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La présente invention concerne un procédé
simple et efficace, intéressant d l'échelle industrielle,
pour séparer et récupérer la coproporphyrine et 1‘'uropor-
phyrine d'un bouillon de culture.

Plus précisément, ce procédé est caractérisé
en ce que :

(1) on ajuste entre 2,5 et 4 le pH de la phase
liquide d'un bouillon de culture contenant de la coproporphyri-
ne et de l'uroporphyrine pour former un précipité solide

~contenant ces deux substances, précipité que l'on recueille,

(2) on prépare une solution aqueuse alcaline
de ce précipité dont on ajuste le PH au-dessus de 4 mais
pas & plus de 6 pour former un pPrécipité solide contenant
la coproporphyrine, et on recueille ce précipité, et

(3) on ajuste entre 1 et 4 le pH du liquide
qui reste aprds que l'on a recueilli ce précipité pour
former un précipité solide contenant 1l'uroporphyrine,
précipité que l'on recueilie.

Les porphyrines sont des substances connues ,
trés répandues dans les tissus de divers organismes, et
qui ont une grande importance comme constituants de la
protéine du héme impliquée dans des actions physiologiques
comme le transport de 1'oxygé&ne et une action catalytique
sur des réactions d'oxydo~réduction au sein des organismes,
et dans des applicatons médicales elles ont une intéressante
activité physiologique dans 1le réglage du fonctionnement
de certains organes, améliorant la fonction hépatique par exemple.

En général, les porphyrines sont obtenues
parextraction & .partir d'hémoglobine du sang ou par cultu-
re de microorganismes pouvant les fabriquer. Mais il n'est
pas toujours facile de bien les isoler d'‘'autres composants
des tissus qui coexistent avec elles, et en particulier,
si elles sont produites dans des organismes comprenant des
cellules microbiennes, il se forme parfois en méme temps
a la fois de la coproporphyrine et de 1'uroporphyrine, et
il est donc intéressant de pouvoir les séparer et les

récupérer d'une manidre efficace.
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On connait dé&ja certaines méthodes pour séparerﬁ
et récupérer la coproporphyrine ou 1l'uroporphyrine d'un
milieu aqueux contenant 1'une ou l'autre des deux, mais
3 ce jour onn'enconnalt aucune pour séparer et récupérer

‘efficacement les deux d'un milieu qui les contient.

Les méthodes connues consistent par exemple &
soumettre le milieu aqueux & une extraction avec un sol-
vant tel qu'un mélange d'acide acétique et d‘'acétate
d'éthyle, et & transformer la porphyrine extraite en
son ester méthylique que 1l'on soumet & une chraomatogra-
phie d'adsorption avec un adsorbant comme l'alumine
(voir les publications J. Chromatog., 5 {1961) 277-299 ;
et Biochem. J., 62 (1966), 78), ou bien & traiter le
milieu aqﬁeux avec .une résine &changeuse d'ions (Journal
of the Agricultural Chemical Society of Japan, 50, (1976),
41-47), ou encore 3 dissoudre- le milieu aqueux dans du
chloroforme puis 3 filtrer la solution et & verser le
filtrat dans un grande quantité de méthanol pour faire une
recristllisation.

Ces méthodes ont l'inconvénient de mettre en
oeuvre des opérations coﬁpliquées et de ne pas donner une
bonne récupération de la porphyrine, et de plus, elles

-~

ne peuvent etre appliquées efficacement a la séparation

et 3.1la récupération 3 la fois de la coproporphyrine et

de l'uroporphyrine d'un milieu contenant les deux substances.
La présente Demanderesse savait que Arthrobacter

hyalinus et Arthrobacter pascence, ainsi que leurs mutants

ou variants, peuvent fabriquer aussi bien la coproporphyrine

que l'uroporphyrine, et elle a entrepris des recherches

en vue de mettre au point une méthode efficace de séparation

de ces deux substances par une opération simple, 3 partir

d'un bouillon de culture de ces microorganismes qui les pro-

duisent. Ces recherches ont abouti d la découverte que la

coproporphyrine et 1'uroporphyrine peuvent &tre séparées et

récupérées individuellement d'un tel bouillon de culture

les contenant toutes les deux, par une opération simple

consistant & recueillir la phase ligquide du bouillon, & ajus-
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ter son pH entre des limites spécifiées pour former un pré-
cipité contenant les deux porphyrines, puis 3 redissoudre
ce précipité dans des conditions de pH également spécifiées
et 3 ajuster le pH de la solution entre des limites spéci-
fides pour reformer un précipité. : )

