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Reseni se tykd zlepenych metod pro produkci
pantothenatovych kompozic. Zvlasté se tykd zplsobl
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Zplsob pro zvySenou produkci pantothenatu

Pfibuzné p¥ihlasky

Tato prihla8ka si narokuje prava z dfive podané
predbé&Zné patentové prihlasky &islo 60/274 455, podané 9.
bfezna 2001 (v ?izeni). Tento vyndlez je ve vztahu k US
patentové pfihlasce &. 09/667 569, podané 21. zaril 2000 (v
¥izeni), kterad je &astednym pokralovanim US patentové
prihladky &. 09/400 494, podané 21. zari 1999 {opusténa) .
US patentova prihladka &. 09/667 569 také narokuje prava
vyplyvajici z d¥ive podané predb&Zné patentove p¥ihlasky ¢&.
60/210 072, podané 7. Cervna 2000 (s proSlou lhitou),
predb&iné patentové prihladky &. 60/221 836, podané 28.
Eervence 2000 (s prodlou lhttou) a predb&iZné patentové
p¥ihlasky &. 60/227 860, podané 24. srpna 2000 (s proslou
1héitou). Na obsah vSech vy8e uvedenych prihlasek se timto

odkazuje.

Dosavadni stav techniky

Kyselina D-pantothenovad je produkovana svétove wve
velkém rozsahu. Velké mnoZstvi syntetizované kyseliny
D-pantothenové se pouZiva Jako potravinové aditivum pro
dribeZ a pﬁasata. Poptavka po kyselin& D-pantothenové stéle
stoupa.

Pantothenat, také znamy jako kyselina pantothenova
nebo vitamin B5, pat?i do komplexu vitamind B a je
poZadovan pfi vyZivé savcl vetnd dobytka a 1idi (napf.

z potravinovych zdrojl, jako ve vod& rozpustny vitaminovy
doplndk nebo jako potravinové aditivum). U buné&k Je
pantothenat pouZivan primirné& pro biosyntézu koenzymu A
(CoA) a ACP (proteinového pfenaSele u acylu). Tyto koenzymy
piusobi v metabolismu acylové &asti, kterd tvofi thicestery
se sulfhydrylovou skupinou 4’ -fosfopantothienové &Casti

t&chto molekul. Tyto koenzymy jsou nezbytné u vSech bunék,




nebot se Uastni vice neZ 100 rGznych mezireakci bunééného

metabolismu.

Konvendni zplsob syntézy pantothenatu (zvlasté
biocaktivniho D izomeru) pfedstavuije chemicka syntéza
z varky chemik&lii, zplsob, ktery je spojen s p¥ili3nymi
ndklady na substrdt a s poZadavky na optické rozliSeni
racemickych meziproduktli. Proto se nedavno vyzkum obratil
na bakteridlni nebo mikrobidlni systémy, které produkuii
enzymy uZitelné p¥i zplsobech biosyntézy pantothenatu
(nebot bakterie jsou samy schopny syntetizovat
pantothenat). Jako zpusoby vyhodné produkce vyhodného
izomeru kyseliny pantothenové byly vyhodnoceny zvl1asté
procesy biokonverze. Kromé toho'zpﬁsoby primé mikrobialni
syntézy byly v posledni dobé& zkoumdny jako prostredky
k usnadnéni produkce D-pantothenatu.

Presto stale existuje velkéd potfeba zlepSeni zplsobi
produkce pantothenatu, zvla3té mikrobidlnich procest
optimalizovanych pro produkci vy3sich vytéZkd produktu a

snadné&ji prelistitelného produktu.

Podstata vynalezu

Tento vynadlez se tvka zlepSenych metod vyroby
pantothenatu, konkrétné zplsobu vyroby kompozic (pfipravkia)
obsahujicich Ca-D-pantothenat. Tento vynalez se také tyka
zplsobl produkce pantothenatovych sprejové sulitelnych
(schopnych sprejového sudeni, tj. suSeni v rozpradovaci
su8arné&) kompozic, vyhodné& sprejové suditelnych kompozic,
které obsahuji Ca-D-pantothenat. Kompozice obsahujici Ca-D-
pantothenat a/nebo pantothenatové kompozice schopné
sprejového suSeni podle tohoto vynalezu mohou byt vyrobeny
fermentaci mikroorganismi produkujicich pantothenat
z glukézy dodavéni soli Ca v pribé&hu fermentace, vyhodné

