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B Streszczenie: Wigkszo$¢ naturalnych antybiotykdéw powstaje w wyniku biosyntezy, wykorzystujac odpo-
wiednie szczepy grzybdéw i bakterii. Jednak w przypadku penicylin pétsyntetycznych i cefalosporyn wykorzy-
stywane sg metody tradycyjnej syntezy chemicznej. Wymaga to zastosowania czesto toksycznych odczyn-
nikéw oraz duzych naktadéw energii. Przetomem w produkcji tych antybiotykdw byta synteza antybiotykéw
B-laktamowych w $rodowisku wodnym, z wykorzystaniem enzymoéw. Przyktadem takiego antybiotyku jest
amoksycylina, czesto stosowana razem z kwasem klawulanowym jako inhibitorem B-laktamaz. Otrzymany
w ten sposob antybiotyk cechuje wysoka czysto$¢ i brak zanieczyszczen typowych dla syntezy chemicznej. Za-
stosowane metody maja charakter ekologiczny i wpisujg sie w szeroko rozumiane pojecie ,Green Chemistry”.
Stowa kluczowe: amoksycylina, synteza enzymatyczna, antybiotykooporno$é.

B Abstract: The most of natural antibiotics are produced by biosynthetic methods from the appriopriate
strains of bacteria and fungus. However, in case of semisynthetic penicillins and cephalosporins the methods
of chemical synthesis are applied. These productions require often toxic chemicals and large energy con-
sumption. Synthesis of B—lactam antibiotics in water solution using enzymes in their production was a turning
point. Amoxycillin often applied with clavulanic acid is good example of that medicine. Amoxycillin obtained
this way is characterized by high purity and lack of pollutions typical for chemical synthesis. These methods
have ecological nature and are compliant with term “Green Chemistry”. Key words: amoxicillin, enzymatic
synthesis, antimicrobial resistance.

tywnos$¢ do substratéw, co zapewnia wy-
| Wprowadzenie sokg jako$¢ powstajgcego produktu. Sam
Procesy z udziatem enzymow sg powszech-  proces enzymatyczny polega na katalizowa-
nie wykorzystywane w przyrodzie i stano-  niu reakcji chemicznych przez odpowiedni
wig podstawe wszystkich proceséw bioche-  enzym z witasciwych dla niego substratow.
micznych zachodzgcych w organizmach zy- W wyniku tego powstaje produkt charak-
wych. Enzymy sg zatem biokatalizatorami,  teryzujacy sie konkretnymi, oczekiwanymi
ktére cechuje wysoka specyficzno$¢ i selek-  witasciwosciami.
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Wiele wfasciwosci  enzymoéw  jest od
dawna wykorzystywanych w przemysle spo-
zywezym, zwtaszcza w produkeji zywnosci.
Rowniez wiele naturalnych antybiotykdw
jest produkowanych przez bakterie i grzyby
z wykorzystaniem ich wtasnych procesow
enzymatycznych. Natomiast przetfom stanowi
zastosowanie enzymoéw w syntezie potsyn-
tetycznych penicylin i cefalosporyn, i jest to
niewatpliwie przysztos¢ w syntezie lekow. Re-
akcje te przebiegajg w tagodnym $rodowisku
i nie wymagajg tak duzych naktadéw ener-
gii, dzieki nim ogranicza sie ilos¢ produktow
ubocznych, co korzystnie wptywa na Srodowi-
sko. Juz wiele firm farmaceutycznych zwréci-
to uwage na korzysci ptynace z zastosowania
proceséw enzymatycznych [1].