Ces études ont montré qu'en ajustant le pH aerla
phase liquide entre 4 et 2,5, on peut précipiter facilement
et sélectivement la coproporphyrine et 1l'uroporphyrine qu'elle
contient ; qu'en redisolvant dans une solution alcaline aqueuse
le précipité solide ainsi obtenu contenant un mélange des deux
substances et:en ajustant le pH de la solution au~dessus de

4 mais pas 3 plus de 6, de préférence entre 4,2 et 6, on

 peut précipiter efficacement et sélectivement la copropor-
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phyrine ; et enfin qu'en ajustant entre 4 et 1 le pH du 1li-
quide résiduel, on peut précipiter efficement aussi 1l'uro-
porphyrine. )

La présente invention apporite ainsi un procé&dé simple
et efficace, avantageusement applicable d une &chelle indus-
trielle, pour séparer ef récupérer les deux porphyrines d'un
milieu contenant 3 la fois ces déux substances.

Le bouillon de culture contenant de la coproporphy-
rine et de l‘ufoporphyrine, qui est traité par le présent

procédé, peut é&tre tout bouillon de culture contenant ces

deux porphyrines, aucune limitation spéciale n'étant imposée

au type et 3 la nature des microorganismes qui les produisent,
non plus qu'aux conditions de culture et autres facteurs. Ce
peut étre par exemple un bouillon contenant de la copropor-
phyrine et de l‘uroporphyrine formées par co-culture d'une
souche d'un microorganisme fabriquant la coproporphyrine

et d'une souche d'un microorganisme fabriquant 1'urdbor-
phyrine, simultanément ou dans un ordre quelconque, ou encore
un mélange d'un bouillon de culture d'une souche d'un micro-
organisme donnant la coproporphyrine et d'un autre bouillon
de culture d'une souche d'un microorganisme donnant 1'uro-
porphyrine, mais cependant ce sera de préférence un bouillon
de culture d'une souche d'un microorganisme pouvant donner

-

d la fois ces deux porphyrines, et en particulier une souche



10

15

20

25

30

35

2479260

4

appartenant au genre Arthrobacter.

Un tel microorganisme pouvant fabriquer & la fois
la coproporphyrine et 1l'uroporphyrine est choisi parmi
Arthrobacter hyalinus (souche FERM-P N° 3125, ATCC 31263, DSM
DSM 867), Arthrobacter pascens (souche ATCC 13346, IFO 12139),
ou leurs mutants ou variants, tous ces microorganismes étant
bien conmus et capables de produire & la fois la copropor-
phyrine III et l'uroporphyrine III.

Des exemples de microorganismes connus pouvant donner
essentiellement la coproporphyrine III seule sont Rhodopseu-
domonas spheroides (souche ATCC 17023), Microéoccuslymxbﬂmﬁsus
(IFO 3333, ATCC 4698), Staphylococcus epidermidis (IFO 3762,
IFO 12993, ATCC 14990), Saccharomyces cerevisiae (IFO 0203,
ATCC 18824), Bacillus cereus (ATCC 14579), Streptomyces
griseus (ATCC 23345, IFO 3102), Streptomyces olivaceus
(ATCC 3335), Mycobacterium smegmatis (IFO 3082), Corynebac-
terium diphtheriae (ATCC 19409) et Corynébacterium simplex '
(ATXX 6946). '

' Des exemples de microorganismes connus
pouvant donner 1l'uroporphyrine IIT seule sont
Propionibacter ium granuloéum (ATCC 25564) et
Propionibacterium acnes (ATCC 6919). '

Dans les exemples ci-dessus, l'abréviation FERM-P
désigne le Fermentation Research Institute, agency of
Industrial Science et Technology, Japon ; ATCC dé&signe
1'American Type Culture Collection, U.S.A.; IFO, l'Institute
for Fermentation, Osaka, Japon ; et  .DSM, la German Collec-
tion of Microorganisms.