dodavanim soli Ca v prib&hu fermentace s rizenym pH. Ve




vyhodném provedeni kompozice obsahujici Ca-D-pantothenat
a/nebo pantothenatové kompozice schopné sprejového suseni
jsou produkovany s dodavanim Ca(OH)z v pribéhu fermentace.
Kompozice obsahujici Ca-D-pantothenat a/nebo pantothenatové
kompozice schopné sprejového suSeni podle tohoto vynalezu
mohou byt produkovany fermentaci pomoci mikroorganismi
produkujicich pantothenat, vyhodné mikroorganismi, které
byly vytvoreny inZenyrstvim k p¥ipravé pantothenatu
zplsobem nezavislym na prekurzoru. Kompozice obsahujici Ca-
‘D-pantothenat a/nebo pantothenatové kompozice schopné
sprejového suSeni mohou byt produkovany fermentaci pomoci
mikroorganismd uzplsobenych k produkci pantothenatu
zplsobem bez potieby prekurzort, jako je B-alanin nebo
kyselina pantoova (nebo pantoat). Takeé jsou predstaveny
zpusoby produkce Mg-D-pantothenatovych kompozic a/nebo
sprejov& sulitelnych kompozic, které obsahuji Mg-D-
pantothenat, napfiklad zpusoby, které zahrnuji dodavani
soli Mg, vyhodn& pfi fermentaci Iizené pH, nejvyhodneli
dodavanim Mg (OH),. Kompozice obsahujici Ca~D-pantothenat,
Mg-D-pantothenatové kompozice a/nebo sprejové suditelné
kompozice se pripravuji z fermentacniho média.
Pantothenatové kompozice produkované zplsoby podle tohoto
vyndlezu jsou pradky {(nebo kompozice schopné byt zpracované
jako prasky), které obsahuji soli pantothenatu, vyhodné
dvoijvazné soli pantothenatu a zvlasté vyhodné Ca-D-
pantothenat nebo Mg-D-pantothenat. Tyto zplsoby vyroby Jjsou
daleko Gsporné&jsi a G&inn&jsi neZ konvendéni zpusoby.
Vysledné produkty maji mnoho komercnich pouziti, zvlasté se

pou¥ivaji jako vitaminové zdroje nebo potravinova aditiva.

Vynalez se tyka, alespoil z Casti, zpusobl vyroby
sprejové sufitelné pantothenatové kompozice, ktery zahrnuje
kultivaci mikroorganizmf produkujicich pantothenat za
podminek pH Pizeného Ca(OH),, tak, aby byla produkovana

sprejové suditelnd pantothenatova kompozice. Zpusob mizZe




dale zahrnovat sprejové sudeni sprejové suSitelné
kompozice. Vyhodné& obsahuje sprejové suSitelna
pantothenatova kompozice Ca-D-pantothenat. Tento vynalez se
také tykd pantothenatovych kompozic vyrobenych zplisoby
podle tohoto vyndlezu.

Jiné znaky a vyhody tohoto vyné&lezu budou ztejmé

7z nasledujiciho detailniho popisu a narok.

Detailni popis vynalezu

Vyndlez se alespofl z Casti tyka zplisobu vyroby Ca-D-
pantothenatu, vyhodné zpisobu vyroby sprejove suditelnych
Ca-D-pantothenatovych kompozic. Zplsob zahrnuje kultivacil
mikroorganismu produkujiciho pantothenat v pritomnosti Ca
soli, vyhodn& v p¥itomnosti Ca soli za podminek Fizeného
pH, zvla3té vyhodné za podminek pH fizeného Ca(OH):, tak,
aby byl produkovan Ca~-D-pantothenat nebo sprejoveé suSitelnd
Ca-D-pantothenatova kompozice. Tento vynalez se také
alespofi z &asti tyka zplsobu vyroby Mg-D-pantothenatu,
vyhodn& zptisobu vyroby sprejové su3itelné Mg-D-
pantothenatové kompozice. Zpisob zahrnuje kultivacl
mikroorganismu produkujiciho pantothenat v pritomnosti soll
Mg, vyhodn& v pfitomnosti soli Mg za podminek fizeného pH,
zv143té vyhodné& za podminek pH ?izeného Mg(OH)., tak, aby
byl produkovan Mg-D-pantothenat nebo sprejové suSitelnd
Mg-D-pantothenatovéd kompozice. Tento zpisob miZe dale
zahrnovat sprejové suleni sprejoveé suSitelné kompozice.
Mikroorganismy produkujici pantothenat mohou byt
kultivovany napf¥iklad ve fermentacnim médiu nebo bujdnu
majicich déle uvedené sloZeni. Vyhodn& zplsob zahrnuje
kultivaci rekombinantnich mikroorganismi produkujicich
pantothenat, které byly uzpisobeny k produkci pantothenatu
(napriklad k produkci vyznamnych titrd pantothenatu

zpGsobem nezavislym na dodani prekurzoru).




