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Сопоставлены два пути химико-биокаталитического синтеза антибиотика цефазолина (CEZ) из
7-амино-цефалоспорановой кислоты (7-ACA) с использованием в качестве биокатализатора иммоби-
лизованной рекомбинантной синтетазы цефалоспоринов-кислот. Первый путь состоял в химическом
замещении 3-ацетокси-группы 7-ACA с помощью 2-меркапто-5-метилтиадиазола с последую-
щим биокаталитическим ацилированием аминогруппы полученной 7-амино-3-[2-метил-1,3,4-тиа-
диазол-5-ил)-тиометил]-3-цефем-4-карбоновой кислоты (TDA) метиловым эфиром 1(Н)-тетразоли-
луксусной кислоты. Альтернативой являлось биокаталитическое ацилирование аминогруппы 7-ACA
с образованием полупродукта (S-p CEZ), который затем без выделения из реакционной смеси был
химически трансформирован в CEZ. Изучение и оптимизация каждого из биокаталитических про-
цессов показало ряд важных преимуществ ацилирования 7-ACA по сравнению с ацилированием
TDA в отношении выхода процесса, концентрации продукта в конечной реакционной смеси и то-
лерантности условий протекания процесса по отношению к активности и стабильности фермента.
С учетом несомненных экологических преимуществ процесса химической трансформации S-p CEZ
в CEZ по сравнению с процессом получения TDA из 7-ACA сделан вывод о предпочтительности хи-
мико-биокаталитического синтеза CEZ по второму пути.
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Цефазолин (6R,7R)-3-[(5-метил-1,3,4-тиади-
азол-2-ил)тиометил]-8-оксо-7-[(1H-тетразол-1-
ил)ацетиламино]-5-тиа-1-азабицикло[4.2.0]окт-
2-ен-2-карбоновая кислота (CEZ) является од-
ним из важнейших представителей класса цефа-
лоспоринов-кислот, включающего более полу-
тора десятков полусинтетических парентераль-
ных β-лактамных антибиотиков [1, 2]. Этот
антибиотик входит в перечень основных лекар-
ственных средств, рекомендуемых Всемирной
организацией здравоохранения.

В настоящее время мировое производство
CEZ составляет около 1000 метрических т в год
(в пересчете на свободную кислоту) [3] и базиру-
ется на методах химического синтеза. Исходя из
3-(ацетилоксометил)-7-амино-8-оксо-5-тиа-1-аза-
бицикло[4.2.0]окт-2-ен-2-карбоновой кислоты
(7-амино-цефалоспорановая кислота, 7-ACA)
получают 7-амино-3-[2-метил-(1,3,4-тиадиазол-5-
ил)-тиометил]-3-цефем-4-карбоновую кислоту
(TDA) путем замещения 3-ацетокси-группы дей-
ствием 2-меркапто-5-метилтиадиазола (MMTD) в

неводной среде в присутствии сильных кислот
[4, 5]. Затем аминогруппу TDA ацилируют акти-
вированными производными 1(Н)-тетразоли-
луксусной кислоты (TzAA) в неводной или вод-
но-органической среде при низкой температуре
(–40°С), используя защиту карбоксильной груп-
пы [6, 7].

Перспективной альтернативой химическому
синтезу β-лактамных антибиотиков, в том числе
CEZ и других цефалоспоринов-кислот, является
трансформация, катализируемая ферментами в
форме гетерогенных биокатализаторов. Исполь-
зование таких биокаталитических технологий поз-
воляет снизить экологическую нагрузку на окру-
жающую среду, а также повысить чистоту получа-
емых препаратов [2, 8–13].

Химико-биокаталитический синтез CEZ из
7-ACA может быть осуществлен двумя путями
(рис. 1). В первом случае 7-ACA превращают в
TDA традиционным химическим синтезом (рис. 1,
трансформация 1), а затем осуществляют биока-
талитическое ацилирование аминогруппы TDA с

УДК 577.151;579.66



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

АЛЬТЕРНАТИВНЫЙ СИНТЕЗ ЦЕФАЗОЛИНА 453

образованием CEZ (рис. 1, трансформация 2). Аль-
тернативным путем является использование био-
катализа для ацилирования аминогруппы 7-ACA
(рис. 1, трансформация 3) с последующим химиче-
ским превращением получаемого полупродукта
CEZ (S-p СЕZ) в целевой антибиотик (рис. 1,
трансформация 4). В обоих случаях ацилирую-
щим агентом служит активированное производ-
ное TzAA, а именно ее метиловый эфир (METzAA),
то есть осуществляется процесс синтеза с ациль-
ным переносом (кинетически-контролируемый
синтез) [2, 14], где TDA или 7-ACA выступают в

качестве исходного β-лактама – ключевой ами-
нокислоты (КА), а METzAA – в качестве ацили-
рующего агента (АА).

При проведении кинетически-контролируе-
мого синтеза β-лактамного соединения (CEZ или
S-p CEZ) фермент катализирует три конкурирую-
щие реакции [2, 14]:

− синтез целевого продукта путем переноса
ацильной группы АА (METzAA) на аминогруппу
в положении С7 β-лактамного ядра КА (TDA
или 7-ACA), сопровождающийся выделением ме-
тилового спирта;

Рис. 1. Пути химико-биокаталитического синтеза CEZ. Трансформации: 1 – xимический синтез TDA из 7-ACA;
2 ‒ биокаталитический синтез CEZ из TDA; 3 – биокаталитический синтез S-p CEZ из 7-ACA; 4 – xимический син-
тез CEZ из S-p CEZ.
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− гидролиз целевого продукта с образованием
соответствующей КА и TzAA;

− гидролиз METzAA с образованием TzAA и
метилового спирта.

Достигаемый выход целевого продукта опре-
деляется соотношением скоростей перечислен-
ных реакций и зависит от условий их проведения
и от начальных концентраций исходного β-лак-
тама и АА.

