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Введение 
Фотодинамическая терапия – современ-

ный метод органощадящего лечения онколо-
гических и ряда неопухолевых заболеваний 
человека. Фотодинамическая терапия новооб-
разований опухолевой и неопухолевой приро-
ды может быть применена в тех многих слу-
чаях, где хирургия, лучевая, химиотерапия и 
другие методы противопоказаны. Процедура 
может быть проведена амбулаторно и множе-
ство раз, при этом происходит селективное 
разрушение больной ткани без повреждения 
здоровой. 

Необходимо отметить перспективность 
неонкологического применения фотодинами-
ческой терапии, обусловленную тем, что тра-
диционные методы лечения постепенно теря-
ют свою эффективность. Мультирезистент-

ность возбудителей инфекционных заболева-
ний, их устойчивость к антибактериальным 
препаратам и, как следствие, рост тяжести 
инфекционных заболеваний отмечаются во 
всех странах мира. Общее техногенное сни-
жение иммунологической резистентности, 
истощение генофонда и ухудшение среды 
обитания (качества жизни) делает течение 
давно известных заболеваний все более тяже-
лыми. Новые мощные антибактериальные 
препараты только ускоряют процесс развития 
устойчивости возбудителей. В такой ситуации 
необходимы принципиально новые подходы к 
лечению различных заболеваний, в том числе 
инфекционных, и одним из таких перспектив-
ных направлений развития медицинской нау-
ки является антимикробная фотодинамиче-
ская терапия [1–3]. 
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При выделении биологически активных веществ, полученных с помощью микробиоло-

гического синтеза одной из первых стадий, является фильтрация культуральной жидкости с
получением нативного раствора. Это стадия особенно трудоемка, если продуцентом целевого
вещества является бактериальная клетка размерами около 1 мкм, поскольку нерастворимые
остатки питательной среды и метаболиты продуцента, а также сами клетки забивают фильт-
рующую поверхность, тем самым повышая гидродинамическое сопротивление настолько, что
фильтрация практически останавливается. Для борьбы с этим используются различные доро-
гостоящие методы, например, метод постоянного обновления фильтрующего слоя путем ме-
ханического снятия верхней части фильтрующего слоя вместе с твердой фракцией культу-
ральной жидкости. Такой способ применяется на барабанных фильтрах. Барабанные фильтры
крупногабаритные, занимают много места на заводе являются дорогостоящими в производст-
ве и эксплуатации. В данной работе на примере копропорфирина III, продуцентом которого
является бактерия Arthrobacter globiformis с размерами клетки около 1 мкм, рассмотрена воз-
можность заменить стадию фильтрации более технологичным процессом сорбции целевого
продукта непосредственно из культуральной жидкости. Была разработана технология выде-
ления и очистки копропорфирина III c сорбцией копропорфирина III непосредственно из
культуральной жидкости без отделения биомассы в пульсирующем-псевдоожиженном режи-
ме с последующей десорбцией. Дальнейшие стадии выделения и очистки включают в себя
осаждение целевого вещества путем изменения значения рН раствора, экстракции порфирина
из осадка, хроматографической очистки на молекулярном сорбенте, перевод копропорфирина
III в калиевую соль и сушку. Технология испытана в лабораторных условиях и получен ко-
нечный продукт с высокой степенью очистки. 

Ключевые слова: копропорфирин III, пульсирующий-псевдоожиженный режим, выде-
ление, очистка, бактериальная клетка, сорбция, десорбция, культуральная жидкость, техноло-
гия, биологически активное вещество. 
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Копропорфирин III является одним из вы-
сокоэффективных фотосенсибилизаторов и 
способен избирательно накапливаться в зло-
качественных опухолях, тогда как последую-
щее лазерное облучение разрушает их. 

Продуцентом копропорфирина III являет-
ся культура Arthrobacter globiformis [4]. 

Анализ патентной и научно-технической 
литературы свидетельствует о том, что тради-
ционные методы выделения и очистки копро-
порфирина III включают стадию этерифика-
ции порфиринов и разделение их эфирных 
производных на оксиде алюминия. Это обу-
словлено общепринятым мнением, что раз-
личные формы порфиринов могут быть эф-
фективно разделены в виде эфирных произ-
водных. Таким образом, получают высоко-
очищенные нерастворимые в воде формы ко-
пропорфирина III. 

