-[(5-метил-1,3,4-
тиадиазол-2-ил)-тиометил]-7-аминоцефалоспо-
рановой кислоты (TDA), а также синтез полу-
продукта CEZ (S-p CEZ) путем ацилирования 7-
аминоцефалоспорановой кислоты (7-ACA). На
основании полученных результатов был сделан вы-
вод о предпочтительности использования биоката-
литического ацилирования 7-ACA для разработки
химико-биокаталитической технологии получе-
ния CEZ.

Настоящая работа посвящена сопоставлению
двух биокаталитических путей синтеза другого

β-лактамного антибиотика – цефамандола. CFM
может быть синтезирован двумя химико-биока-
талитическими путями, показанными на рис. 1.
Традиционный химико-биокаталитический под-
ход к синтезу CFM основан на том, что сначала
химическим методом вводят необходимый заме-
ститель в С3-положение 7-ACA (рис. 1, трансфор-
мация 1), а затем осуществляют биокаталитическое
ацилирование аминогруппы полученного произ-
водного 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразолил-
7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-TМСА) с
образованием CFM (рис. 1, трансформация 2).

Рис. 1. Пути химико-биокаталитического синтеза CFM. 1 – xимический синтез 7-TMCA из 7-ACA; 2 ‒ биокатали-
тический синтез CFM из 7-TMCA; 3 – биокаталитический синтез S-p CFM из 7-ACA; 4 – xимический синтез CFM
из S-p CFM.
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Альтернативным химико-биокаталитическим
подходом является использование биокатализа
для ацилирования аминогруппы в С7-положе-
нии 7-ACA (рис. 1, трансформация 3) с последу-
ющим химическим превращением полупродукта
CFM (S-p CFM) в целевой антибиотик (рис. 1,
трансформация 4).

Биокаталитический синтез CFM и S-p CFM
проводили методом ацильного переноса (кинети-
чески-контролируемого синтеза) [6, 10, 11], ис-
пользуя 7-TMCA и 7-ACA в качестве ключевых
аминокислот (КА) и метиловый эфир манделовой
кислоты (МЕМА) в качестве ацилирующего аген-
та (АА). В качестве биокатализатора использова-
ли иммобилизованную синтетазу цефалоспори-
нов-кислот (IECASA). Фермент катализирует три
конкурентные реакции: синтез CFM или S-p
CFM и две побочные гидролитические реакции, а
именно, гидролиз ацилирующего агента MEMA и
расщепление ациламидной связи целевого продук-
та с образованием побочного продукта – мандело-
вой кислоты (МА). Выход β-лактамного антибио-
тика кинетически контролируется, поскольку он
зависит от скорости всех протекающих реакций.

Высокоспецифичным к цефалоспоринам-кис-
лотам является фермент синтетаза цефалоспори-
нов-кислот (Cephalosporin-acid synthetase, CASA
КФ 3.5.1.11) [6, 12]. Было установлено [12], что
CASA кодируется геном, который является гомо-
логом гена широко специфичной пенициллинаци-
лазы (ПА) из Escherichia coli . В настоящей работе в
качестве БК был использован фермент CASA, про-
дуцируемый рекомбинантным штаммом E. coli
ВКПМ В-12316 и иммобилизованный путем ко-
валентного связывания с эпокси-активирован-
ным макропористым носителем [5].

Цель работы – оптимизация ключевых стадий
двух химико-биокаталитических путей получения
CFM, а именно, процессов биокаталитического
ацилирования 7-ТМСА с образованием CFM и
7-ACA с образованием полупродукта S-p CFM,
катализируемых IECASA. В качестве критериев
оптимизации использовали выход целевого про-
дукта биокаталитической трансформации по отно-
шению к КА и достигаемую концентрацию β-лак-
тамного продукта в конечной реакционной смеси.
Оптимизацию осуществляли по таким парамет-
рам, как начальная концентрация КА и состав ре-
акционной среды, а именно, концентрация в ней
смешивающегося с водой двухатомного спирта
этиленгликоля (ЭГ). 