B Amoksycylina i kwas klawulanowy

Amoksycylina nalezy do aminopenicylin, czy-
li penicylin pdtsyntetycznych i jest jednym
z najczesciej przepisywanych antybiotykdw
0 szerokim zakresie dziatania. Znajduje sie
w grupie antybiotykdw B-laktamowych, ktére
charakteryzujg sie dziataniem bakteriobdj-
czym. Kazdy antybiotyk z tej grupy hamuje
synteze $ciany komdrkowe] bakterii. Enzymy
odpowiedzialne za budowe $ciany komdrko-
wej sg hamowane przez antybiotyki z grupy
B-laktamoéw, m.in. amoksycyline. Ponadto
dodatkowym dziataniem antybiotykdéw z tej
grupy jest wptyw na autolize komorki bakte-
ryjnej poprzez unieczynnienie inhibitoréw hy-
drolaz, dzieki czemu szybciej dochodzi do sa-
mozniszczenia bakterii. Ze wzgledu na moz-
liwo$¢ wystgpienia opornosci na antybiotyki
B-laktamowe, ktora jest wynikiem wytwarza-
nia przez drobnoustroje B-laktamaz, amoksy-
cylina jest taczona z kwasem klawulanowym,
ktdry jest inhibitorem tychze enzymoéw. Kwas
klawulanowy jest naturalnym antybiotykiem,
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wytwarzanym przez Streptomyces clavuli-
gerus. W swojej budowie ma (podobnie jak
amoksycylina) pierscien B-laktamowy. Sam
kwas klawulanowy ma stabe dziatanie prze-
ciwbakteryjne i nie jest stosowany w monote-
rapii. Wykazuje natomiast bardzo silng inhibi-
cje B-laktamaz, dzieki czemu nasila dziatanie
potaczonych z nim antybiotykéw [2,3,4].
Produkcja wiekszosci pdtsyntetycznych
antybiotykéw B-laktamowych odbywa sie
na drodze syntezy chemicznej. W procesie
tym kwas 6-aminopenicylanowy (6-APA)
reaguje ze zwigzkiem bedacym prekurso-
rem tancucha bocznego amoksycyliny (po-
chodng kwasu 6-aminopenicylanowego).
Mimo do$¢ duzej wydajnosci (okoto 90%)
tradycyjny proces chemiczny wymaga nhie-
zwykle agresywnych zwigzkéw chemicznych,
takich jak chlorki kwasowe lub krzemowe
grupy protekcyjne oraz duzych objetosci bar-
dzo toksycznych rozpuszczalnikéow [5,6]. Dla-
tego przetomem byty badania podjete przez
firme DSM (Delft, Holandia) nad biosyntezg
antybiotykow B-laktamowych w Srodowisku
wodnym, z wykorzystaniem enzymow [7].

B Enzymy i ich znaczenie w produkgji
amoksycyliny

Enzymy znajdujg sie w kazdej komdrce zwie-
rzecej, roslinnej, a takze w komdrkach mikro-
organizmoéw. Ich gtéwnga rolg jest katalizowa-
nie reakcji zachodzacych w poszczegdlinych
cyklach i szlakach przemian biochemicznych
komorki. Wazng cechg kazdego enzymu jest
jego specyficznos¢ dotyczaca substratu, co
oznacza, ze moze on katalizowac tylko okre-
$long reakcje. Jest to uwarunkowane struk-
turg przestrzenng enzymu, a Scislej strukturg
jego centrum aktywnego, ktére w specyficzny
sposob faczy sie z konkretnym substratem.
Reakcja ta jest typem reakcji ciagtej, dlatego
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enzymy mogg w sposob nieprzerwany kata-
lizowa¢ odpowiednig dla siebie reakcje. Jesli
nie sg narazone na dziatanie czynnikdw, ktdre
bedg miaty destrukcyjny wptyw na ich aktyw-
no$¢, mogg wowczas pracowac bez przerwy,
do catkowitego wyczerpania substratu. Miedzy
innymi z tego wzgledu zwrécono na nie uwa-
ge przy produkcji roznego rodzaju substancji
wykorzystywanych w  przemysle farmaceu-
tycznym, np. do produkcji aminopenicylin
i cefalosporyn. Produkcja z wykorzystaniem
enzymow jest czesto korzystniejsza niz synteza
tego samego produktu na drodze chemicznej.
Sprzyjaja temu takie czynniki jak optymalizacja
warunkow zachodzacej reakgji, czyli pH, tem-
peratura, odczynniki chemiczne, produkt o po-
zgdanej konfiguracji stereochemicznej, ktéra
wykazuje okreslone dziatanie farmakologiczne,

a takze czas, w jakim mozna go uzyskac.
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Ryc. 1. Synteza chemiczna amoksycyliny [9]
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Ryc. 2. Synteza enzymatyczna amoksycyliny [5]
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Kwas 6-aminopenicylanowy

6-aminopenicylanowy

W przypadku amoksycyliny przeprowa-
dzono szereg badan majacych na celu usta-
lenie optymalnych warunkdéw jej wytwarzania
z uzyciem immobilizowanych enzymow bak-
teryjnych, pozyskiwanych gtéwnie ze szcze-
pow Escherichia coli.

