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ReSeni se tykd vyroby koproporfyrinu
kvasinkami Saccharomyces v anaerobnim nebo
semi~aerobnim prost¥edf. Pro kontinuélni

produkci jsou vyuZity
do gelu tvo¥fci nédpln

kvasinky zabudované
pritokového reaktoru,

ve kterém je koproporfyrin kontinudlng
vytvd¥en z média obsahujfcfho glukosu a mo-'

govinu. Porfyrin je z

eludtu isolovén

sorpéni technikou kapalina, pevnd féze.
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Vyndlez Fe3f zpisob v¢roby koproporfyrinu pomoci kvasinek.

Dosavadni zpusob z{sk4vani prekursoril syntesy hemu spodivad v jejich isolaci z p¥irozenych
zdroiﬁ, jako je stolice a mo& pacientid s porfyrickou chorobou. Takovy nahodily zdroj je
nevhodny pro vyrobu, protofe tato choroba se vyskytuje jen ojedin¥le. Jing zpisob je ziskdvéa-
ni porfyrind z kultiva&nfho média bakterif (Arthrobacter). Uvedeny zplsob vyroby porfyrind
vytaduje kultivadni médium zna&nd slofité (minim4lnd 13 komponentd), doba kxultivace je dlouhd
(15 a¥ 30 and) a probihd ve sterilnich podminkéch.

popsané nevyhody se odstranuj{ biotechnologickym zpisobem vyroby koproporfyrinu podle
vyndlezu, jeho% podstata spotivd v tom, %e k vyrobé se pouffvajfl kvasinky se zv§Senou scﬁop-
nostf{ biosyntetisovat prekursor hemu. Vyzna&enym zpisobem vyroby se kultivujf kvasinky
v jednoduchém a nesterilnim médiu, které obsahuje alespofi zdroj uhliku popfipadé zdroj dusfiku.
Biosyntetisovany koproporfyrin je v xvasinkdch shroma%dovén a vyluZovén do média, ptitemZ
miZe byt ziskdn jak z kvasinek, tak z média.

Vynélez vyuZivé vazanych (imobilisovangch) kvasinek (agar, kolagen, algindt, carrageenan,
polystyren atd.), které jsou zejména vyhodné 2z technologického hlediska. v4zané kvasinky
1ze vyuZivat dlouhodob® s mo¥nosti kontinuéln{ produkce prekursord hemu. Imobilisace kvasinek
nevy?aduje sterilni podminky, cof vylufuje nebezpe&i kontaminace kmene v prib&hu kultivace.

Zvy¥enou biosyntézu porfyrind lze dosdhnout nap¥. semiaerobni kultivaci. V t&chto podmin-
k&ch kvasinky produkuji nésobn& vé&t3{ mnoistvi koproporfyrinu. V anaerobnich podminkich
je inhibovén oxygen-dependentn{ enzym koproporfyrinogenoxygenésa, jeho% substrat koproporfyri-
nogen je hromadén a vyludovén do média. zv¢ienou biosyntézu ostatnich prekursord hemu jako -
8, 7, 6, 5 a 2 karboxylovych porfyrind, porfobilinogenu, kyseliny beta-aminolevulové lze
dosdhnout mutac{ uZitého kmene znimgmi zpisoby, jako napf. ultrafialovym z&¥enim, CO60 isoto-
povym ozé¥enim nebo plisobenim &inidel jako N-methy1-N—nitro-N-nitroguanosin.

Prekursory hemu se pouzivaji jako standardy nebo substréty v metodéch klinické biochemie,
.d4le jsou vyuiivédny pro diagnostiku a farmakoterapii nebo jako p¥irozend baxviva v potravi-
nd¥ském primyslu. :

P¥Lfklad 1

Kvasinkyvimobilisované v 3% algindtovém gelu se kontinu&ln& kultivovaly v pritokovém
népliiovém reaktoru o.objemu 2 000 ml p¥i ztedovact rychlosti 0,20 hod-l. Medium p¥ipravené
2 ufitkové vody obsahujici jako zdroj uhliku glukosu (5 g/1) a jako zdroj dusiku mo&ovinu
(0,25 g/1) bylo do reaktoru p¥ivadéno bez vzduin&ni odspodu pomoci peristaltické pumpy p¥i
laboratorni teploté&. Po¥fyriny se z eludtu okyseleného kyselinou chlorovodikovou (vyslednd
koncentrace byia 0,5M) isolovaly technikou extrakce kapalina, pevné'féze pomoci sorbéntu
SEPARON SIX C18 (velikost &astic 60 a% 80 ,um). Zachycené porfyriny (sorbce je 100 %) se
ze sorbentu vymyly metaholem a esterifikovaly p¥idédnim koncentrované H,SO, {vyslednid koncen-

trace byla 5 %).