Оптимизация биокаталитического синтеза
β-лактамного антибиотика для разработки эко-
номически выгодного процесса должна быть на-
правлена на достижение высокого выхода продук-
та трансформации при использовании возможно
высокой начальной концентрации КА ( ) и воз-
можно низкого мольного избытка АА над КА

 [2]. Это обеспечивает достиже-

ние высокой концентрации целевого продукта
(CEZ или S-p CEZ) в конечной реакционной
смеси при минимизации остаточных концентра-
ций субстратов (TDA или 7-ACA и METzAA) и
побочного продукта (TzAA), что необходимо для
разработки эффективной процедуры выделения
антибиотика.

Одним из ферментов, высокоспецифичных к
синтезу CEZ и других цефалоспоринов-кислот, яв-
ляется синтетаза цефалоспоринов-кислот (Cepha-
losporin-acid synthetase, CASA КФ 3.5.1.11), назы-
ваемая также цефазолин синтетазой [2]. Фермент
синтезируется штаммами Escherichia coli, которые
были получены методами химического мутаге-
неза, такими как штаммы 1787 (Коллекция куль-
тур Государственного научного центра по анти-
биотикам, Россия) [15–17], FU-99-S [18], ВКПМ
B-10182 [19, 20] и CGMCC No. 3508 [19]. Путем
клонирования гена CASA, выделенного из штам-
ма ВКПМ B-10182, были получены штаммы E. coli
ВКПМ B-12206 [20, 21] и ВКПМ B-12316 [3], яв-
ляющиеся высокоэффективными продуцентами
рекомбинантной CASA. Ген CASA был иденти-
фицирован как прямой гомолог гена пенициллин
G ацилазы (Рenicillin G acylase, PGA) из штамма
E. coli ATCC 9637, несущего множественные мута-
ции, способствующие повышению уровня синте-
за фермента и его синтетазной активности [20].

В данной работе в качестве биокатализатора
был использован фермент CASA из рекомбинант-
ного штамма E. coli ВКПМ B-12316, иммобилизо-
ванный путем ковалентного связывания с эпокси-
активированным макропористым носителем [3]
(Immobilized Enzyme CASA – IECASA).

В обзоре, посвященном синтезу цефалоспори-
нов-кислот [2], были суммированы предыдущие
исследования по биокаталитическому получению
CEZ, катализируемому PGA или CASA из штам-
мов E. coli [15–18, 22–24]. Высокий выход 98%
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был достигнут при трансформации 7-ACA в полу-
продукт S-p СЕZ путем биокаталитического аци-
лирования с помощью METzAA, но лишь при
низкой начальной концентрации 7-ACA (  =
= 50 мМ) и трехкратном мольном избытке MET-
zAA над 7-ACA  = 3 M/M. Биокатализатором
служила PGA, иммобилизованная на глиоксила-
гарозе [23, 24]. При биокаталитической трансфор-
мации TDA в CEZ в водной среде с использовани-
ем в качестве биокатализатора CASA из мутантно-
го штамма E. coli FU-99-S, иммобилизованной в
полиакриламидном геле [2, 18], или CASA из ре-
комбинантного штамма E. coli ВКПМ B-12206,
ковалентно связанной с макропористым носите-
лем [2, 21], был достигнут выход CEZ более 90%,
однако лишь при относительно низкой начальной
концентрации TDA (  = 60–80 мМ) и высоком
мольном избытке METzAA над TDA (  ≥ 4 M/M).

Ранее авторами было проведено исследование
влияния рН и исходных концентраций TDA и
METzAA на эффективность кинетически-контро-
лируемого синтеза CEZ, учитывающее рН-зави-
симости растворимости всех компонентов реак-
ционной смеси [3]. На основе полученных дан-
ных был разработан способ биокаталитического
синтеза CEZ в водной среде при регулируемом
ступенчатом градиенте рН, делающий возможным
осуществление процесса при высокой исходной
концентрации TDA (  = 150–200 мМ) и обеспе-
чивающий выход CEZ 92–95% при  ≤ 3.5 М/М.
Использованный при этом биокатализатор, по-
лученный нами путем иммобилизации рекомби-
нантной CASA из штамма E. coli ВКПМ B-12316
на макропористом носителе, продемонстрировал
хорошую стабильность в ходе операционных ис-
пытаний, осуществленных в Сычуаньском инду-
стриальном институте антибиотиков (Китай) [3].

Цель работы – разработка способа получения
CEZ, включающего биокаталитический синтез по-
лупродукта из 7-ACA методом ацильного перено-
са и сопоставление эффективности двух альтер-
нативных методов получения антибиотика при
использовании биокатализатора IECASA.

МЕТОДИКА
Материалы. Образцы METzAA (чистота 98%,

определена методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии, ВЭЖХ) и MMTD, (чи-
стота 97%, ВЭЖХ) предоставлены Сычуаньским
индустриальным институтом антибиотиков (Ки-
тай). Остальные использованные реагенты: 7-ACA
(“Anhui BBCA Pharmaceutical”, Китай, чистота
97%, ВЭЖХ); натриевая соль CEZ (“Sigma-Al-
drich”, США стандарт, чистота 98%, ВЭЖХ); TzAA
(“Sigma-Aldrich” США стандарт, чистота 99.9%,
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ВЭЖХ). Образец S-p CEZ с ВЭЖХ чистотой 94.8%,
использовавшийся в качестве стандарта при ана-
лизах методом ВЭЖХ, а также для изучения рас-
творимости, был выделен осаждением при рН 2.0
из реакционной смеси, полученной путем биока-
талитического синтеза с последующей очисткой
методом перекристаллизации.