МЕТОДИКА

Материалы. В работе использованы коммерче-
ские образцы 7-ACA фирмы “Anhui BBCA Phar-
maceutical Co., LTD” (Китай) 93%-ной чистоты,
определеной методом ВЭЖХ; 7-ТМСА, “Shan-

dong Sihuan Pharmaceutical Co., Ltd.”, (Китай)
96.5%-ной чистоты, также определенной мето-
дом ВЭЖХ; МЕМА (“Sigma-Aldrich”, США) –
чистота 99%, определена методом ВЭЖХ; цефа-
мандол натриевая соль (“Sigma-Aldrich”, США) –
чистота 99% (по ВЭЖХ); МА (“Sigma-Aldrich”,
США) – чистота 99%, (по ВЭЖХ); ЭГ (“РеаХим-
Лаб”, Россия) – ГОСТ 19770–83, 99.9%, концен-
трат. Лабораторный образец стандарта S-p CFM
(97% чистоты, определено методом ВЭЖХ) лю-
безно предоставлен Сычуаньским индустриаль-
ным институтом антибиотиков (Китай).

Получение биокатализатора IECASA. Биока-
тализатор IECASA получали согласно методике,
описанной в работах [5, 11], путем иммобилиза-
ции фермента CASA из рекомбинантного штам-
ма E. coli ВКПМ В-12316 на макропористом эпок-
си-активированном носителе Seplite LX-1000EP
(“Sunresin New Materials”, Китай). Для работы
был получен образец IECASA с синтетазной ак-
тивностью 340 МЕ/г влажного БК при содержа-
нии сухих веществ 37%.

Синтетазную активность образца гетерогенно-
го биокатализатора IECASA определяли по на-
чальной скорости реакции синтеза CEZ из TDA и
метилового эфира 1(H)-тетразолилуксусной кис-
лоты (METzAA) с контролем содержания CEZ в
реакционной смеси методом ВЭЖХ.

За 1 международную единицу (МЕ) синтетазной
активности образца в реакции синтеза СEZ прини-
мали такое количество препарата, которое катали-
зирует образование 1 мкмоля CEZ за 1 мин в рас-
творе, содержащем 60 мМ TDA и 240 мМ METzAA
при температуре 30°С и начальном значении
рН 7.5 [5, 11].

Анализ методом ВЭЖХ. Анализ реакционных
смесей, получаемых при биокаталитическом син-
тезе CFM и S-p CFM, а также смесей, получаемых
при изучении растворимости субстратов, прово-
дили методом ВЭЖХ в изократическом режиме на
хроматографе фирмы “Gilson” (США) с использо-
ванием хроматографической колонки “Spherisorb
ODS”, 250 × 4 мм с диаметром частиц 7.5 мкм. В
качестве мобильной фазы использовали смесь,
состоящую из 0.05 М фосфатно-аммонийного бу-
фера, рН 4.0, и метанола в различных соотношени-
ях в зависимости от изучаемого процесса (табл. 1).
Скорость потока мобильной фазы – 1.0 мл/мин.
Детектирование пиков анализируемых веществ
осуществляли спектрофотометрически при длине
волны 218 или 254 нм. Условия проведения анализа
методом ВЭЖХ и времена удерживания анализи-
руемых веществ (RT) представлены в табл. 1.

Проведение синтеза CFM и S-p CFM, катализи-
руемого IECASA. Биокаталитический синтез CFM
и S-p CFM осуществляли путем ацилирования со-
ответствующей КА (7-ТМСА или 7-ACA) метило-
вым эфиром манделовой кислоты. Для проведе-
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ния процесса синтеза использовали стеклянный
реактор емкостью 75 мл, оборудованный лопаст-
ной механической мешалкой и снабженный си-
стемами поддержания температуры и рН. Для
приготовления раствора субстратов в реакторе
при температуре 30 ± 1°С суспендировали навес-
ку КА в 0.3 М фосфатно-натриевом буфере (ФБ),
рН 8.3, с добавлением или без добавления ЭГ.
Растворение КА осуществляли под контролем
рН при постоянном перемешивании и порцион-
ном добавлении 2 М NaOH вплоть до полного
растворения КА. При этом рН не превышал ве-
личину 8.0. После растворения КА вносили на-
веску МЕМА. Раствор перемешивали в течение
3–5 мин до полного или частичного растворения
АА и начинали процесс биокаталитического син-
теза, добавляя навеску IECASA, необходимую для
создания в реакционной смеси требуемого содер-
жания активного фермента (СЕ = 10–30 МЕ/мл).
Значение рН снижалось по ходу реакции за счет
образования МА. Процесс синтеза CFM или S-p
CFM проводили при постоянном умеренном пе-
ремешивании реакционной смеси, температуре
(30 ± 1)°С в спонтанно устанавливающемся гра-
диенте рН. После достижения значения рН, рав-
ного 6.0, его поддерживали добавлением 2.0 М
NaOH. Синтез останавливали, отделяя IECASA
вакуумной фильтрацией на пористом стеклян-
ном фильтре.

