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GvoD

Porfyriny jsou cyklické tetrapyrroly vznikajici spoje-
nim ¢tyf pyrrolovych jader methinovymi miistky. Bioche-
micky jsou fyziologickymi prekurzory tetrapyrrolovych
komplexti s kovem jako je hem, chlorofyl a kobalamin.
V pfirodé jsou tyto komplexy obsaZeny napf. v krevnim
barvivu, listové zeleni a cytochromech, coZ jsou sloude-
niny zprostfedkovavajici zakladni biologické funkce jako
je transport kysliku, fotosyntéza a biologicka oxidace.
Proto i biosyntéza hemu pati{ fylogeneticky mezi nej-
starSi metabolické drahy a je totoZna u vSech eukaryont-
nich organismi.

Porfyriny se pouZivaji jako standardy v metodach kli-
nické biochemie a jako substrdty pro stanoveni aktivit
enzymi biosyntézy hemu. Perspektivni je vyuZiti porfy-
rind a jejich derivatd v diagnostice a terapii nadorovych
onemccnéni [1]. Pro tento afel se vyuZiva schopnosti
porfyrini hromadit se v nddorové tkani. Tyto tkané lze
potom snadno diagnostikovat na zaklad& charakteristic-
ké Cervené fluorescence nakumulovanych porfyrind. PFi
terapeutickém vyuZiti porfyrinii se nakumulované porfy-
riny excituji vhodnym svételnym zdrojem, pficemZ se
tkan v blizkém okoli nekrotizuje pravdépodobné vznika-
jicim singletovym kyslikem [2].

Volné porfyriny nalézame v pfirodé za nepatologic-
kych podminek pouze vyjime&n# (napf. protoporfyrin se
nachazi v harderské Zlaze hlodavcli a ve skofapkach
vajec nékterych ptakd, urcporfyrin v krunyfi mé&kkyst,
v pefi papouska Turacco apod.]). Vyskyt vétstho mnoZstvi
porfyrind byl zaznamendn u nékterych mikroorganismii
jako u bakterii rodu Arthrobacter, Corynebacterium
diphteria, Rhodopseudomonas spheroides, Mikrococcus
lysodeikticus, Brevibacterium, Sarcina bacteria, kvasinek
atd. [3—7].

Dosud jsou porfyriny pirevazné ziskavany izolaci
z exkretli pacienti s porfyrickou chorobou. Trh dlouhou
dobu zasoboval prof. With porfyriny izolovanymi z mode
byka postiZeného touto chorobou. Byl téZ popsadn zpiisob
izolace porfyrini z rlistového média bakterii rodu Arthro-
bacter [8].

Vzhledem k tomu, Ze do budoucna lze predpokladat
zvySeny zajem o porfyriny, jsou v soucasné dobé hleda-
ny jejich nové zdroje. JelikoZ je syntéza hemu totoZnéa
u vSech eukaryontnich organismi, nabizi se vyuZit pro
syntézu porfyrini metabolickou drdhu syntézy hemu.
Biosyntéza hemu je vSak sloZity metabolicky proces vy-
Zadujici -podle druhu vysledného produktu 4 aZ 7 enzymil
této metabolické drahy. Biosyntéza hemu je jeit&é kom-
plikovdna dvoji buné&énou lokalizaci, nebof syntéza za-
¢ind v mitochondriich, pfesouvad se do cytosolu a je za-
konéena opét v mitochondriich. Mimoto substrat tohoto
cyklu, sukcinyl koenzym A, je té€Zko dostupny, a proto
je simulace tohoto biosystému ,,in vitro“ velmi obtiZnym
probléemem. Zatim se ji, pokud je ndm zndmo, nepodafilo
extracelularné uskutecénit.

My jsme se pokusili uvedeny problém vyFesit vyuZi-
tim celych bunék za Gcelem intracelularni produkce por-
fyrin@ ,,in vivo“. Pro-dlouhodobou kontinualni kultivaci
jsme pouZité buiiky — kvasinky Saccharomyces cerevi-
siae — imobilizovali do algindtového gelu.