W biosyntezie antybiotykéw B-laktamowych
zazwyczaj stosowany jest enzym produkowany
przez grzyby i bakterie: acylaza penicyliny G
(Penicillin G Acylase) — PGA, ktorej zadanie po-
lega na katalizowaniu reakcji przytaczenia estru
metylu p-hydroxyfenyloglicyny (HPGM) z kwa-
sem 6-aminopenicylanowym (6-APA), w wyni-
ku czego powstaje czasteczka amoksycyliny.

Reakcja z zastosowaniem enzymu jest
selektywna, co oznacza, ze nie powstajg pro-
dukty uboczne charakterystyczne dla reakcji
chemicznych oraz stosuje sie fagodne $rodo-
wisko reakcji, bez uzycia rozpuszczalnikow
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Ryc. 3. Obraz struktury enzymu PGA [10]

organicznych, stosowanych podczas czysto

chemicznej syntezy amoksycyliny, 1j.:

* jzopropanolu

e chlorku piwalowego

* kwasu piwalowego

e chlorku metylenu

e dimetyloacetamidu i trietyloaminy [11,12].
Taka synteza umozliwia tez zredukowanie

ilosci produktdw ubocznych reakcji syntezy, co

w konsekwencji przyczynia sie do zmniejszenia

(0 okoto 50%) utylizowanych substancji che-

micznych, gazéw, jak réwniez redukcji zanie-

czyszczen 0 90%, dzieki czemu zdecydowanie

ogranicza sie zanieczyszczenie Srodowiska.

| -50% -50% \
I I
Emisje Emisje Odpady
do powietrza do wody
[Jchemiczna [l enzymatyczna

Ryc. 4. Poréwnanie emisji zanieczyszczer emitowanych przy pro-
dukgji syntezy chemicznej i syntezy enzymatycznej [7]
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Ograniczenie korzystania z organicznych roz-
puszczalnikdw powoduje, ze poprawia sie czystose
otrzymanego produktu o okofo 1,6%, co przyczy-
nia sie do podwyzszenia jakosci amoksycyliny [71.

B DSM Pure Actives — pionier w enzymatycznej
produkcji amoksycyliny

0d 1997 r. holenderska firma DSM Sinochem
Pharmaceuticals, Netherlands B.V. jako pierw-
sza na $wiecie zaczefa produkowaé antybiotyki
B-laktamowe metodg syntezy biokatalitycznej.
Pierwszym uzyskanym w ten sposéb antybioty-
kiem byfa cefaleksyna, nalezaca do cefalosporyn.
W 2002 r. na rynek zostat wprowadzony prepa-
rat, ktory jako pierwszy zawierat amoksycyline
zsyntetyzowang na zasadzie biokatalizy. Wyda-
rzenie to wptynefo na utworzenie wspdlnej nazwy
dla otrzymywanych w ten sposob antybiotykdw
B-laktamowych — DSM Pure Actives. Na uwage
zastuguie fakt, iz dzieki zastosowaniu takiej pro-
dukcji znacznie zmniejsza sie emisja gazéw do at-
mosfery (0 okoto 50%) i toksycznych produktow
ubocznych do wody (o okoto 50%), co zalicza jg
do tzw. Green Chemistry [7,13,14,18].