Для исследования динамики процесса синтеза
каждые 5–10 мин отбирали пробу реакционной
смеси и контролировали в ней методом ВЭЖХ
содержание четырех компонентов: КА (7-TMCA
или 7-ACA), ацилирующего агента MEMA, целе-
вого β-лактамного продукта (CFM или S-p CFM)
и побочного продукта МА. Синтез проводили до

достижения стабильного плато на кривой зависи-
мости относительной концентрации целевого
продукта от времени (плато максимальной кон-
центрации целевого продукта,  мМ). Отно-
сительное содержание целевого продукта (CFM
или S-p CFM) в текущий момент времени рассчи-
тывали по отношению к содержанию в реакцион-
ной смеси КA (7-ТМСА или 7-ACA) в начальный
момент времени (  мМ). Максимальную сте-
пень трансформации КА в целевой продукт (мак-
симальный выход целевого продукта,  %) рас-
считывали по формуле: 

(средние данные на плато).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Растворимость субстратов биокаталитического

синтеза CFM и S-p CFM. Учет растворимости КА
и АА является важным инструментом для выбора
оптимальных условий процессов биокаталити-
ческого синтеза β-лактамов [14]. Растворимость
7-TMCA, 7-ACA и МЕМА изучали в условиях, мо-
делирующих условия проведения биокаталитиче-
ских процессов, а именно: 30°С, 0.3 М ФБ, началь-
ная концентрация ЭГ (СЭГ, % об./об.) – 0 или 43%.
Эксперименты проводили методом насыщения,
описанным в работах [5, 14, 16]. Полученные ре-
зультаты представлены в табл. 2.

Не зависящая от рН растворимость МЕМА, не
являющегося электролитом, была изучена при
рН 6.5, что обеспечило практическое отсутствие

макс
продC ,

o
KAC ,

максη ,

= ×
макс

макс прод
о
КА

С
η 100

С

Таблица 1. Условия проведения анализа методом ВЭЖХ

Процесс Определяемый 
компонент

Содержание метанола
в мобильной фазе, % 

(об./об.)
Детекция, нм RT, мин

Биокаталитический синтез S-p CFM

7-ACA
1

218

7.8–8.0

MA 5.3–5.8

S-p CFM
35

4.1–4.5

MEMA 6.8–7.3

Биокаталитический синтез CFM

7-TMCA
5

218

11.6–12.0

MA 4.5–4.7

MEMA
35

7.0–7.3

CFM 4.5–5.5

Определение растворимости 7-ACA 7-ACA 5 254 2.8–5.0

Определение растворимости 7-TMCA 7-TMCA 8 254 8.0–8.3

Определение растворимости MEMA MEMA 35 218 7.0–7.3
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спонтанного гидролиза данного эфира в процессе
проведения экспериментов. Из табл. 2 видно, что
присутствие ЭГ существенно влияло на раствори-
мость МЕМА. Так в водной буферной среде при
СЭГ = 0 % (об./об.) растворимость MEMA состав-
ляла 130 мМ, а при СЭГ = 43% (об./об.) она дости-
гала 360 мМ.

Для 7-TMCA и 7-ACA было изучено влияние
рН на растворимость этих аминокислот при сла-
бокислом, нейтральном и слабощелочном рН и
определены константы ионизации карбоксиль-
ной (рK2) и аминогруппы (рK1), а также характе-
ристическая растворимость (S±).

Для аминокислот 7-TMCA и 7-ACA зависи-
мость растворимости (S, мМ) от рН, описывается
уравнением:

(1)

При нейтральных и щелочных рН в условиях
полного депротонирования карбоксильной груп-
пы аминокислоты может быть использовано урав-
нение:

(1.1)

+ +
±

+
+ +=

2
1 1 2

1

[H ] [H ] .
[H ]

K K KS S
K

± ±
+= + 2

1 .
[H ]

S S S K

При кислых рН в условиях полного протони-
рования аминогруппы аминокислоты примени-
мо уравнение:

(1.2)

где [H+] – концентрация ионов водорода в рас-
творе при заданном рН, мМ;

K2 – константа ионизации карбоксильной
группы аминокислоты, мM;

K1 – константа ионизации аминогруппы ами-
нокислоты, мM;

S± – растворимость индивидуальной электро-
нейтральной цвиттерионной формы аминокис-
лоты (характеристическая растворимость элек-
тролита), мM.