MATERIAL A METODY

Kultivace kvasinek

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae (RIBM -75) se se-
mijaerobné Kultivovaly v syntetickém médiu (kvasniény

autolyzat 5,0 g; mocovina 1,0g; siran hofeCnaty 0,5 g;
dihydrogenfosfore¢nan draselny 1,0 g; sacharosa 1000 g
v 1 litru vody) po dobu 36 h pfi 38 °C [9].

Imobilizace kvasinek

Kvasinky sklizené v exponencidlni fdzi se po promyti
imobilizovaly v 3% Ca-algindtu = (@ pelet 1,8 aZ
2,2 mm, koncentrace kvasinek — 1,25 g sudiny ve 100 ml
pelet). Peletky se skladovaly pfi 4°C. Piivodni aktivitu
zachovavaly nejméné 1 meésic.

Zarizeni pro kontinualni kultivaci

Reaktor byl vytvofen kolonou (25 X 300 nebo 70
X 700 mm), do niZ se médium davkovalo peristaltickou
pumpou (Zalimp 304, PLR). N&plii reaktoru tvofilo 150
nebo 1800 ml peletek. Prokvaseny substrat se jimal v ko-
lektoru frakci (FCC 860, k. p. Laboratorni piistroje, Praha).

Izolace porfyrinii

Porfyriny se izolovaly z okyseleného prokvaseného
substrdtu sorpéni technikou na SEPARON SIX C18 (k. p.
Laboratorni pfistroje, Praha). Sorbované porfyriny se
promyly vodou a eluovaly methanolem.

Purifikace porfyrinii

Esterifikace

Porfyriny se esterifikovaly 5% kyselinou sirovou v me-
thanolu. Estery porfyrinG se vytfepaly do chloroformu.
Chloroformovy roztok esterii porfyrinG se neutralizoval
5% hydrogenuhli¢itanem sodnym a tiikrat promyl des-
tilovanou vodou.

Adsorpéni chromatografie

Estery porfyrini se dé&lily na sloupci silikagelu (30
X 700 mm) v mobilni fazi chloroform, n-heptan (1:1,
obj.). Vzorek se nanesl v 10 ml mobilni faze.

Krystalizace

Porfyriny se piekrystalizovaly ze smési chloroform-
methanol pZi laboratorni teploté.

Kvalitativni analgza

Chloroformovy odparek se rozpustil v definovaném
mnoZstvi CHCl; a porfyriny se analyzovaly technikou vy-
sokoufinné kapalinové chromatografie. Pro analyzu jsme
pouZili pfistrojovou sestavu k. p. Laboratorni pfistroje
Praha. Vzorky se separovaly na koloné SEPARON SIX
NH, v mobilni féazi skladajici se z 57 % ethylacetdtu
v n-heptanu (obj.). Priitok byl 0,4 ml.min—-1. Vzorek se
nasttikoval v mnoZstvi 10 gl [10].

Kvantitativni analjza

Koncentrace porfyrind v prokvageném substratu oky-
seleném zredénou kyselinou chlorovodikovou (¢ =
= 1mol.1-!) v poméru 1 + 1 (obj.) se stanovila fluo-
rimetricky na spektrofluorimetru MPF 44 (Perkin Elmer,
USA; excitace 400 nm, emise 594 nm) nebo spektro-
fotometricky na spektrofotometru Spekord M-40 (Carl
Zeiss Jena, NDR; excitace 400 nm) [9, 12]. Koncen-
trace glukosy a mocoviny se stanovila na automatickém
analyzdtoru ASTRA 4 (Beckman, USA). Sacharosa se pred
stanovenim hydrolyzovala kyselinou sirovou (¢ = Q5
mol.1-1 T = 70°C, t = 5 min). Koncentrace glycinu se
stanovila fotometricky reakci s p-benzochinonem [11].
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Obr. 1. Schéma aparatury pro kontinudlni kultivaci imobilizovangmi kvasinkami
1 — nadoba s kultivatnim médiem, 2 — peristaltickdi pumpa, 3 — pritokovy reaktor, 4 — ndplii imobilizovanych kvasinek,
5 — jimka na CO, 6 — kolektor frakci, 7 — pfivod CO,
VYSLEDKY