Estery porfyrint se dile %istily sloupcovou chromatografif na silikagelu. Jako mobilni
f4zi se poufila smé&s chloroformu a etylacetdtu v pom&ru 1:1. Poslednim stupndm purifikace
byla krystalisace ze sm&si chloroform, metanol. Timto purifika&nim postupem se ziskal &isty
koproporfyrin (analysa metodou vyéokoﬁéinhé kapalinové chromatografie a tenkovrstevné chroma=-
tografie) bez jakékoliv p¥imdsi dalsfch porfyrind. K vyprodukovéni 3 519 nmol (2 300 ug)
koproporfyrinu se spotfebovalo 350 g glukosy a 17,5 g modoviny.

p¥{klad 2

. Postup je steiny jako v p¥ikladu 1, ale jako zdroj uhlfku lze pouZit ktergko~li zkvasi-
teln§y sacharid, meziprodukt Krebsova cyklu nebo aminokyseliny, zdroj dusiku bud vynechat
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nebo pouZit NH4C1, aminokyseliny a zv145t® porfyrinogenni glycin. Z 11 g glukosy, 11 g glycidu
a 11 g jantaranu sodného se vyprodukovalo 70 nmol koproporfyrinu, z 55 g glukosy se vyprodu-
kovalo 500 nmolu koproporfyrinu a 22 g glukosy a z 11 g moZoviny se vyprodukovalo 720 nmolu

koproporfyrinu.
P¥iklaad 3

Vézané kvasinky jsou kultivovédny staciondrné v mediu uvedeném v p¥fklad® 1 nebo 2 v ban~
kéch obsahujfcich 50 ml kultivadnfho media. 2 glukosy (5 g/1) se ziskalo 1,5 nmol kopro-
porfyrinu, ze sacharosy (5 g/1) se ziskalo 1,2 nmol koproporfyrinu.

P¥fklad 4

Rvasinky se kultivovaly jako v p¥iklad® 3, ale pou¥ilo se 10 rdzngch z&stupcd kmene
Saccharomyces uvarum a 5 z&stupcd kmene Saccharomyces ce:evis}ae. V p¥ipadé€ Saccharomyces
uvarum se produkce pohybovala od 12,9 do 39,3 nmol koproporfyrinu na g suché véhy, v p¥ipadé
Saccharomyces cerevisiae od 23,3 do 126,0 nmol koproporfyrinu na g suché véhy.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob vyroby koproporfyrinu kultivaci kvasinek Saccharomyces v anaerobnim nebo
semi-aerobnim prost¥edi Qyznaéujici se tim, %e se pouZiji vdzané kvasinky zabudované do
gelu, které se kultivuji ve vodnim médiu p¥i minim4ln{ koncentraci 10 mg suché v&hy kvasinek
na 1 1 média, p¥i teplot® media minim4ln& 4 °C, s obsahem kvasinkami vyu(itelného zdroje
uhliku v minimdlnim mnoZstvi{ 5 mg na 1 média bez vzdu¥n&ni, nade? se koproporfyrin isoluje.

2. zplsob dle bodu 1 vyznadujicf se tim, %e produkce koproporfyrinu probihd v pritokovém
reaktoru, ktery je alespon z 1/20 objemu napln¥n vizanymi kvasinkami g do n&ho# je medium
pfivdd&no pod tlakem o minimdlni z¥edovaci rychlosti 0,002 hod_l, meflium obsahujfci vyprodu~-

kovany koproporfyrin a dal3f produkty je z reaktoru prib&%né odvidéno.

3. Zpﬁsoﬁ dle bodu 1 a 2 vyznalujici se tim, %e koproporfyrin je z media isolovdn techni-
kou extrakce kapalina, pevni féze s vyuZitim silikagelu pota¥eného nepoldrni f&4zi jako sorben-
tu, z n&hoZ je koproporfyrin eluovdn vhodnym rozpoudtddlem.
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