Описанные методы является трудоёмки-
ми, так как используется стадия получения 
нативного раствора из культуральной жидко-
сти методом фильтрации. Поскольку проду-
центом является бактериальная клетка, при 
фильтрации на фильтре образуется слой, ко-
торый забивает поры. Для решения этой про-
блемы разработаны дорогостоящие методы 
фильтрации, основой которых является по-
стоянное снятие верхнего слоя фильтрующего 
материала в процессе отделения твердой фазы 
от жидкой [5–7]. 

Целью данного исследования является 
изучение возможности выделения и очистки 
копропорфирина III без использования доро-
гостоящей и трудоемкой стадии фильтрации. 

Материалы и методы 
Для проведения исследования была взята 

культуральная жидкость, полученная в ре-
зультате ферментации при использовании 
культуры продуцента Artrobacter globiformis 
на соответствующей питательной среде с со-
держанием копропорфирина от 200 до 250 
мг/л.  

Для определения чистоты готового про-
дукта берется точная навеска, растворяется, 
после чего определяется чистота по следую-
щей формуле [8]: 

( )401 380 430 1
3

0 2

2D D D ·V ·P ·K
Х

D ·K ·a

− −
= ,  (1) 

где Х3 – содержание тетракалиевой соли ко-
пропорфирина III, мкг/мг; D401, D380, D430 – 
оптическая плотность разбавленного раство- 
 

ра копропорфирина III, при длинах волн 401, 
380 и 430 соответственно; V – объем исход-
ного раствора, мл; Р – разведение; К1 – 1,19 – 
коэффициент для пересчета на тетракалие-
вую соль; К2 – 1,835 – поправочный коэффи-
циент; D0 = 0,667 – оптическая плотность 
раствора с концентрацией 1 мкг/мл; а – масса 
навески, мг. 

Для определения концентрации копро-
порфирина III в Н+ форме в культуральной 
жидкости используется следующая формула 
[9]: 

( )401 380 430X 2D D D ·P ·0,8170= − − ,    (2) 

где D – оптическая плотность при соответст-
вующей длине волны; Х – концентрация ко-
пропорфирина III в водном растворе, мкг/мл 
(мг/л); Р – разведение исходного раствора ко-
пропорфирина III; 0,8170 – поправочный ко-
эффициент. 

Для определения оптической плотности 
использовался спектрофотометр марки ПЭ-
5400В. 

Также использовалась изготовленная ла-
бораторная многосекционная колонка (рис. 1). 

Результаты и их обсуждение 
Ранее были проведены исследования по 

определению оптимального сорбента для 
сорбции и последующей десорбции копро-
порфирина III [10]. Результатом работы стало 
определение коэффициента диффузии разны-
ми способами, а именно методом моментов и 
с помощью уравнения Паттерсона [11–14]. 
Было определено что из исследованных сор-
бентов оптимальным является катионит марки 
КУ-23/100. Поэтому было решено использо-
вать на первом этапе обработки культураль-
ной жидкости сорбент этой марки. 

Предлагаемый способ выделения и очи-
стки копропорфирина III основан на сочета-
нии приемов переосаждения путем доведения 
pH до (3,5 ± 0,1) с хроматографической очи-
сткой на двух разных сорбентах. Данная тех-
нология позволяет получать высокоочищен-
ную водорастворимую форму копропорфири-
на III непосредственно из культуральной 
жидкости, минуя стадию отделения нативного 
раствора от биомассы. 