Produkce porfyrini

Vsddkovd kultivace

Nejprve jsme se snaZili najit nejvhodnéjsi sloZeni mé-
dia pro produkci porfyrind. Pro tento déel jsme v prvé
fazi imobilizované kvasinky kultivovali vsadkové pri
teplot& 20°C (*1°C). Z celé fady zkouSen§ch substratd
se ukézalo jako nejvhodn&j3i médium obsahujici glukosu
a mocovinu. Tabulka 1 shrnuje vysledky vsadkovych kul-
tivaci kvasinek pfi vzristajicich koncentracich glukosy
a mocoviny. Z tabulky je ziejmé, Ze maximalni produkce
koproporfyrinu se dosdhla v pfipadé glukosy pfi kon-
centraci 9g.1-1 a v pfipadé mocoviny pFi S5g.1-L
Kultivaéni doba u téchto zkousek byla 144 hodin.

Kontinudlni kultivace
Pro kontinualni produkci porfyrini jsme sestavili apa-

raturu, jejiZ schéma je na obrdzku 1. Médium se privadi
ze zasobni néddoby peristaltickou pumpou odspodu do

Tabulka 1. Vliv koncentrace substrdti (glukosy a modo-
- viny) v médiu na produkci koproporfyrinu imobilizova-
ngmi kvasinkami pri vsddkovich kultivacich

Koncentrace
substrati

v médiu

(B 1—7]

Produkce
a)

29 34 40 43 58 88 102 88 102 140 66

porfyrinu |
(nmol . 1-1)
Produkce

b) | 18 26

porfyrinu
(nmol . 1=1)

19 60 60 90 53 40 33 35 29

a) z glukosy
b) z mocoviny

pritokového reaktoru napln&ného imobilizovanymi kva-
sinkami. Objem reaktoru ¢&inil 200 ml v analytické a
2000 ml v semipreparativni fazi. Zfedovaci rychlost byla
ve vSech pfipadech 0,2 h—!a teplotni re#im se udrZoval ve
stejném rozsahu jako vsddkové kultivace. Prokvaseny
substrat se odvad&l prepadem od hladiny do kolektoru
frakci nebo se pfimo zpracovaval. S touto aparaturou
v analytickém méfitku (napli reaktoru &inila 150 ml
imobilizovanych kvasinek) jsme ov&Fili vysledky ziskané
pri vsadkové Kkultivaci. Ve dvaceti¢tyFhodinovych inter-
valech se sledovala v piislusnych frakcich zavislost pro-
dukce porfyrini na sloZenf média. Tyto experimenty pro-
kdzaly, Ze v této sestavé je moZno produkovat porfyriny
alespoil jeden mésic pri jedné naplni reaktoru. Prcdukce
porfyrinli kolisala pfibliZng ve &tyfdennich intervalech
(obr. 2).

Vysledna celkova produkce porfyrind v patnactiden-
nim kultivaénim cyklu je shrnuta v tabulce 2. Z tabul-
ky je zfejmé, Ze nejvy33i produkce, tj. 720 nmold porfy-

-
+
<

—» koncentrace porfyrind (nmel.1™")

——=den kultivace

Obr. 2. Produkce porfyrini pri kontinudlni kultivaci imo-
bilizovanymi kvasinkami
SloZeni média — 5g.1-1 glukosy,
150 ml peletek, zifedovaci rychlost — 0,2 h—1

objem reaktoru —
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Tabulka 2. Zdvislost produkce porfyrind imobilizovangmi
kvasinkami na slozeni média®)

slo%-ni | Koncentrace | Spotfeba l Produkce
méd'ia substrdtu substrdtii | koproporfyrinu
(g.1=1 | (%) | tnmol)
|
1. sacharosa 1 100
glycin 1 0—1 70
jantaran sodny | 1 b [
2. glukosa E 5 30—50 | 500
3. glukosa 2 | 100 720
mocovina | 1 [ 1-2
| |
| |