B Dwaw jednym

Poczatkowo wprowadzenie do lecznictwa anty-
biotykdw dawato nadzieje na rozwigzanie pro-
blemu choréb infekcyjnych. Jednak nadmierne
i nieuzasadnione ich stosowanie, w tym rdw-
niez w weterynarii, spowodowato pojawienie sie
zjawiska lekoopornosci u coraz wiekszej liczby
szczepdw. Réwnoczesnie nie ma nowych prze-
tomowych odkry¢ w tej dziedzinie. Jednym ze
sposobdow walki z lekoopornoscig jest stosowanie
lekdw ztozonych z dwdch antybiotykow lub an-
tybiotyku i inhibitora enzymu unieczynniajacego
ten antybiotyk. Sam pomyst nie jest nowy i sto-
sowany byt w przypadku sulfonamidéw (Bisep-
tol = sulfametoxazol + trimetoprim). Podobnie
jest w przypadku antybiotykéw B-laktamowych.
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Odkrycie czynnika niwelujacego dziatanie peni-
cylin — enzymoéw B-laktamaz byfo o tyle istotne,
ze zmusito naukowcow do poszukiwan zwigz-
kéw hamujacych te enzymy. Aby zapobiec dzia-
taniu B-laktamaz, niektére antybiotyki fgczy sie
z inhibitorami B-laktamaz (takimi jak np. kwas
klawulanowy, sulbaktam, tazobaktam) — ryc. 5.

H (0]
20 OH .0 OH
1 7)J - \s)< o NN
N N )
I “, 20 //!jl\‘j/ ."/N\/)
T A O
(0] i
HO 0©
kwas klawulanowy sulbaktam tazobaktam

Ryc. 5. Struktura chemiczna inhibitoréw f-laktamaz [17]

Szereg preparatéw zawiera amoksycyline i kwas
klawulanowy, ale tylko w niektérych z nich amok-
sycylina jest pozyskiwana na drodze syntezy en-
zymatycznej. Wptywa to na czystos¢ substancii
czynnej i wysokg jakoSC leku. Tak otrzymana
amoksycylina nie ma pozostatosci rozpuszczalni-
kow organicznych, ktdre mogg uczulaé pacjentéw,
ponadto charakteryzuje sie dfuzszym okresem
waznosci, a wiec i dziatania. Jednak, jak kazdy
antybiotyk nalezacy do grupy penicylin, moze po-
wodowac dziatania niepozadane w postaci reakcji
uczuleniowych. Wystepujg one zwfaszcza u 0s6b
nadwrazliwych na dziatanie penicylin. Dlatego
bardzo waznym aspektem terapii zakazenia bak-
teryjnego jest przeprowadzenie dokfadnego wy-
wiadu z pacjentem przed rozpoczeciem leczenia
amoksycyling z kwasem klawulanowym. Wiele
wielkoczasteczkowych  zwigzkdw  biologicznie
czynnych moze wystepowa¢ w postaci kilku izo-
merdw optycznych, réznigcych sie przestrzennym
ufozeniem podstawnikéw w kazdym z nich. Na
0gdt produktem klasycznej syntezy chemicznej sg
mieszaniny poszczegdlinych izomerdw. Jedynie
reakcje przebiegajace na drodze biosyntezy sg na
tyle selektywne, ze zapewniajg otrzymanie Scisle
okre$lonych izomeréw i tak tez jest w przypadku
amoksycyliny.
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Podsumowujac, wykorzystanie procesu
enzymatycznego w produkcji amoksycyliny
niesie za sobg wiele korzysci dla pacjentéw
i $rodowiska (tab.1).
Tab. 1 Korzysci z zastosowania procesu enzymatycznego
w produkgji amoksycyliny

Korzysci dla pacjenta

wysoka jako$¢ leku — wysoka skutecznos$¢ dziatania

wysoka czystos¢ amoksycyliny — poprawa smaku
preparatu

lepsza biodostepnosé leku
dtuzszy termin waznosci leku

zmniejszenie zanieczyszczen — zmniejszenie ilosci
substancji mogacych wywotywaé uczulenie

Korzysci dla Srodowiska

minimalizacja produktéw ubocznych reakcji enzyma-
tycznej — mniej zanieczyszczen

mniej emitowanego CO, do atmosfery
mniej zanieczyszczen emitowanych do wody

zminimalizowanie aparatury do produkcji antybiotyku
— ograniczenie zuzycia energii

zmniejszenie degradacji fauny i flory
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