Для выделения и очистки копропорфири-
на III решено использовать процесс ионного 
обмена в псевдоожиженном режиме, с после-
дующей хроматографической очисткой на 
молекулярных макропористых сорбентах. 
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Рис. 1. Многосекционная колонка: 1 – мембрана, 
2 – секции, 3 – сетка металлическая с щелевид-
ными отверстиями, 4 – сорбент марки КУ-23/100 

 
Была создана и испытана лабораторная 

установка – многосекционная колонка (см. 
рис. 1). Процесс сорбции протекает в псевдо-
ожиженном режиме, культуральная жидкость 
подается снизу. При этом мембрана, состоя-
щая из двойного слоя резины, пульсирует. 
При движении мембраны вверх, культураль-
ная жидкость, содержащая частицы взвеси, 
представляющие собой остатки питательной 
среды, агломерации клеток продуцентов и 
т. п., проходит через щелевидные отверстия 
сетки и псевдоожиженный слой сорбента по 
направлению снизу вверх, при движении 
мембраны вниз, слой сорбента уплотняется, и 
частицы взвеси как бы отфильтровываются 
слоем сорбента, оставаясь на его поверхности, 
при повторной пульсации частицы взвеси 
продвигаются вверх еще на какое-то расстоя-
ние, оставаясь практически на том же уровне 
при обратной пульсации за счет уплотнения 

слоя сорбента. Таким образом, культуральная 
жидкость проходит через слой сорбента, при 
этом не забивая нерастворимыми остатками 
(взвесью) многосекционную колонну. Коли-
чество сорбента, необходимого для сорбции 
копропорфирина в полном объеме, рассчиты-
валось по обменной емкости катионита марки 
КУ-23/100 по отношению к целевому продук-
ту. Поскольку концентрация копропорфирина 
III в культуральной жидкости колеблется, ре-
шено использовать вдвое большее количество 
сорбента по отношению к расчетному количе-
ству. Колонна состоит из 5 секций, и каждая 
секция заполняется сорбентом на 2/3 высоты. 

Общий объем колонны рассчитывается, 
по формуле объема цилиндра  

V 2 RH= π ,     (3) 
где R – внутренний радиус колонны; H – сум-
марная высота секций колонны. 

Объем сорбента составляет две трети от 
общего объема колонны. 

После сорбции копропорфирина из куль-
туральной жидкости колонна промывается 
водой, далее проводится десорбция целевого 
продукта водным раствором, содержащим 
цитрат натрия с концентрацией 1,5 % и моче-
вину с концентрацией 0,5 %, с рН, доведен-
ным до 6,0. Мочевина и цитрат натрия ослаб-
ляют связь сорбента с копропорфирином III, 
рН раствора выбран в результате ряда экспе-
риментов, в результате которых выяснено: 
при более высоком значении рН количество 
раствора для десорбции расходуется меньше, 
но при этом кроме целевого продукта десор-
бируется много балластных примесей, что в 
дельнейшем затрудняет очистку копропорфи-
рина III. При более низком значении рН бал-
ластных примесей с целевым продуктом де-
сорбируется меньше, но при этом расходуется 
больший объем элюента. Это приводит к раз-
бавлению копропорфирина, что также услож-
няет в дельнейшем выделение и очистку це-
левого продукта. 

Общая схема выделения и очистки ко-
пропорфирина представлена на рис. 2 и 3. В 
исходную культуральную жидкость, получен-
ную при культивации продуцента порфирина 
Arthrobacter globiformis, добавляется соляная 
кислота концентрацией 35%, из расчета 20 мл 
на один литр культуральной жидкости. При 
этом рН культуральной жидкости изменяется 
от 6,5–7,0 до 1,0–2,0, что переводит копро-
порфирин в Н+ форму, а молекула копропор-
фирина становится катионом. 



Биохимический и пищевой инжиниринг 

Bulletin of the South Ural State University.  
Ser. Food and Biotechnology. 2019, vol. 7, no. 3, pp. 59–67 62

 
  

  
Ри

с.
 2

. Н
ач
ал

ьн
ая

 ч
ас
ть

 с
хе
м
ы

 в
ы
де

ле
ни

я 
и 
оч

ис
тк
и 
ко
пр

оп
ор

ф
ир

ин
а 

III
 в

 л
аб

ор
ат
ор

ны
х 
ус
ло

ви
ях

. 
 

 



Мишуткин С.Н., Бондаренко Ф.В.,            Исследование возможности сорбции биологически  
Малков М.А. и др.                 активных веществ из культуральной жидкости… 

Вестник ЮУрГУ. Серия «Пищевые и биотехнологии». 
2019. Т. 7, № 3. С. 59–67  63

 
  

Ри
с.