На рис. 2а и 3а представлена линеаризация
экспериментальных данных в координатах урав-
нения (1.1, S vs. 1/[H+]), полученных при изуче-
нии влияния pH на растворимость аминокислот
7-ТМСА и 7-ACA при нейтральном и слабощелоч-
ном pH при СЭГ = 0% (об./об.) и СЭГ = 43% (об./об.)
соответственно. Линеаризация в координатах
уравнения (1.2, S vs. [H+]) экспериментальных дан-
ных, полученных при изучении влияния pH на рас-
творимость аминокислот при нейтральном и сла-
бокислом pH при СЭГ = 0% (об./об.) и СЭГ = 43%

±
± += +

1

[H ],SS S
K

Таблица 2. Влияние этиленгликоля на кислотно-основные свойства и растворимость субстратов биокаталити-
ческого синтеза CFM и S-p CFM

* Характеристическая растворимость электролита – это растворимость его электронейтральной формы, а именно, цвиттери-
онной формы в случае аминокислоты (S±). Растворимость неэлектролита (S) не зависит от рН.

Соеди-
нение Структура Электрохими-

ческая природа

Константы ионизации
Характерис-

тическая 
раствори-

мость, мМ*

Концент-
рация 

этилен-
гликоля
CЭГ, % 

(об./об.)

pK1 pK2

MEMA Неэлектролит _ _

134 ± 4 0

360 ± 11 43

7-TMCA Электролит,
аминокислота

2.16 ± 0.03 4.71 ± 0.05 0.22 ± 0.03 0

2.33 ± 0.03 4.72 ± 0.05 0.15 ± 0.03 43

7-ACA Электролит,
аминокислота

1.73 ± 0.02 4.70 ± 0.05 [11] 2.78 ± 0.09 0

2.25 ± 0.03 4.58 ± 0.05 1.42 ± 0.14 43

C
OCH3

O

OH

N

SH2N

COOH
O

S

N N

N
N
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SH2N
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(об./об.), представлена на рис. 2б и 3б соответ-
ственно.

Рассчитанные значения констант ионизации и
характеристической растворимости для 7-ТМСА
и 7-ACA приведены в табл. 2. На величину pK2
7-ТМСА и 7-ACA этиленгликоль практически не
влиял, однако увеличивал величину pK1, особен-
но в случае 7-ACA (на 0.5 ед. рН). Для обеих ами-
нокислот в присутствии ЭГ характеристические
растворимости снижались: в 1.5 раза для 7-ТМСА
и в 2 раза для 7-ACA. 

По уравнению (1) с использованием констант,
представленных в табл. 2, были рассчитаны тео-
ретические кривые зависимости растворимости

7-ТМСА и 7-ACA от pH при СЭГ = 0% (об./об.)
и СЭГ = 43% (об./об.) (кривые 1–4 на рис. 4). На
рис. 4 представлена также растворимость МЕМА в
водной среде (кривая 5) и в присутствии ЭГ (кри-
вая 6).

Влияние ЭГ на растворимость КА различно:
растворимость 7-TMCA в присутствии ЭГ снижа-
лась (кривые 1 и 2, рис. 4), а растворимость 7-АСА
существенно увеличивалась (кривые 3 и 4, рис. 4).
При этом во всем изученном диапазоне рН рас-
творимость 7-АСА значительно превышала рас-
творимость 7-TMCA как в водной среде (кривые 3
и 1, рис. 4), так и в присутствии ЭГ (кривые 4 и 2,