a) 15denni produkce, pritokovy reaktor byl naplnén 150 ml pele-
tek, zredovaci rychlost 0,21 . h-1
b) neméreno

rinQ, se dosdhlo pfi pouZiti glukosy a mocoviny jako
substratii. V pribéhu téchto experimentli nas také zaji-
malo, ve které Casti reaktoru se nejvice produkuje por-
fyrin a jaka je aktivita kvasinek z hlediska produkce por-
fyrinti v riiznych €astech reaktoru. Proto jsme z riznych
vySek sloupce peletek odebirali kvasici substrat a mefili
koncentrace porfyrinti. Po ukonceni kontinualni kultiva-
ce jsme sloupec peletek rozdélili podle vysky na ¢Ctyfi
frakce (A— spodni aZ D — horni) a vsaddkovou kultivaci
ve stejném médiu urc€ili zachovany stupen schopnosti
syntetizovat porfyriny. V¢sledky jsou zachyceny v tabul-
ce 3. Hodnoty koncentrace porfyrinG v priibéhu konti-
nuélni kultivace dokladaji, Ze porfyriny jsou maximé&lné
vytvafeny ve spodni €&sti kolony, tj. tou frakci kvasinek,

Tabulka 3. Gradient koproporfyrinu na koloné a rychlost
stdrnuti kvasinek

Ze kvasinky z frakce A rychleji ztraceji schopnost syn-
tetizovat porfyriny. Z téchto experimentll vyplyva, Ze vy-
hodné&jsi bude pouZiti reaktoru s lep3i dostupnosti sub-
strdtu k jednotlivym vrstvdm imotilizovanych kvasinek.

Dalsi experimenty jsme provadéli v semipreparativnim
méritku s reaktorem o objemu 2 000 ml (obr. 3). Vysled-
ky semipreparativnich kultivaci jsou shrnuty v tabulce 4.

Tabulka 4. Semipreparativni
imobilizovangmi kvasinkami

produkce koproporfyrinu

g | ’ | spotreba substrath |
£ | & Iquba O]hj:m | Produkce
‘Z | kultivace | eludtu o | porfyrini
) “ | glukosa mocovina
a (tydny] | (1) ‘ (mg)
Ea | (8) { (8] [

: | | 1 .
a) o | ’ ‘
t] 8 70 } 350 ‘ 17,5 2,30
2 2 120 ’ 600 i 12,0 4,13

Koncentrace Koncentrace
a)
Frakee koproporfyrinu koproporfyrinu
(nmol . 1-1) (nmol . 1-1)
T
E [ 7 |
D 8 7
Cc 8 8
B 6 3
A 4 | 2
|
a) v reaktoru
b) pfi vsddkové kultivaci (4 ml peletek, 50 ml média, 48 h)

ke které se privadi cerstvé médium. NiZ§i hodnotu kon-
centrace porfyrin v prokva3eném substratu vytékajicim
z reaktoru (frakce E) neZ ve frakci D lze vysvétlit obté-
kdnim média podél stén kolony. Tabulka déle ukazuje,

4
1

Obr. 3. Schéma reaktoru pro kontinudlni kultivaci imobi-
lizovaniymi kvasinkami {70 X 700 mm)
1 — pfivod média, 2 — hladina naplné, 3 — sitka pro od-
déleni naplné, 4 — pryZova zatka

a) slozeni média (5 g glukosy; 0,25 g mocoviny)
b) sloZeni média (5 g glukosy; 0,1 g mocoviny)
c) kultivace provadéna pouze v pracovnich dnech

Pri téchto experimentech jsme vyprodukovali 2,30 a
4,13 mg koproporfyrinu z 350 a 600 g glukosy. Prokvase-
ny substrat obsahujici porfyriny jsme pouZili pro izolaci
porfyrind.

Izolace porfyrinii

ProtoZe koncentrace koproporfyrinu v médiu byla velmi
nizka (fadové 100 nmol.1-1), museli jsme pouZit G&inny
izolatni postup. Nejlep3ich vysledki jsme dosahli
sorpéni technikou kapalina-pevna faze. Jako sorbent
jsme pouZili silikagel potaZeny nepolarni fazi (SEPARON
SIX C18). VytéZek této metody byl témé&fF 100%, piicem?
porfyriny se ze sorbentu vymyvaly methanolem.