Получение биокатализатора IECASA. Исполь-
зованный в работе образец IECASA был получен
путем выделения CASA из биомассы клеток штам-
ма E. coli VKPM B-12316 и иммобилизации фер-
мента на макропористом эпокси-активирован-
ном носителе Seplite LX-1000EP (“Sunresin New
Materials”, Китай) как это описано в работе [3].
Синтетазная активность IECASA, определенная по
синтезу CEZ [3], составила 420 ME/г влажного био-
катализатора при содержании сухих веществ 37.2%.

За 1 международную единицу ферментативной
(синтетазной) активности образца в реакции синте-
за цефазолина (1 МЕ) принимали количество фер-
мента, катализирующее получение 1 мкмоль про-
дукта за 1 мин в растворе, содержащем 60 мМ TDA
и 240 мМ METzAA при рН 7.5 и 30°С.

Анализ методом ВЭЖХ. Анализы проб мето-
дом ВЭЖХ осуществляли в изократическом ре-
жиме с использованием хроматографа фирмы
Gilson (США), оснащенного УФ-детектором, на
колонке Spherisorb ODS, 250 × 4 мм с размером
частиц 7.5 мкм, при температуре 30°С, скорости
потока 1.0 мл/мин и детекции при 214 или 254 нм.
В качестве мобильной фазы использовали смесь
50 мМ фосфатно-аммонийного буфера с метано-
лом. Условия анализа различных реакционных
смесей методом ВЭЖХ и времена удерживания
компонентов (RT) приведены в табл. 1.

Проведение биокаталитического синтеза S-p CEZ.
Синтез S-p CEZ осуществляли в стеклянном ре-
акторе, оснащенном механической лопастной ме-
шалкой и системами контроля и поддержания рН
и температуры, при начальном объеме реакцион-
ной смеси 75 мл. Исходный раствор субстратов
(7-АСА и METzAA) с выбранными начальными
концентрациями (  и ) готовили при 30°С и
постоянном перемешивании. Аликвоту 7-АСА
суспрендировали в 0.3 М фосфатно-натриевом бу-
фере (ФБ) с рН 8.3, суспензию перемешивали до
прекращения снижения рН, затем при интенсив-
ном перемешивании небольшими порциями до-
бавляли 2 М NaOH вплоть до полного растворения
7-АСА при рН 6.8–7.2. В полученный раствор вно-
сили аликвоту METzAA, перемешивали до раство-
рения и доводили объем раствора до 75 мл 0.3 М ФБ
с рН 7.0. При умеренном перемешивании при 30°С
запускали процесс синтеза внесением IECASA в
раствор субстратов в количестве 1.8 г влажного
биокатилизатора (концентрация фермента в реак-
ционной смеси CE = 10 МЕ/мл). В ходе синтеза рН
спонтанно снижался до 6.0, а затем его поддержи-
вали на этом уровне путем добавления 2 М NaOH
до завершения процесса. Процесс останавливали,
отделяя биокатализатор от реакционной смеси
фильтрованием на пористом стеклянном фильтре.

Для изучения динамики синтеза S-p CEZ в
пробах, отбираемых из реакционной смеси по хо-
ду процесса, методом ВЭЖХ определяли содер-
жание четырех компонентов: S-p CEZ, 7-АСА,
METzAA и TzAA. Процесс синтеза проводили до
достижения стабильного плато на зависимости те-
кущей концентрации S-p CEZ от времени. Мак-
симальную степень трансформации 7-АСА в S-p

o
KAC o

AAC

Таблица 1. Условия анализа реакционных смесей методом ВЭЖХ

Реакционная смесь Компонент
Мобильная фаза

Детекция, 
нм

RT, 
минpH буфера Содержание 

метанола, % (об./об.)

Биокаталитический синтез S-p CEZ 7-ACA 2.1 21 254 3.2–3.5
S-p CEZ 5.5–6.5
TzAA 1 214 3.0–3.3
METzAA 10–11

Модификация S-p CEZ с образованием CEZ 7-ACA 2.1 28 254 2.8–3.0
S-p CEZ 3.9–4.3
MMTD 5.3–5.7
CEZ 9.0–9.5

Биокаталитический гидролиз S-p CEZ 7-ACA 2.1 21 254 3.2–3.5
Биокаталитический гидролиз CEZ TDA 4.0 24 254 6.8–7.2
Растворимость 7-ACA 7-ACA 2.1 21 254 3.2–3.5
Растворимость S-p CEZ S-p CEZ 2.1 21 254 5.5–6.5
Растворимость CEZ CEZ 4.0 28 254 6.0–6.5
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CEZ (максимальный выход S-p CEZ  %) рас-

считывали по формуле  где  –

максимальная концентрация целевого продукта
(средние данные на плато);  – начальная кон-
центрация КА.