Ces microorganismes cités 3 titre d'exemples repré&-
sentent des souches disponibles qui ont &t& dépos€es sous
lesnuméros indiqués auprés des organismes dé&signés, ol
1'on peut les obtenir facilement.

Les microorganismes ci-dessus pouvant donner & la
fois la coproporphyrine III et 1l'uroporphyrine III sont par-
ticulidrement préférables pour obtenir le bouillon dont on
part dans l'exécution du présent procéd&, car tandis que des
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souches appartenant 3 d'autres genres fabriquent la coéro—
porphyrine III & une teneur de 10 3 40 mg par litre du
bouillon de culture, et l'uroporphyrine IIT & une teneur
de 4 mg/litre, les microorganismes qui sont cités en
exemples plus haut fabriquent la coproporphyrine III i 1la
teneur de 500 mg/litre (soit environ 10 fois plus) et
1'uroporphyrine III & la teneur de 100 mg/litre (soit
25 fois plus).

On peut obtenir la phase liquide du bouillon
de culture des microorganismes en &liminant du bouillon
les cellules microbiennes et autres matiéres.solides, par
exemple en les séparant par centrifugation. _

On peut effectuer la culture en choisissant
les conditions de pH optimales et autres conditions de cul-
ture appropriées, connuzspour les souches de microorganis-
mes qui ont été citées en exemples, dont la température
optimale. Par exemple, pour obtenir un bouillon particu-
liérement propre 3 l'exécution du prééent procédé, on pourra
prendre une souche capable de fabriguer & la fois la copropa-
phyrine et l'uroporphyrine, appartenant au genre Ar throbacter,
et opérer 3 une température d‘environ 20 3 40°C et a un pH
de 1'ordre de 4 & 9,5, la durée de culture pouvant étre par
exemple d'environ de 2 § 30 jours.

Des exemples de sources d'azote appropriées
sont la liqueur de macération de mais, un extrait de levure
ou de viande, des peptones, des amino acides, des hydrolysats
de protéines, de la farine de poisson, des sels d'ammonium ;
des nitrates et 1l'urée, que l'on peut employer en associations
de deux d'’entre eux ou plus. Des exemples de sources de car-
bone sont des glucides, alcools, hydrocarbures et le son, pou-
vant @tre aussi employés en combinaisons diverses, et des exem~-
ples de matiéres minérales sont des sels de l'acide phospho-
rique, de magnésium, de zinc, calcium, mangan&se, molybdé&ne

et cuivre, pouvant également &tre utilisés en combinaisons.
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Dans le procé&dé selon cette invention, on

ajuste entre 4 et 2,5, de préférence entre 3,8 et 2,8,

le pH de la phase liquide du bouillon de culture contenant
la coproporphyrine et 1'uroporphyrine, pour précipiter une
matiére solide contenant un mélange de cés deux substances,
précipité que l'on recueille,par exemple en le séparant
par centrifugation, filtratioh ou décantation.

Des exemples d'acides pouvant servir 3 ajuster
le pH comprennent des acides minéraux tels que les acides
sulfurique, chlorhydfique, nitrique ou phosphorique, et des
acides organiques comme les acides formique , acétique,
oxalique et lactique.

- Le précipité ééparé peut &tre essentiellement
formé& de coproporphyrine et d 'uroporphyrine, qui sont
assez sélectivement séparées des sources de carbone et
d'azote, des matidres minérales et autres impuretés que
peut contenir la phase liquidé du bouillon.

On redissout ensuite ce précipité& pour en pré-
paref une solution alcaline aqueuse, avec toute substance
alcaline permettant de dissoudre 3 la fois la coproporphy-
rine et 1'uroporphyrine, i des concentrations capables de
dissolution, des exemples préférés &tant les hydroxydes et
carbonates de sodium et de potassium ainsi que le carbonate
de calcium.