Рис. 2. Зависимости растворимости 7-ТМСА от рН в
0.3 M ФБ при 30°C: а – в координатах уравнения (1.1),
б – в координатах уравнения (1.2). 1 – СЭГ = 0%
(об./об.); 2 – СЭГ = 43% (об./об.).
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Рис. 3. Зависимости растворимости 7-АСА от рН в
0.3 M ФБ при 30°C: а – в координатах уравнения (1.1),
б – в координатах уравнения (1.2). 1 – СЭГ = 0%
(об./об.); 2 – СЭГ = 43% (об./об.).
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рис. 4). В рабочем диапазоне pH 6.0–7.0, где
CASA обладает высокой активностью и стабиль-
ностью [5], растворимость 7-ТМСА в водной сре-
де изменялась от 4.5 до 43 мМ, а растворимость
7-АСА превышала ее более чем в 10 раз, изменя-
ясь от 55 до 570 мМ (расчет по уравнению (1)).
Присутствие в среде ЭГ (СЭГ = 43%, (об./об.)) уве-
личивало разрыв в растворимости КА в диапазоне
pH 6.0–7.0 до 80 раз: растворимость 7-ТМСА из-
менялась от 3.0 до 30 мМ, а растворимость 7-АСА
от 250 до 2500 мМ (расчет по уравнению (1)). В
присутствии ЭГ (СЭГ = 43%, (об./об.)) раствори-
мость МЕМА увеличивалась в 2.8 раза по сравне-
нию с водной средой (СЭГ = 0%, (об./об)) (кривые 6
и 5 на рис. 4, табл. 2). При изучении синтеза CFM
для достижения в реакционной смеси исходной
концентрации 7-ТМСА, превышающей ее рас-
творимость в рабочем диапазоне pH 6.0–7.0, рас-
твор субстратов готовили при рН около 8.0. В ходе
ацилирования 7-ТМСА метиловым эфиром ман-
деловой кислоты рН снижался за счет образова-
ния МА, однако 7-ТМСА не выпадала в осадок за
счет эффекта перенасыщения, как это описано
ранее для TDA при синтезе CEZ в работе [5].

Таким образом, с точки зрения возможности
создания в реакционной среде высоких исходных
концентраций КА  и АА  предпочти-
тельным является биокаталитический процесс
ацилирования 7-АСА с образованием S-p CFM,
протекающий в среде, содержащей ЭГ.

Оптимизация процессов биокаталитического
синтеза CFM и S-p CFM, катализируемого IECASA.
Для повышения выхода целевого β-лактама в про-
цессах синтеза с ацильным переносом может быть
использована водно-органическая среда, содер-
жащая смешивающийся с водой двухатомный
спирт ЭГ. Наблюдаемый эффект является след-
ствием снижения активности воды в присутствии
органических растворителей, влекущей за собой
уменьшение скорости непродуктивных гидроли-
тических процессов. При этом замедляется гидро-
лиз как ацилирующего агента, так и целевых про-
дуктов [16, 17]. В ряде работ было продемон-
стрировано существенное увеличение выхода
амино-β-лактамных антибиотиков ампицилли-
на [18–20] и цефалексина [21–23] в процессах их
кинетически-контролируемого синтеза, катализи-
руемого иммобилизованной различными спосо-
бами ПА из E. coli, за счет присутствия ЭГ в реак-
ционной среде. Было показано, что растворитель
не оказывал инактивирующего действия на ПА из
E. coli [18, 19]. В настоящей работе ЭГ был исполь-
зован для увеличения выхода CFM и S-p CFM,
относящихся к классу β-лактамов-кислот, в про-
цессах их биокаталитического синтеза, катализи-
руемого БК на основе рекомбинантного фермента
CASA, гомологичного ПА из E. coli [12].

( )o
KAC ( )o

АAC ,
Процессы биокаталитического ацилирования

7-TMCA и 7-ACA метиловым эфиром мандело-
вой кислоты проводили в следующих условиях:
30°С, 0.3 М ФБ, Хо = 3.3 M/М (мольный избыток

АА над КА, ), спонтанный градиент pH

(спонтанное снижение рН от значения, при кото-
ром растворяют субстраты, до рН 6.0 и поддержа-
ние этого значения рН до завершения процесса).
Эти условия были выбраны для биокатализатора
IECASA при оптимизации процессов синтеза
CEZ и S-p CEZ [5, 11]. В настоящей работе при
оптимизации процессов синтеза CFM и S-p CFM
варьировали два параметра: начальную концен-
трацию КА (  = 60–120 мМ или  =
= 60–170 мМ) и концентрацию ЭГ в реакцион-
ной смеси (СЭГ = 0–43%, (об./об.)). Биокатализа-
тор IECASA вносили в количестве, обеспечиваю-
щем содержание активного фермента в реакци-
онной смеси СЕ = 10–30 ME/мл, так, чтобы
длительность процесса, включая плато макси-
мальной концентрации продукта, составляла
70–90 мин.