Определение бимолекулярных констант реакций
гидролиза CEZ и S-p CEZ. Процессы гидролиза
CEZ или S-p CEZ, катализируемые IECASA, про-
водили в конических колбах, помещенных в во-
дяной шейкер-инкубатор, при постоянном пере-
мешивании при 30°С в 0.3 М ФБ, рН 6.5, варьи-
руя начальные концентрации гидролизуемого
β-лактамного соединения (С o, мМ) в пределах от
5 до 30 мМ. Каждая реакционная смесь, объемом
10 мл содержала 30–40 мг влажного биокатализа-
тора с известным содержанием сухих веществ.
Текущую концентрацию образующейся амино-
кислоты (TDA или 7-ACA) в реакционной смеси
определяли методом ВЭЖХ, отбирая пробы каж-
дые 3–5 мин. По линейному участку кривой на-
копления продукта определяли начальную ско-
рость гидролиза CEZ или S-p CEZ в пересчете на
1 г сухого биокатализатора (V, мМ мин–1 г–1). Ре-
зультаты, согласно методу Лайнувера–Берка [25],
представляли в виде зависимости 1/V от 1/Co, по-
лученные прямые обрабатывали в программе Exсel
и рассчитывали бимолекулярные константы гидро-
литического процесса, отнесенные к 1 г сухого био-
катализатора (Vmax/Km, мин–1 г–1), где Km (мМ) –
константа Михаэлиса, Vmax (мМ мин–1 г–1) – мак-
симальная скорость ферментативной реакции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Растворимость соединений, вовлеченных в про-
цессы биокаталитического синтеза CEZ и S-p CEZ.
В реакционной смеси, получаемой при биоката-
литическом синтезе β-лактамного антибиотика
методом ацильного переноса, присутствуют че-
тыре компонента: целевой продукт (CEZ или S-p
CEZ), КА (TDA или 7-ACA), АА (METzAA) и по-
бочный продукт (TzAA). Учет их растворимости
является важным инструментом оптимизации про-
цессов биокаталитической трансформации и по-
следующего выделения целевого продукта. [3, 26].
Имеющиеся в литературе данные о растворимо-
сти указанных выше соединений, а также резуль-
таты изучения растворимости 7-ACA, S-p CEZ и
CEZ, полученные в настоящей работе, приведе-
ны в табл. 2.

Ранее [3] в условиях, моделирующих процесс
синтеза CEZ, были изучены растворимость не-
электролита METzAA, рН-зависимость раство-
римости аминокислоты TDA и продемонстриро-
ван эффект перенасыщения раствора TDA при

max,η
max

max prod
o
KA

100,
C

C
η = × max

prodC

o
KAC

снижении рН. Полученные данные позволили
разработать эффективный метод биокаталитиче-
ского синтеза CEZ в ступенчатом градиенте рН с
использованием исходной концентрации TDA
(  = 150–200 мМ), многократно превосходящей
ее растворимость при нейтральных рН, оптималь-
ных для функционирования биокатализатора.

В настоящем исследовании были изучены рН-
зависимости растворимости таких компонентов ре-
акционной смеси синтеза S-p CEZ, как КА (7-ACA)
и целевой продукт S-p CEZ, а также антибиотика
CEZ, получаемого в той же реакционной смеси
без выделения полупродукта путем замещения в
нем 3-ацетокси-группы с помощью MMTD. Вли-
яние pH на растворимость 7-АСА, S-p CEZ и CEZ
изучали методом насыщения [26, 27] в условиях,
подобранных ранее для биокаталитического син-
теза CEZ (0.3 М ФБ, 30°С) [3]. Методика проведе-
ния эксперимента описана в работах [3, 26].

Зависимость от рН растворимости (S, М) мо-
нокарбоновых кислот S-p CEZ и CEZ, а также
TzAA описывается уравнением (1):

(1)

Зависимость от рН растворимости (S, мМ) ами-
нокислот (7-ACA и TDA), имеющих по две ионо-
генные группы, описывается уравнением (2):

(2)

В условиях полного протонирования карбок-
сильной группы аминокислоты, то есть при ней-
тральных и щелочных значениях рН, применимо
уравнение (2.1):

(2.1)

В уравнениях (1), (2) и (2.1) использованы следу-
ющие обозначения:

[H+] – концентрация ионов водорода при за-
данном рН, мМ;

K1 – константа ионизации карбоксильной
группа монокарбоновой кислоты или аминокис-
лоты, мM;

K2 – константа ионизации аминогруппы ами-
нокислоты, мM;

So – растворимость индивидуальной незаря-
женной формы монокарбоновой кислоты (харак-
теристическая растворимость электролита), мM;

S± – растворимость индивидуальной электро-
нейтральной цвиттерионной формы аминокисло-
ты (характеристическая растворимость электроли-
та), мM.

o
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Использование приведенных выше уравнений
позволяло рассчитывать константы, определяю-
щие растворимость электролитов [26].

На рис. 2а показана линеаризация в координа-
тах уравнения (2.1) (S vs. 1/[H+]) эксперименталь-
ных данных, полученных при изучении влияния
рН на растворимость аминокислоты 7-ACA в обла-

сти рН, близкой к значению pK2, известному из
литературных данных (табл. 2) [28]. Линеаризация
экспериментальных данных, полученных при изу-
чении влияния рН на растворимость монокарбо-
новых кислот S-p CEZ и CEZ в кислой области
рН, представлена на рис. 2б и 2в соответственно.
Рассчитанные значения характеристической рас-
творимости (S± или So) и констант ионизации
аминогруппы аминокислоты (pK2) или карбок-
сильной группы монокарбоновых кислот (pK1) со-
поставлены с опубликованными ранее данными в
табл. 2. Величины pK2 и S± для 7-ACA, определен-
ные нами в 0.3 М ФБ при 30°С, практически совпа-
дали с константами, определенными в 0.1 М NaCl
при 20°С [28]. Сопоставление констант, опреде-
ленных для 7-ACA и TDA в одинаковых условиях
(0.3 М ФБ, 30°С), показало, что замена 3-ацеток-
си-группы на MMTD приводило к смещению ве-
личины рK2, характеризующей ионизацию амино-
группы в С7 положении β-лактама, на 0.5 единиц в
щелочную область и к 10-кратному уменьшению S±.
Это влечет за собой существенное снижение рас-
творимости аминокислоты в диапазоне рН 6.0–8.0,
используемом для осуществления биокаталити-
ческого синтеза. В случае монокарбоновых кис-
лот S-p CEZ и CEZ замена 3-ацетокси-группы на
MMTD также снижала характеристическую рас-
творимость в 10 раз. При этом величина рK1, ха-
рактеризующая ионизацию карбоксильной груп-
пы в С4 положении β-лактама, незначительно
смещалась в щелочную область (на 0.17).