 3
. К

он
еч
на
я 
ча
ст
ь 
сх
ем

ы
 в
ы
де

ле
ни

я 
и 
оч

ис
тк
и 
ко
пр

оп
ор

ф
ир

ин
а 

III
 в

 л
аб
ор

ат
ор

ны
х 
ус
ло

ви
ях

. 
 

 



Биохимический и пищевой инжиниринг 

Bulletin of the South Ural State University.  
Ser. Food and Biotechnology. 2019, vol. 7, no. 3, pp. 59–67 64

Затем при помощи перистальтического на-
соса культуральная жидкость пропускается 
через многосекционную колонку с катионитом 
КУ-23/100, копропорфирин сорбируется, после 
чего колонка промывается дистиллированной 
водой. Далее проводится десорбция целевого 
вещества с помощью элюэнтной системы, со-
держащей цитрат натрия и мочевину.  

Из полученного элюата копропорфирин 
III выделяется путём осаждения при доведе-
нии рН до (3,5 ± 0,1). Из полученного осадка 
копропорфирин III выделяется путём экстра-
гирования 5–7 % раствором соляной кислоты. 
Полученный экстракт подвергается хромато-
графической очистке на силикагеле КСК [15]. 
Из полученного элюата копропорфирин III 
осаждается доведением рН до (3,5 ± 0,1). По-
лученный осадок повторно подвергается экс-
тракции 5–7 % раствором соляной кислоты и 
повторно производится хроматографическая 
очистка копропорфирина III. Из полученного 
элюата целевой продукт осаждается и перево-
дится в водорастворимую форму при подще-
лачивании. Данный способ при подобранной 
совокупности технологических приёмов по-
зволяет получать высокоочищенный препарат 
водорастворимой соли копропорфирина III с 
чистотой 90–95 %. Выход по всем стадиям 
составляет около 80 %. 

Таким образом, созданная технология 
выделения и очистки копропорфирина III по-
зволяет существенно упростить получение 
высокоочищенного готового продукта путем 
исключения трудоемкого, особенно для про-
дуцента – бактериальной клетки, процесса 
фильтрации культуральной жидкости, и заме-
ной его более технологичным процессом 
сорбции на катионите. С помощью данной 
технологии был получен копропорфирин III 
95 % чистоты, который был использован для 
изготовления мази, которая в дальнейшем ис-
пользовалась для медицинских исследований 
в области лечения злокачественных опухолей 
методом фотодинамической терапии [1].  
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At release of biologically active agents received by means of microbiological synthesis one of 

the first stages is filtration of culture liquid with native solution receiving. This stage is especially 
labor-consuming if a producer of target substance is the bacterial cell with the size about 1 micron 
as insoluble residues of nutrient medium and metabolites of a producer and also cells clog the fil-
tering surface, thereby increasing hydrodynamic drag force so that filtration practically stops. Var-
ious expensive methods, for example, regular updating of a filter blanket by mechanical removal 
of the top part of a filter blanket together with solid fraction of culture liquid are used to overcome 
this problem. Such method is applied on drum filters. Drum filters are of large size, take a lot of 
place at the plant and are expensive producing and operating. The present article considers the 
possibility of filtration stage replacement with more technological process of sorption of a main 
product immediately from cultural liquid, using the example of coproporphyrin III a producer of 
which is Arthrobacter globiformis bacterium with cell sizes of about 1 micron. The technology of 
coproporphyrin III extracting and its purification with coproporphyrin III sorption immediately 
from culture liquid without biomass separation in pulsed fluidized mode with the subsequent de-
sorption was developed. Further stages of extracting and purification include settling of target sub-
stance by means of the solution рН value change, porphyrine extraction from the precipitation, 
chromatographic purification on a molecular sorbent, the transfering of coproporphyrin III to po-
tassium salt and drying. The technology was tested in vitro and the coproporphyrin III with high 
degree of cleaning was obtained. 

Keywords: coproporphyrin III, pulsed fluidized mode, extraction, purification, a bacterial 
cell, sorption, desorption, culture liquid, technology, biologically active agent. 
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