Отметим, что ЭГ тормозит не только побочные
процессы гидролиза, протекающие при синтезе с
ацильным переносом, но и (в меньшей степени)
целевой процесс синтеза [17]. Было показано, что
начальная скорость накопления CFM в процессе
его биокаталитического синтеза снижалась в два
раза при СЭГ = 43% (об./об.) по сравнению с на-
чальной скоростью процесса в водной среде. Про-

=
o

o AA
о
КА

СX
С

−
о
7 TMCAC −

о
7 ACAC

Рис. 4. Теоретические кривые зависимости раство-
римости субстратов от рН, рассчитанные с исполь-
зованием констант, представленных в табл. 2 (30°C,
0.3 M ФБ). Кривые 1–4 рассчитаны по уравнению (1).
1 – 7-TМСA при СЭГ = 0%; 2 – 7-TМСA при СЭГ = 43%;
3 – 7-АСA при СЭГ = 0%; 4 – 7-АСA при СЭГ = 43%;
5 – МЕМА при СЭГ = 0%; 6 – МЕМА при СЭГ = 43%.
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цессы биокаталитического синтеза CFM и S-p
CFM при концентрациях ЭГ более 43% (об./об.)
не изучались, так как их осуществление за вре-
мя, не превышающее 90 мин, требует содержания
IECASA в реакционной смеси более 100 мг/мл,
что затрудняет массообменные процессы.

В каждом эксперименте по синтезу β-лактама
осуществляли динамический контроль состава ре-
акционной смеси по всем компонентам (КА, АА,
целевой продукт, МА) и рассчитывали балансы по
β-лактаму и МА. Результаты двух экспериментов,
проведенных при СЭГ = 43% (об./об.), показаны
на рис. 5 и 6 для биокаталитического ацилирования
7-ТМСА и 7-ACA соответственно, при макси-
мальной использованной концентрации КА для
каждого процесса:  = 120 мМ (рис. 5) и

 = 170 мМ (рис. 6).
В обоих процессах наблюдалось продолжи-

тельное плато на кривых накопления целевого
продукта (рис. 5 и 6, кривые 2). Максимальные
выходы CFM и S-p CFM, рассчитанные как сред-
нее значение на плато, составили в этих экспери-
ментах 81.3 ± 2.2 и 88.8 ± 2.3% соответственно.
Особенностью процесса синтеза S-p CFM, ре-
зультаты которого представлены на рис. 6, было
использование АА при начальной концентрации
560 мМ, превышающей растворимость MEMA.

−
о
7 TMCAC

−
о
7 ACAC

Из-за неполного растворения MEMA в течение
первых 15 мин наблюдалось отсутствие баланса
не только по МА (рис. 6, кривая 6), но и по β-лак-
таму (рис. 6, кривая 3). Это можно объяснить тем,
что часть 7-AСА также выпадала в осадок в при-
сутствии нерастворенных кристаллов АА. Далее
оба баланса достигали 100%, т.е. оба субстрата
полностью растворялись, а кроме того, в системе
отсутствовали побочные процессы, в том числе с
участием β-лактамного ядра.

На основании результатов всех проведенных
экспериментов по синтезу CFM и S-p CFM, ката-
лизируемому IECASA, были построены зависи-
мости максимального выхода продукта реакции
(  %) от концентрации ЭГ (СЭГ, % (об./об.)) и

от начальной концентрации КА (  мМ), пред-
ставленные на рис. 7 и 8 соответственно.

Использование водно-органической среды,
содержащей ЭГ, позволило повысить выход CFM
(рис. 7, кривая 1) с 60% (СЭГ = 0% (об./об.)) до
70% (СЭГ = 43%, (об./об.)). С увеличением кон-
центрации ЭГ от 0 до 43% (об./об.) выход S-p СFM
возрос с 80% до 88% (рис. 7, кривая 2).