Сопоставление констант, определенных для
CEZ в воде при 20°С [15] и в 0.3 М ФБ при 30°С,
свидетельствовало о том, что увеличение ионной
силы среды и повышение температуры не влияло
на величину pK1, но почти вдвое снижало харак-
теристическую растворимость So.

На рис. 3 показаны рассчитанные с использо-
ванием констант, представленных в табл. 2, теоре-
тические кривые зависимости растворимости ком-
понентов реакционных смесей, получаемых при
биокаталитическом синтезе CEZ и S-p CEZ, от рН.

Растворимость METzAA, не являющегося элек-
тролитом, не зависела от рН. Ранее было установ-
лено [3], что в 0.3 М ФБ при 30°С она составляла
1440 мМ (табл. 2), что позволяло использовать
METzAA в высоких концентрациях как АА при
биокаталитическом синтезе. В случае TzAA низкое
значение рK1 и высокое значение So (табл. 2) уже
при рН 2.7 обеспечивали высокую растворимость
S = 2560 мМ (рис. 3, 5). В области рН 6.0–8.0, где
протекают реакции, катализируемые IECASA [3],
растворимость этого побочного продукта процес-
сов синтеза с ацильным переносом столь высока,
что его выпадение в осадок не может осложнять
процесс при доступных исходных концентрациях
субстратов.

Рис. 2. Зависимость растворимости КА и продуктов
биокаталитического синтеза от рН (30°C, 0.3 M ФБ):
а – 7-ACA – в координатах уравнения (2.1); б – S-p
CEZ, в – CEZ в координатах уравнения (1).
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При биокаталитическом синтезе CEZ низкая
растворимость TDA в рабочем диапазоне рН 6.0–
8.0 (рис. 3, кривая 1) являлась основным ослож-
няющим фактором для приготовления исходной
реакционной смеси и осуществления процесса
при высокой исходной концентрации КА ( )
без выпадения осадка в ходе синтеза [3]. В диапа-
зоне рН 6.0–8.0 растворимость 7-ACA примерно в
32 раза превосходила растворимость TDA (рис. 3,
кривые 1, 2), что обеспечивало существенные пре-
имущества процесса биокаталитического синтеза
S-p CEZ по сравнению с синтезом CEZ, как на ста-
дии приготовления исходной реакционной смеси,
так и при проведении биокаталитической транс-
формации.

Кривая, описывающая зависимость раствори-
мости S-p CEZ от рН, сдвинута в сторону низких
значений рН по сравнению с соответствующей
кривой для CEZ (рис. 3, кривые 3 и 4), а уровень
значений S для полупродукта более чем в 130 раз
превосходит растворимость CEZ при том же рН.
Например, при рН 4.0 растворимость S-p CEZ и
CEZ составляла 2300 мМ и 17 мМ соответствен-
но. В рабочем диапазоне рН 6.0–8.0 оба продукта
прекрасно растворимы, что обеспечивало их со-
хранение в растворе в процессе биокаталитиче-
ской трансформации. Растворимость продуктов в
области низких рН важна для разработки метода
выделения их из конечной реакционной смеси
путем осаждения. Относительно высокая раство-
римость S-p CEZ при рН около 2.0 была негатив-
ным фактором, так как влекла за собой потери
продукта при осаждении. В этой связи целесооб-
разна разработка процесса химической трансфор-
мации S-p CEZ в CEZ непосредственно в конеч-
ной реакционной смеси после биокаталитической
трансформации без выделения полупродукта.

Биокаталитический синтез полупродукта CEZ,
катализируемый IECASA. Биокаталитическую
трансформацию 7-ACA в S-p CEZ осуществляли в
0.3 М ФБ при 30°С, CE = 10 МЕ/мл, варьируя

 в диапазоне 55–320 мМ и  в диапазоне
1.5–3.5 М/М при  не более 830 мМ, что не
превышало растворимость METzAA в условиях
опыта (табл. 2, рис. 3, кривая 6). Высокая раство-
римость 7-ACA при рН близких к нейтральному
(рис. 3, кривая 2), позволила во всем использо-
ванном диапазоне  растворять ее при рН ~ 7.0.
Это являлось существенным преимуществом пе-
ред процедурой приготовления раствора КА для
синтеза CEZ [3], когда из-за низкой растворимо-
сти TDA ее необходимо растворять при высоком
рН (вплоть до 8.5), неблагоприятном для стабиль-
ности β-лактама, при этом удавалось достичь 
не более 200 мМ. Начинать синтез CEZ приходи-
лось также при рН 8.2–8.3, неблагоприятном для
активности и стабильности IECASA [3].

o
KAC

o
KAC oX

o
AAC

o
KAC

o
KAC

Синтез S-p CEZ начинали при рН 6.8–7.2 по-
сле последовательного внесения METzAA и био-
катализатора в раствор 7-ACA и проводили при
спонтанно снижающемся рН с 7.0 до 6.0, т.е. в
условиях, оптимальных для функционирования и
стабильности IECASA. Далее поддерживали
рН 6.0 до завершения трансформации. Снижение
рН по ходу процесса синтеза β-лактама обуслов-
лено образованием свободной TzAA – продукта
побочных гидролитических реакций, в первую
очередь METzAA (рис. 1). Снижение рН может
сопровождаться выпадением в осадок неацили-
рованной КА, если ее остаточная концентрация,
превысит растворимость данного соединения при
текущем рН, как это наблюдалось при трансфор-
мации слабо растворимой TDA в CEZ в спонтан-
ном градиенте рН от 8.2–8.3 до 6.0 [3]. Критиче-
ское значение рН, при котором происходило
выпадение КА, зависит от констант ионизации
аминокислоты, определяющих рН-зависимость
ее растворимости (табл. 2), а также от операцион-
ных параметров  и  определяющих при за-
данных температуре и CE степень трансформации
КА в целевой β-лактам к моменту достижения
критического рН. Для осуществления процесса
синтеза CEZ был разработан ступенчатый гради-
ент рН, при котором на фоне самопроизвольного
снижения рН реакционной смеси от начального
значения 8.2–8.3 последовательно проводили его
искусственное поддержание на уровнях 6.8 и 6.0,
что обеспечивало сохранение TDA в растворе [3].