Le pH de la solution aqueusé alcaline est
ensuite ajusté& & plus de 4 mais pas au-dessus de 6, de
préférence entre 4,2 et 6 et mieux encore entre 4,4 et
4,8, ce qui précipite sélectivement la coproporphyrine,
et on recueille ce précipité la contenant. On peut ainsi
séparer et récupérer une coproporphyrine trds pure. L'aci-
de servant & ajuster le pH peut &tre choisi parmi ceux qui
ont &té indiqués plus haut pour précipiter les deux porphy-
rines, et on peut recueillir le précipité par exemple en
le séparant par filtration, centrifugation ou par toute

autre méthode de séparation solide-liquide.
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Le pH du liquidé résiduel, aprés que 1l'on a
séparé la coproporphyrine, est alors ajusté entre 4 et 1, -
de préférence entre 3,8 et 1,4, ce qui précipite une ma-
tigre solide contenant l'uroporphyrine. En sé@parant ce’
précipité, on obtient ainsi une uroporphyrine d'assez
grande pureté. Pour cette précipitation, l'acide servant
3 ajuster le pH peut &tre également choisi pérmi ceux qui
ont &té indiqués plus haut, et le précipité peut etre éé—
paré de la méme maniére que ci-dessus. _

Le présent procédé permet de séparer, c'est-
d-dire de fractionner, d'une maniére facile et efficace,

avec de bons rendements, la coproporphyrine et 1'uroporphyrine

de la phase liquide d'un bouillon de culture contenant ces

deux substances, dont la purification est aird rendue aisée.
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Les deux composants individuels ainsi récupérés peuvent
étre ensuite encore purifiés par des méthodes usuelles.
On peut par exemple les transformer gn’leﬁrs esters méthy-
liques avec un mélange de méthanol et d'acide sulfurique,
et soumettre les esters 3 une chromatographie sur une co-
lonne d'alumine, de gel de silice ou autres, ou encore
faire bouillir individuellement les esters méfhyliques
dans an solvant tel que le benzéne, le toluéne, la pyri-
dine, le dichloroé&thane ou le tétrahydrofuranne, et la
porphyrine ainsi purifiée précipite par refroidissement.
Dans le procédé selon l'invention, on peut aussi précipiter
la coproporphyrine par ajustement du pH aprés deux précipi-
tations répétées, ou plus, du mélange des deux porphyrines,
avec redissolution du mélange. .

Les exemples qui suivent illustrent plus spécifi-
quement le pré&sent procédé.
EXEMPLE 1 :

On inocule Arthrobacter hyalinus (souche FERM
P. N°.3125) dans un Erlemmeyer de 500 ml contenant 200 ml
d'un milieu de culture stérilisé qui comprend, par litre
d'eau désionisée, 10 g de glucose, 1 g d'extrait de levure,
3 g de peptone, 3 g de nitrate d'ammonium, 0,4 g de phospha-
te monopotassique, 1,5 g de phosphate dissodique, 5 g de sul-
fate de magnésium, 10 mg de sulfate de manganése, 10 mg de
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sulfate de zinc, 200/ug de sulfate de cuivre, 10/ug de
trioxyde de molybdé&ne et 5 g de carbonate de calcium,
on cultive & 30°C pendant 3 jours tout en secouant e£
on ajoute ensuite tous les deux ou trois jours une solu-
tion aqueuse & 50 % de glucose. Apré&s 17 jours de culture,
les concentrations des produits sont de 200 mg/litre pour
la coproporphyrine III et de.89 mg/litre pour 1'uropor-
phyrine III. . -
On centrifuge & 10 000 G péﬁdant 10 minutes
4 litres du bouillon de culture placés dans 20 Erlemmeyer
de 500 ml, puis on ajuste le liquide surnageant &8 pH 3,0
avec HC1 2N et on centrifuge a 1000 g pendant 10 minutes.
On dissout la matidre ainsi séparée dans 1 litre d'hydroxy-
de de sodium aqueux 1 N, et en ajustant le pH de la solution
a 4;7 avec HC1l 3N on obtient un précipité que 1l'on sépare
par centrifugation 3 1000 g pendant 10 minutes, ce qui don-
ne 790 mg de précipité, soit un taux de récupération de
99 %. Une chromatographie en couche mince de ce précipité
ne donne qu'une seule tache, et d'apré&s le spectre d'absorp-
tion dans 1le visible; les spectres IR et RMN, le point de
fusion, etc., de l'ester méthylique de la substance du pré-
cipité, le produit obtenu est la coproporphyrine III.