Déle jsme pristoupili k purifikaci vyizolovaného ko-
proporfyrinu. Prvnim stupném byla esterifikace ve smési
methanol-kyselina sirova, nésledovana vytrepem esteri
porfyrint do chloroformu. Porfyriny jsme dale ¢istili jiZ
ve formé ester sloupcovou chromatografii na silikage-
lu. Ziskanou frakci jsme néasledne dodistili krystalizaci
ze smesi chloroform-methanol pri laboratorni teploté.

Cistotu produktii jednotlivfch stupiii purifikace jsme
kontrolovali technikou vysokouc¢inné kapalinové chroma-
tografie (HPLC). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.
Cistotu vysledného produktu jsme také overili technikou
tenkovrstvé chromatografie (TLC). Vysledny produkt
byl z hlediska HPLC i TLC analyzy €Cisty. Shoda nameére-
nych spektralnich dat s daty literarnimi potvrdila éisto-
tu vysledného produktu. Celkové ztraty pti purifikacnich
a izolaénich stupnich nepfesdhly 55 0.

Tabulka 5. Analjza produkti z jednotlivgch stupnid puri-
fikace?)

| Zastoupeni jednotlivich frakci (%)
et —
vzorek b) ¢) | Suburoporiy- Ostatni
4 COOH 5 COOH | riny primési
1
d) |
1 %8 | 0,9 0,3 2,0
e) |
2 992 | 0,8 0 0
1) |
3 1000 | 0 0

a) analyza provedena HPLC

b} koproporfyrin

¢) pentakarboxyporfyrin

d) vzorek po extrakci kapalina-pevna faze y o

e] vzorek po chromatografii na kolon& plnéné silikagelem
f) vzorek po krystalizaci

DISKUSE

VyuZiti semiaerobn& péstovanych kvasinek, jako mo-
delu pro studium latek ovliviiujicich syntézu porfyring,
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nas inspirovalo k jejich vyuZiti pro produkci porfyrin.
Za ucelem ziskdni dlouhodobého zdroje porfyrind jsme
kvasinky imobilizovali do alginatového gelu.

Kontinudlni produkce jsme dosahli sestavenim jedno-
duché aparatury. Pivodni médium pouZivané pro narist
bunéfné hmoty jsme postupné zjednoduiovali a obmég-
fiovali. Experiment4lng jsme prokazali, Ze Zivotnost imo-
bilizovanych kvasinek je dostateéna i bez kvasni¢ného
extraktu, a %e pro produkci porfyrinii kvasinkam posta-
Cuje médium skladajici se ze sacharosy a z prekurzori
syntézy hemu, glycinu a jantaranu sodného. Vy33i pro-
dukce je dosaZeno pfi pouZiti samotné glukosy jako
uhlikatého zdroje. NejlepSich vysledkd jsme dosahli
s médiem obsahujicim glukosu jako zdroj uhliku a mo-
Covinu jako zdroj dusiku. JelikoZ molarni pomér spotie-
bované glukosy k moc¢oviné je daleko vy3$i ne% teoretic-
ky molédrni pomér pro tvorbu porfyrind (6 molt glukosv
a 2 moly mocoviny na 1 mol koproporfyrinu), je gluko-
sa vice vyuZivdna pro jiné metabolické pochody.

Pravidelné kolisani produkce porfyrinQi pfi kontinual-
nim zpisobu kultivace pravdépodobné souvisi s Zivotnimi
cykly kvasinek, nebot uvaZovany vliv kysliku rozpuste-
neho v médiu (koncentrace Kkysliku stoupla vZdy pri do-
plnéni média) jsme vyloucili zv§$enim tenze oxidu uhli-
¢itého v médiu.

Semiaerobné kultivované kvasinky produkuji pFevazné
koproporfyrin (viz analyza HPLC). To je zpfisobeno
pravdépodobné inhibici koproporfyrinogen Ill-oxidasy
(E.C.1.3.3.3), ktera vyuZiva Kkysliku jako akceptoru vo-
diku uvolnéného pii dehydrogenaci [12].