o
KAC o,X

Рис. 3. Теоретические кривые зависимости раствори-
мости от рН, рассчитанные с использованием кон-
стант в табл. 2: 1 – TDA, 2 – 7-ACA (30°C, 0.3 M ФБ),
уравнение (2); 3 – CEZ; 4 – S-p CEZ (30°C, 0,3 M ФБ)
уравнение (1); 5 – TzAA (20°C, вода), уравнение (1);
6 – METzAA (30°C, 0.3 M ФБ).
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В настоящем исследовании трансформацию
7-ACA в S-p CEZ в диапазоне рН от 7.0 до 6.0 осу-
ществляли в спонтанном градиенте, и при этом
процесс не был осложнен выпадением КА даже
при высоком избытке METzAA (  = 3.0 М/М),
способствующем интенсивному выделению TzAA,
в сочетании с  вплоть до 275 мМ. Раствори-
мость 7-ACA закономерно падала при снижении
рН (рис. 3, кривая 2) до S = 60 мМ при рН 6.0, од-
нако в выбранных операционных условиях ее
уровень во всем рабочем диапазоне рН был доста-
точно высок для сохранения нетрансформиро-
ванной КА в растворе. Снижение избытка АА до

 = 2.5 М/М позволяло осуществить синтез S-p
CEZ в спонтанном градиенте рН и при более высо-
кой начальной концентрации 7-ACA  = 320 мМ.

На рис. 4 показана зависимость от времени со-
става реакционной смеси, образующейся при ки-
нетически-контролируемом синтезе S-p CEZ, ка-
тализируемом IECASA, а именно, динамика рас-
хода КА 7-ACA и АА METzAA, а также динамика
накопления целевого β-лактама S-p CEZ и по-
бочного продукта TzAA. При этом динамика от-
носительной концентрации S-p CEZ отражает за-
висимость выхода целевого продукта синтеза от
времени по отношению к содержащему β-лактам
субстрату (7-ACA). Важной особенностью про-
цесса является наличие продолжительного плато
на кривой накопления S-p CEZ, когда достигает-
ся максимальный выход продукта ( ). Как и в

oX

o
KAC

oX

o
KAC

maxη

случае синтеза CEZ, катализируемого IECASA [3],
наличие плато объясняется установлением продол-
жительного кинетического равновесия между
процессами синтеза и гидролиза β-лактамного
продукта. Сохранение 100%-ного баланса как по
β-лактам-, так и по тетразолил-содержащим
компонентам (рис. 4) свидетельствовало об от-
сутствии в системе неконтролируемых побоч-
ных процессов, в том числе связанных с разру-
шением β-лактама.

С целью оптимизации процесса синтеза S-p
CEZ, катализируемого IECASA, была осуществ-
лена серия экспериментов при различных 
(55–320 мМ) и  (1.5–3.5 М/М) в стандартных
условиях, выбранных ранее [3] для синтеза CEZ
(30°С, CE = 10–12 МЕ/мл, 0.3 М ФБ). Был исполь-
зован спонтанный градиент рН от рН 7.0 ± 0.2 до
рН 6.0, с последующим поддержанием рН 6.0 ± 0.1
с помощью добавления 2 М раствора NaOH до за-
вершения процесса. Эффективность процесса ха-
рактеризовали величиной максимального выхода
S-p CEZ (  %), рассчитанного как среднее зна-
чение на плато накопления целевого продукта. Вре-
мя достижения максимальной концентрации S-p
CEZ в реакционной смеси составляло 25–50 мин, в
зависимости от операционных условий.

Полученные результаты по синтезу S-p CEZ,
катализируемому IECASA, обобщены в виде зави-
симостей максимального выхода продукта от 

o
KAC

oX

max,η

o
KAC

Рис. 4. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе S-p CEZ,
катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, CE = 10 МЕ/мл,  = 320 мМ,  = 800 мМ,  = 2.5 М/М). 1 – 7-ACA;
2 – S-p CEZ, рассчитаны по отношению к  3 – баланс (%) по β-лактаму, сумма относительных концентраций
7-ACA и S-p CEZ; 4 – METzAA; 5 – TzAA, рассчитаны по отношению к  6 – баланс (%) по TzAA – сумма относи-
тельных концентраций S-p CEZ, METzAA и TzAA.
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(рис. 5, кривые 1, 1а) и от  (рис. 6, кривая 1), а
также сопоставлены с полученными ранее резуль-
татами по биокаталитическому синтезу CEZ [3]
(рис. 5, кривые 2, 3; рис. 6, кривые 2, 3). Осу-
ществление синтеза CEZ в спонтанном градиенте
рН (рис. 5, кривая 3; рис. 6, кривая 3) позволило
достичь  = (92 ± 2)%, но только при  =
= 100–140 мМ и  = 3.1–3.5 М/М (рис. 5, кри-
вая 3). Повышение исходной концентрации TDA
до  ≥ 145 мМ приводило к падению выхода
CEZ до 85% и ниже (рис. 6, кривая 3) из-за выпа-
дения осадка TDA при снижении рН в ходе про-
цесса. Выпадение TDA в осадок удавалось предот-
вратить при осуществлении синтеза CEZ в сту-
пенчатом градиенте рН (рис. 5, кривая 2; рис. 6,
кривая 2). При этом в диапазоне концентраций
TDA  = 150–200 мМ при  = 3.1–3.5 М/М до-
стигался выход  = (93.5 ± 1.5)%. Эти условия
могут быть приняты как оптимальные для синте-
за CEZ, катализируемого IECASA.