On ajoute ensuite de 1'HC1 3N au liquide sur-
nageant qui reste aprd@s séparation de la coprxoporphyrine
III pour ajuster son pH & 2,6, ce qui forme un précipité
dont on récupdre 350 mg (soit 98 %) par centrifugation &
1000 G pendant 10 minutes. Une chromatographie en couche
mince de ce précipité ne donne qu'une seule tache, et le
spectre d'absorption dans le visible, les spectres IR et
RMN, le point de fusion,etc, de l'ester méthylique de la
substance du précipité, montrent que le produit ainsi obte-
m est l'uroporphyrine III.
EXEMPLE 2 : ’

On cultive Arthrobacter pascens (soughe IFO
12139) pendant 17 jours de la méme maniére qu'a 1l'exemple
1. La teneur en coproporphyrine III du bouillon obtenu est
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de 80 mg/litre, et la teneur en uroporphyrine III de
38 mg/litre.

On ajuste & 3,2 avec HC1l 3N le pH de 4 litres du
bouillon de culture, et en centrifugeantd 1000 G pendant
10 minutes on éépare une matiére que Yon dissout dans 1 li-
tre d'hydroxyde de sodium aqueux IN. En ajustant le pH
de la solution 3 4,4 avec HC1l 3N on obtient un précipita,
et en séparant celui-ci par cenwifugation & 1000 G pén~
dant 10 minutes on récupére 320 mg (soit 100 %) de Copro-
porphyrine III. Au liquide surnageant on ajoute ensuite
HCl 3N pour avoir un pH de 2,0, ce qui donne un précipité
que i‘on sépare par centrifugation & 1000 G pendant 10 mi-
nutes. On récupére ainsi 151 mg (soit 99 %) d ‘uroporphyrine
III.
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REVENDICATIONS

1.~ Proc&dé pour séparer et récupérer la copro-
porphyrine et 1'uroporphyrine d'un bouillon de culture, pro-
cédé caractérisé en ce que :

(1) on ajuste entre 2,5 et 4 le pH de la phase
liquide d'un bouillon de culture contenant de la copropor-
phyvrine et de l'uroporphyrine pour former un précipité
solide contenant ces deux substances, précipité gue 1l'on
recueille, ‘

(2) on prépare une solution aqueuse alcaline
de ce précipité dont on ajuste le pH au-dessus de 4 mais
pas 3 plus de 6 pour former un précipité solide contenant
la coproporphyrine, et on recueille ce précipité, et

(3) on ajuste entre 1 et 4 le pH du liquide
qui reste aprés que l'on a recueilli ce précipité pour
former un précipité solide contenant 1'uroporphyrine,
précipité que l'on recueille.

2.- Procédé selon la revendication 1, dans
lequel la coproporphyrine est la coproporphyrine III.

3.~ Procédé selon la revendication 1 ou 2,
dans lequel 1l'uroporphyrine est 1l'uroporphyrine III.

4.~ Procédé selon l'une quelconque des revendi-
cations 1 3 3, dans lequel le bouillon est obtenu par cul-
ture d'une souche appartenant au genre Arthrobacter, fabri-
cant 3 la fois la coproporphyrine et 1'uroporphyrine.

5.~ Procédé selon la revendication 4 dans lequel
la souche est Arthrobacter hyalinus, Arthrobacter pascens

ou un mutant ou variant de l'une de ces souches.