максη ,
о
КAC ,

Рис. 5. Изменение состава реакционной смеси (отно-
сительные концентрации, %) от времени при синтезе
CFM, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, CE =

= 30 МЕ/мл,  = 120 мМ,  = 400 мМ, Xo =
= 3.3 М/М, СЭГ = 43% (об./об.), спонтанный градиент
рН в диапазоне рН 8.0–6.0). 1 – 7-ТМСА; 2 – CFM,

рассчитаны по отношению к  3 – баланс (%) по
β-лактаму, сумма относительных концентраций
7-ТМСА и CFM; 4 – MEMA, 5 – MА, рассчитаны по

отношению к  6 – баланс (%) по MA – сумма от-
носительных концентраций CFM, MEMA и MA.
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Рис. 6. Изменение состава реакционной смеси (отно-
сительные концентрации, %) от времени при синтезе
S-p CFM, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ,

CE = 30 МЕ/мл,  = 170 мМ,  = 560 мМ, Xo =
= 3.3 М/М, СЭГ = 43% (об./об.), спонтанный градиент
рН в диапазоне рН 8.0–6.0): 1 – 7-ACA; 2 – S-p CFM,

рассчитаны по отношению к  3 – баланс (%) по
β-лактаму, сумма относительных концентраций 7-ACA
и S-p CFM; 4 – МЕMА; 5 – MA, рассчитаны по отно-

шению к  6 – баланс (%) по MA – сумма относи-
тельных концентраций S-p CFM, MEMA и MA.
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Для дальнейших исследований процессов био-
каталитического синтеза СFM и S-p СFM, ката-
лизируемых IECASA, была выбрана водно-орга-
ническая среда, содержащая ЭГ в концентрации
43% (об./об.), поскольку она обеспечивала наи-
более высокий выход целевых продуктов. Зави-
симости максимального выхода каждого из про-
цессов (ηмакс, %) от начальной концентрации
КА (  мМ) представлены на рис. 8. Зависи-
мость выхода CFM от  была исследована в
диапазоне 50–120 мМ (рис. 8, кривая 1), посколь-
ку растворимость 7-ТМСА в условиях проведе-
ния эксперимента не позволяла достичь в исход-
ной реакционной смеси более высокой концен-
трации КА, чем 120 мМ. Зависимость выхода S-p
CFM от начальной концентрации 7-ACA была
исследована в диапазоне  = 40–170 мМ (рис. 8,
кривая 2). Растворимость 7-ACA в условиях про-
ведения эксперимента при СЭГ = 43% (об./об.),
рН 6.0–8.0 очень высока (рис. 4, кривая 4), одна-
ко диапазон используемой  при Хо = 3.3 М/М
ограничен сверху растворимостью МЕМА.

Зависимости выхода продукта от  имеют вид
кривых с насыщением (рис. 8). Выход CFM моно-
тонно возрастал с ростом концентрации 7-ТМСА
вплоть до  = 100 мМ и в диапазоне  от 100–
120 мМ достигал среднего значения 80.8 ± 1.9%.
Наибольший выход продукта процесса синтеза
S-p CFM достигался в диапазоне  от 140–
170 мМ и его среднее значение в данном диапазо-
не составляло 88.6 ± 2.0%.

На основании полученных результатов были
выбраны следующие оптимальные условия про-
цессов синтеза CFM и S-p CFM, катализируемых
IECASA: 30°С, 0.3 М ФБ, СЭГ = 43% (об./об.),
СЕ = 30 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диа-

пазоне рН 8.0–6.0, Хо = 3.3 M/М,  = 100–120 мМ
для процесса ацилирования 7-TMCA и  =
= 140–170 мМ для процесса ацилирования 7-ACA.
В таких оптимальных условиях продолжитель-
ность процессов ацилирования (время выхода на
плато максимальной концентрации продукта) со-
ставляла 50 и 60 мин для синтеза CFM и S-p CFM
соответственно.

В табл. 3 представлены результаты, достигну-
тые при синтезе CFM и S-p CFM, катализируе-
мом IECASA, в выбранных оптимальных усло-
виях, обеспечивающих высокую степень транс-
формации КА в β-лактам (ηмакс, %) и высокую
концентрацию целевого продукта в конечной ре-
акционной смеси (  мМ), что необходимо для
разработки эффективного процесса выделения и
очистки антибиотика. Полученные в настоящей
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Рис. 7. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (ηмакс, %) от концентрации эти-
ленгликоля (СЭГ, % (об./об.)) в реакционной смеси
при синтезе с ацильным переносом, катализируемом
IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, Xo = 3.3 M/M, спонтанный
градиент рН): 1 – синтез CFM из 7-TMCA и МЕМА

при CE = 10–20 МЕ/мл;  = 60 мМ; 2 – синтез S-p

CFM из 7-АCA и МЕМА при CE = 30 МЕ/мл;  =
= 150 мМ.
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Рис. 8. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (ηмакс, %) от начальной концен-

трации КА (  мМ) при синтезе с ацильным пере-
носом, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ,
Xo =3.3 M/M, CE = 20–30 МЕ/мл, спонтанный гра-
диент рН, СЭГ = 43% (об./об.)): 1 – синтез CFM из
7-TMCA и МЕМА; 2 – синтез S-p CFM из 7-ACA и
МЕМА.
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СКЛЯРЕНКО и др.