S-p CEZ удавалось синтезировать с более вы-
соким выходом  = (96.5 ± 1.5)% в спонтанном
градиенте рН в пределах концентраций 7-ACA

oX

max
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KAC
oX

o
KAC

o
KAC oX

maxη

maxη

 = 175–275 мМ при  = 3.0 М/М ( рис. 5, кри-
вая 1; рис. 6, кривая 1). Существенно, что при вы-
соких концентрациях 7-ACA кривая зависимости

 от  (рис. 6, кривая 1) выходила на плато
при  = 3.0 М/М, а снижение мольного избытка
до  = 2.5 М/М сопровождалось незначительным
падением выхода до  = (95.0 ± 1.5)% (рис. 5,
кривая 1а).

Увеличение выхода в процессе кинетически-
контролируемого синтеза, катализируемого
IECASA, при замене TDA на 7-ACA являлось, в
частности, результатом меньшей специфично-
сти фермента к побочной реакции гидролиза це-
левого β-лактама (S-p CEZ по сравнению CEZ).
Специфичность IECASA к гидролизу CEZ и S-p
CEZ оценивали по бимолекулярным констан-
там соответствующих процессов, определен-
ным по методу Лайнувера–Берка (рис. 7). Бимо-
лекулярные константы гидролитических процессов
(Vmax/Km, мин–1 г–1), рассчитанные по представлен-
ным прямым, составляли 0.24 ± 0.01 мин–1 г–1 и
0.18 ± 0.01 мин–1 г–1 для CEZ и S-p CEZ соответ-
ственно, т.е. целевой продукт кинетически-кон-
тролируемого синтеза S-p CEZ гидролизовался

o
KAC oX

maxη oX
oX

oX
maxη

Рис. 5. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (  %) от исходной концентра-
ции КА (  мМ) при синтезе с ацильным перено-
сом, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, CE =
= 10–12 МЕ/мл): 1 – синтез S-p CEZ из 7-ACA и
METzAA; спонтанный градиент рН в диапазоне от
7.0 ± 0.2 до 6.0, далее поддержание рН 6.0 ± 0.1;  =
= 2.9–3.1 М/М; 1а – то же при  = 2.5 М/М; 2 – син-
тез CEZ из TDA и METzAA при  = 3.1–3.5 М/М,
ступенчатый градиент рН от 8.2–8.3 с поддержанием
рН 6.8 ± 0.1 и рН 6.0 ± 0.1; 3 – синтез CEZ из TDA и
METzAA при  = 3.1–3.5 М/М, спонтанный градиент
рН от 8.2–8.3 до 6.0, далее поддержание рН 6.0 ± 0.1.
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Рис. 6. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (  %) от исходного мольного
избытка АА над КА (  М/М) при синтезе с ациль-
ным переносом, катализируемом IECASA при 30°C,
0.3 M ФБ, CE = 10 МЕ/мл: 1 – синтез S-p CEZ из
7-ACA и METzAA при  = 180–330 мМ; спонтан-
ный градиент рН в диапазоне от 7.0 ± 0.2 до 6.0, далее
поддержание рН 6.0 ± 0.1; 2 – синтез CEZ из TDA и
METzAA;  = 150–200 мМ; ступенчатый градиент
рН от 8.2–8.3 до 6.0 с поддержанием уровней рН 6.8 ±
± 0.1 и рН 6.0 ± 0.1; 3 – то же при  = 145–170 мМ;
спонтанный градиент рН от 8.2–8.3 до 6.0, далее под-
держание рН 6.0 ± 0.1.
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IECASA на 30% менее эффективно, чем продукт
синтеза CEZ.

Оптимизация процесса синтеза β-лактама, ка-
тализируемого IECASA, была направлена на дости-
жение максимального выхода целевого продукта
при максимальной допустимой величине  и ми-
нимальной допустимой величине  что обеспе-
чивало высокую концентрацию целевого продук-
та в реакционной смеси после трансформации
при минимизации содержания примесей (оста-
точная КА и TzAA – продукт побочных гидроли-
тических процессов). В табл. 3 результаты ряда
экспериментов по синтезу CEZ и S-p CEZ в раз-
личных условиях сопоставлены по параметрам
эффективности процесса, таким как максималь-
ный выход продукта по отношению к β-лактамно-
му субстрату (  %) и состав конечной реакци-
онной смеси после трансформации. В конечной
реакционной смеси определяли концентрации це-
левого продукта (CEZ или S-p CEZ) – Сprod (мМ),
КА (TDA или 7-ACA) – СКА (мМ) и суммарную кон-
центрацию АА и побочного продукта (METzAA и

o
KAC

o,X

max,η

TzAA) – СME + TzAA (мМ). Последние два компонен-
та учитываются суммарно, так как перед выделе-
нием целевого продукта остаточный METzAA лег-
ко может быть гидролизован до TzAA.

Осуществление синтеза CEZ в оптимальных
условиях с использованием ступенчатого градиен-
та рН позволило при  = 3.4 М/М, исходя из мак-
симально допустимой  = 200 мМ (табл. 3), осу-
ществить трансформацию с выходом  = 93.9%
и достичь в реакционной смеси концентрации
антибиотика Сprod = 190 мМ при СКА = 12 мМ и
СME + TzAA = 490 мМ. Процесс синтеза S-p CEZ при
практически такой же  = 204 мМ был осуществ-
лен в более простом спонтанном градиенте рН с су-
щественно более высоким выходом  = 97.7%,
несмотря на использование меньшего избытка
ацилирующего агента  = 3.0 М/М (табл. 3). Это
обеспечило повышение концентрации целевого
β-лактама в реакционной смеси до Сprod = 200 мМ
при соответствующем снижении СКА и СME + TzAA
до 5 и 415 мМ соответственно. Использование
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Рис. 7. Определение бимолекулярных констант гидролиза CEZ (1) и S-p CEZ (2), катализируемого IECASA при 30°С
и 0.3 М ФБ, методом Лайнувера–Берка.
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Таблица 3. Параметры эффективности процессов синтеза CEZ и S-p CEZ, катализируемых IECASA