Izolace

Pouzity zplsob izolace, extrakce kapalina-pevna faze,
umoZiuje relativné selektivni zakoncentrovani porfyrinti
z média i pfes jejich nizkou koncentraci pri vysokém
vytéZzku. Nasledujici purifikaéni postup, zpracovavajici
porfyriny ve formé esterii, umoZnuje ziskat z hlediska
spektralni analyzy, HPLC a TLC &isty kone&ny produkt.
Celkové ztraty pfi izolaci nepresahly 55 %.

ZAVER

Jednoduchost uvedeného postupu pro produkci i izola-
ci porfyrini v kontinudlnim provedeni umoZiiuje podle
naseho nézoru zvétSeni parametri aparatury, a tim i zvy-
Seni produkce, kterou jsme pouze vyzkouseli v podmin-
kdch klinické laboratofe s nizkoobjemovym reaktorem
(2000 ml). Univerzalnost navrZeného postupu umoZiiuje
vyuZiti riznych mutant kvasinek se schopnosti produko-
vat dal$i meziprodukty syntézy hemu. Pfi hodnoceni uve-
deného postupu je tfeba uvaZit, Ze se jednd o produkt,
ktery v malém mnoZstvi skryva zna¢nou hodnotu. Proto
je v pripadé porfyrinti zajimavd i nizkoobjemova pro-
dukce.
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V préaci je navrZen zpiisob biotechnologické produkce
a izolace koproporfyrinu. Pro produkci porfyrinii jsme
pouzili kvasinek Saccharomyces cerevisiae (RIBM - 75).
Tyto kvasinky jsme imobilizovali v 3% alginatovém gelu
a takto stabilizované pouZili jako napli pritokového
reaktoru. Koproporfyrin je kontinudlné vytvdren z média
obsahujiciho uhlikaty a dusikaty zdroj (glukosa a mo-
tovina). Jednoduchd aparatura umoZiiuje dlouhodobou
produkci pri jedné néplni reaktoru (alesporni 30 dni).

Porfyriny jsou z meédia izolovdny a koncentrovany
extrakéné technikou kapalina-pevna faze (SEPARON SIX
C18) pfi vysokém vytéZku. Extrahované porfyriny jsou
esterifikovany a jako estery &istény chromatograficky
na sloupci silikagelu a krystalizacne, Vysledny produkt
byl z hlediska vysokou&inné kapalinové chromatografie
Cisty. Popsany postup umoZiiuje vyuZiti riiznych mutant
kvasinek se schopnosti produkovat ostatni meziprodukty
syntézy hemu.

Koran, . - Iinepa, Al. - Hupca, M. - Kopaau, B. - Kauep,
M.: KontunyanbHas npopykums KonponoppHpHHa HMMOOH-
AH30BAHHLIMK JIPOXKIKamy M H30AAuMs npopykrta. Knac.
npywm., 34, 1988, Ne 6, ctp. 168—172.

B paboTte npeioxen cnoco6 GHOTEXHOMOrHYUCCKOTO NPOH3-
BOIACTBA M H30JsiltHu  Konponophupnna. [las npoaykumm
NOpGHPHHOB  GBIIH  NIPHMEHEHBl  APOHKH Saccharomyces
cerevisiae (RIBM 75). 3TH APO#KH OBIH HMMOGHINIO-
Banbl B 3% aabrHHATOBOM rese M TakuM 06pa3oM cTadu-
JIH30BaHHBIe TIDHMEHEHLI B KAUecTBE HANOJHeHHs NPOTOYHOTO
peaktopa. Konponoppupun wenpepmisHo oGpaayetcs n3
Cpeibl, cojieprkallell YrJIepoaHCTBHI H a30THCTBIN HCTOUHHKH
(rmoko3a u mouesnna). ITpoctas annapatypa mno3BoJsieT
ZLOITOBPEMEHHYIO NMPOLYKUHIO NIPH OHOM HANOJHEHHH peak-
Topa (ne menee yem 30 aHeii).