работе результаты по кинетически-контролируе-
мому синтезу CFM и S-p CFM, катализируемому
IECASA, сопоставлены в табл. 3 с лучшими из
имеющихся в литературе результатами по биока-
талитическому синтезу этих соединений [24, 25].

Сравнение катализируемых IECASA процес-
сов синтеза CFM из 7-TMCA, S-p CFM и 7-ACA,
(рис. 1, трансформации 2 и 3) свидетельствовало о
таких преимуществах второго процесса, как увели-
чение выхода продукта процесса ацилирования с
80.8 ± 1.9 до 88.6 ± 2.0% и увеличение концентра-
ции целевого β-лактама в конце процесса в реак-
ционной смеси в 1.5 раза. Следует отметить, что
увеличение концентрации продукта S-p CFM в
конечной реакционной смеси по сравнению с
концентрацией CFM достигалось как за счет по-
вышения выхода продукта процесса трансформа-
ции, так и в результате достижения более высо-
кой начальной концентрации 7-ACA по сравне-
нию с начальной концентрацией 7-TMCA.

Таким образом, процесс биокаталитического
ацилирования 7-ACA метиловым эфиром ман-
деловой кислоты (рис. 1, трансформация 3) проте-
кал более эффективно, чем ацилирование 7-TMCA
(рис. 1, трансформация 2). Существенно, что хи-
мическая трансформация S-p CFM в CFM (рис. 1,
трансформация 4) может быть осуществлена без
выделения S-p CFM из реакционной смеси [11, 25]
и с экологической точки зрения предпочтительнее,
так как протекает в более мягких условиях, чем
химическая трансформация 7-ACA в 7-ТМСА
(рис. 1, трансформация 1). В связи с этим хими-
ко-биокаталитический синтез CFM через полу-
продукт S-p CFM представляется более перспек-
тивным для разработки конкурентоспособной
технологии получения данного антибиотика. Ра-
нее аналогичный вывод был сделан нами при со-

поставлении химико-биокаталитических путей
синтеза другого цефалоспоринового антибиоти-
ка – CEZ [11].

Работа выполнена в рамках Государственного
задания № 593-00003-19 ПР “Фундаментальные и
прикладные научные работы в области биотехно-
логии”.
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Alternative Synthesis of Cefamandole Using Biocatalytic Acylation Catalyzed 
by Immobilized Cephalosporin-Acid Synthetase

A. V. Sklyarenkoa, *, I. A. Groshkovaa, I. N. Krestyanovaa, and S. V. Yarotskya

a National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
*e-mail: asklyarenko@yandex.ru

The processes of biocatalytic acylation of 1-methyl-5-mercapto-1,2,3,4-tetrazolil-7-amino-cephalosporanic
acid (7-TMCA) and 7-amino-cephalosporanic acid (7-ACA) by methyl ester of  mandelic acid (MEMA) were
optimized using an immobilized cephalosporin-acid synthetase as biocatalyst. Under optimized conditions in
water-organic medium containing 43% (v/v) of ethylene glycol at 30°С with a spontaneous pH gradient in the
range of 8.0–6.0 the following yields of the bicatalytic transformations were reached: 80.8 ± 1.9% for acylation
of 7-TMCA (concentration 100–120 mМ) resulted in cefamandole (CFM) production, and 88.6 ± 2.0% for ac-
ylation of 7-ACA (concentration 140–170 mМ) resulted in semi-product of CFM (S-p CFM) production. In
case of the second process a concentration of an target β-lactam product in a final reaction mixture is one and
a half times higher than in case of the first one. Taking into account undoubted environmental benefits of a
chemical transformation of S-p CFM to CFM over a process of a chemical production of 7-TMCA from 7-ACA
we conclude that the second pathway of combined chemical and biocatalytic CFM synthesis is preferable.

Keywords: cefamandole, biocatalytic synthesis, cephalosporin-acid synthetase, acyl transfer synthesis, 7-ami-
nocephalosporanic acid, solubility of key aminoacids
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