Синтезируемый
β-лактам

Условия процесса
 %

Конечная реакционная смесь

Исходный рН Градиент рН  мМ  М/М Сprod, мМ СКА, мМ СME + TzAA, мМ

CEZ 8.3 Ступенчатый 200 3.4 93.9 190 12 490
S-p CEZ 7.05 Спонтанный 204 3.0 97.7 200 5 415

7.20 Спонтанный 276 3.0 95.7 265 12 565
7.20 Спонтанный 322 2.5 94.5 305 18 500

max,ηo
KA,C o,X
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более высоких исходных концентраций 7-ACA
= 276 мМ и  = 322 мМ (табл. 3) позволило

достичь высокого выхода S-p CEZ около 95% и
увеличить концентрацию целевого продукта в ре-
акционной смеси в 1.3–1.5 раза по сравнению с
оптимальным процессом синтеза CEZ практически
без увеличения остаточного содержания КА. При
этом по сравнению с оптимальным процессом син-
теза CEZ величина СME + TzAA возросла на 15% при

 = 3.0 М/М и лишь на 2% при  = 2.5 М/М.
S-p CEZ может быть трансформирован в CEZ

непосредственно в реакционной смеси, получен-
ной при биокаталитическом синтезе, после от-
деления биокатализатора. Инкубация с MMTD,
взятом в трехкратном мольном избытке по отно-
шению к S-p CEZ, позволяла при 65°С и рН 6.0–
6.5 достичь степени трансформации полупродук-
та в CEZ, равной 96.5%. Оптимизация процесса
трансформации будет осуществлена в ходе даль-
нейших исследований, связанных с разработкой
процесса выделения и очистки CEZ.

Сопоставление биокаталитического синтеза
CEZ, исходя из TDA, и S-p CEZ, исходя из 7-ACA,
(рис. 1, стадии 2 и 3) свидетельствовало о ряде
важных преимуществ второго процесса:

− приготовление исходного раствора 7-ACA
при нейтральном рН (вместо рН 8.2–8.5 для рас-
твора TDA) с достижением более высокой 

− осуществление процесса синтеза S-p CEZ в
простом спонтанном градиенте рН 7.0–6.0, бла-
гоприятном для активности и стабильности фер-
мента, вместо ступенчатого градиента рН от 8.3
до 6.0, используемого при синтезе CEZ;

− повышение выхода целевого β-лактама в оп-
тимизированных для каждого процесса условиях
с (93.5 ± 1.5)% до (96.5 ± 1.5)%;

− повышение концентрации целевого β-лакта-
ма в конечной реакционной смеси в 1.3–1.5 раза;

− возможность использования продукта био-
каталитического ацилирования 7-ACA метило-
вым эфиром TzAA в качестве полупродукта для
получения не только CEZ, но и цефалоспорино-
вого антибиотика цефтезола.

Получение CEZ через трансформации 3 и 4
(рис. 1) может быть осуществлено как единый
процесс без выделения S-p CEZ из реакционной
смеси. Следует отметить также, что процесс хи-
мической трансформации S-p CEZ в CEZ (рис. 1,
трансформация 4), протекающий при 30°С в вод-
ной среде, с экологической точки зрения предпо-
чтительнее получения TDA из 7-ACA (рис. 1,
трансформация 1), осуществляемого при низкой
температуре (–40°С) в среде токсичных реагентов
(BF3, CH3CN). Можно заключить, что химико-
биокаталитический синтез CEZ по пути прямого
биокаталитического ацилирования 7-ACA пред-
ставляется перспективной заменой традицион-

o
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KAC

oX oX

o
KA;C

ному пути, использующему биокаталитическое
ацилирование TDA.
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Alternative Synthesis of Cefazolin Using Cephalosporin-Acid Synthetase 
A. V. Sklyarenkoa, *, I. A. Groshkovaa, A. I. Sidorenkoa, and S. V. Yarotskya

aState Research Institute for Genetics and Selection of Industrial Microorganisms 
of National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

*e-mail: asklyarenko@yandex.ru

Two routes of chemical-enzymatic synthesis of cefazolin (CEZ) starting from 7-aminocephalosporanic acid
(7-ACA) using immobilized recombinant cephalosporin-acid synthetase as the biocatalyst were compared.
The first one consists of chemical substitution of 3-acetoxy group of 7-ACA using 2-mercapto-5-methylth-
iadiazol followed by enzymatic acylation of amino group of produced 7-amino-3-[2-methyl-(1,3,4-thiadi-
azol-5-il)-thiomethyl]-3-cephem-4-carboxylic acid (TDA) with methyl ester of 1(H)-tetrazolylacetic acid.
The alternative one consists of enzymatic acylation of amino group of 7-ACA and chemical transformation
of produced semi-product (S-p CEZ) to CEZ without S-p CEZ isolation from the reaction mixture. Study
and optimization of both enzymatic processes were performed. It was shown that acylation of 7-ACA has
some important advantages as compared to the acylation of TDA, namely, in relation to the yield, to the con-
centration of the product in final reaction mixture, and to the tolerance of reaction conditions for the
enzyme activity and stability. Taking in to account the environmental benefits of the chemical transforma-
tion of S-p CEZ to CEZ compare with the preparation of TDA from 7-ACA it was concluded that chemi-
cal-enzymatic synthesis of CEZ on the second route is promising.

Ключевые слова: cefazolin, enzymatic synthesis, biocatalysis, cephalosporin-acid synthetase, solubility,
7-aminocephalosporanic acid



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