[Topupuusl n3 cpeant mzoanpyiores n KOHILeHTPHPYIOTCS
TNyTeM SKCTPATHPOBAHHS cNOCO6OM JKHAKOCTL-TBepias (asa
(SEPARON SIX C18) mpH BBICOKOM BLIXOJEC. JKeTparupo-
BaHHbIC MOPOHPHHBI NMOJBEPrIHCL 3CTepHPHKALHE U Kak
CJTOZKHBlE S(HPBI OHH OUHLIAIHCH XPOMATOrpatHueckH Ha
CTOaI0lle cHIMKATEAS W NyTeM KpHcTatdansauun. ITpoaykt-
-Pe3yAbTAaT GbLT ¢ TOYKH 3PEHHs BBICOKO3(D(EKTHBHON Kui-
KOCTHOH Xxpomatorpadmun umcthii. OnHcanublii cnoco6 paer
BO3MOKHOCTL HCTIOJAL303aTh  Pa3Hble MYTAaHTBHl PO Kei
C CNOCOGHOCTHIO BLIPAGATHLIBATL OCTAIbHBIE NPOMEIKVTOUHBIE
NPOLYVKTBL.

Kotal, P. - Sperl, |. - Jirsa, M. - Kordag, V. - Kahler, M.:
Continuous Production of Coproporphyrin with Immobi-
lized Yeasts and Product Isolation. Kvas. priim., 34, 1988,
No. 6, pp. 168—172,

A procedure of the biotechnological production and
isolation of coproporphyrin is described. The yeast
Saccharomyces cerevisiae (RIBM-75) was used for por-
phyrin production. The yeasts were immobilized in 3%
alginate gel and filled in the continuous reactor. Copro-
porphyrin was continuously produced in the medium
containing a sources of carbon and nitrogen (glucose
and urea). The simple apparatus permitted a long time
production with one filling of the reactor (about 30
days). Porphyrins were isolated and concentrated from
the medium- using an extraction liquid-solid phase
(SEPARON SIX C18) with a high yield. After extraction
porphyrins were esterified and in this form purified by
chromatography using silicagel and crystallization. The
product was pure according to the HPLC test. The pro-
cedure permits the utilization of various yeast mu-
tants that producing other intermediates of hem synthesis.

Kotal, P. - Sperl, J. - Jirsa, M. - Korda&, V. - Kahler, M.:
Kontinuierliche Produktion von Koproporphyrin durch
immobilisierte Hefen und Isolation des Produkts. Kvas.
prim., 34, 1988, Nr. 6, S. 168—172.

In der Arbeit wird ein biotechnologisches Verfahren
zur Produktion und Isolation von Koproporphyrin vor-
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geschlagen. Zur Produktion der Porphyrine wurden die
Hefen Saccharomyces cerevisiae (RIBM-75) angewendet.
Diese Hefen wurden im 3% Alginatgel immobilisiert
und in dem so stabilisierten Zustand als Fiillung des
DurchfluB-Reaktors beniitzt. Das Koproporphyrin wird
aus dem Medium, das eine Kohlenstoff- und auch Stick-
stoffquelle (Glukose und Harnstoff) enthédlt, kontinuier-
lich produziert. Die einfache Apparatur erméglicht eine
langfristige Produktion aus einer Fiillung des Reaktors
(wenigstens 30 Tage).

Die Porphyrine werden aus dem Medium in Extrak-

tionsverfahren mittels der Technik Fliissigkeit-feste Phase
[SEPARON SIX C18) mit einer hohen Ausbeute isoliert
und konzentriert. Die extrahierten Porphyrine werden
esterifiziert und als Ester gereinigt, und zwar chroma-
tographisch auf Silikagelsdule und durch Kristallisation.
Das Endprodukt kann von Standpunkt hochwirksamer
Fliissigkeitschromatographie als rein bezeichnet werden.
Das beschriebene Verfahren ermdglicht die Applikation
verschiedener Hefemutanten, die die Fahigkeit der Pro-
duktion der iibrigen Zwischenprodukte der Hamsynthese
besitzen.