K tomu, aby byl vyndlez snadné&ji pochopitelny, jsou

dale nejprve definovany urdité pojmy.

Pojem ,pantothenat" zahrnuje volnou kyselou formu
pantothenatu, také oznalovanou jako ,pantothenova
kyselina™, stejné jako jeji soli (napfiklad odvozené
ndhradou kyselého vodiku pantothenatu nebo kyseliny
pantothenové kationtem, naptfiklad vapnikem, sodikem,
draslikem, amoniem), také oznacované jako "pantothenatové
sGl". Vyhodnymi pantothenatovymi solemi jsou pantothenat
vapenaty, pantothenat sodny, pantothenat hofeénaty,
pantothenat draselny a/nebo pantothenat amonny.
Pantothenatové soli podle tohoto vynalezu zahrnuji soli
pripravené bé&zZnymi metodami ze zde popsanych volnych
kyselin. V jiném provedeni je pantothenatova stl
syntetizovdna p¥imo mikroorganismem podle tohoto vynélezu.
Pantothenatovad stl podle tohoto vyndlezu miZe byt podobné
pfevedena na formu volné kyseliny pantothenatu nebo
pantothenové kyseliny bé&Znymi metodami. Vyhodné
pantothenatovd stl je Ca-D-pantothenat (t].
Ca(D-pantothenat);). Jinou vyhodnou pantothenatovou soli je
Mg-D-pantothenat (tj. Mg(D-pantothenat),). Zplisoby produkce
Ca-D~pantothenatu znamé ze stavu techniky zahrnuji vyrobu
Ca~-D~pantothenatu z kyseliny D-pantothenové p¥idavkem
ekvimolédrniho mnoZstvi Ca{OH),. D-pantothenat je rutinné
izolovan z fermentalniho média nebo bujdénu obsahujicich
D-pantothenat zplsoby, které zahrnuji ale nejsou omezeny na
zplisoby popsané ve WO 96/33283, US6013492 a DE10016321.

D-pantothenat miZe byt pfipraven fermentaci pomoci
mikroorganismd na Zivné pldé& obsahujici zdroj uhliku, jako
jsou cukry (nap¥. glukdza, sachardza, melasy) nebo jiné
karbohydraty (napf. Skrobové hydrolyzaty), prekurzory, jako
je P-alanin, kyselina pantoova {(nebo pantoat), ketopantoat

(nebo kyselina ketopantoova), o-ketoisovalerat (nebo
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kyselina o-ketoisovalerovd) a podobné, zdroje dusiku, jako
je (NHg) 2S04, zdroje proteinu, jako je sojova mouka,
kukufiény extrakt a kvasniény extrakt, zdroje fosforu, jako
jsou fosforelnan draselny nebo sodny a stopové prvky a
vitaminy. Mikroorganismus je kultivovén ve fermentadnim

médiu pfi vhodném pH za vhodného michéni a provzdu$iovani.

Pojem ,pantothenatova kompozice" oznaCuje kompozice,
které obsahuji pantothenat a pripadné dal3i sloZky, které
zahrnuji ale nejsou omezeny na pufry, soli a/nebo jiné
slozky média, zbytky média (tj. zbytky sloZek komplexniho
média z fermentalniho média), biomasu (naptiklad
mikroorganismy a/nebo Casti nebo zbytky mikroorganismd
z fermentaéniho bujénu) a/nebo sloZky média, které pomédhaji
pri pPipravé produktu (jako jsou cukry, produkty z ceredlii

nebo ludténin, silikagel atd.).

Pojem ,sprejové suditelnd pantothenatova kompozice"
zahrnuje pantothenatové kompozice, ze kterych mohou byt
kapalné sloZky odpafreny nebo jinak odstranény pro ziskéni
pevné kompozice. Vyhodné je sprejoveée suSitelna
pantothenatova kompozice sprejové suSena nebo sprejoveé
granulovédna (napf. za pouzZiti sprejového sufiCe s fluidnim
loZem), ackoli mohou byt pouZity i1 jiné zplsoby odstranéni
kapalnych sloZek (napf. odpareni, lyofilizace a podobné).
Sprejové suditelnd pantothenatovd kompozice miZe byt
vysuSena se separaci nebo bez separace od biomasy od
fermentadniho média, naptriklad filtraci, odstredénim,
ultrafiltraci, mikrofiltraci nebo jejich kombinaci.

V jednom provedeni je vysudend sprejové suSitelnd
pantothenatovd kompozice schopna zamy3lené funkce bez
dalsich krokl ¢isténi. VysuSend sprejové suSitelné
pantothenatovad kompozice miZe byt naptiklad pfimo pridéna

do krmiva zvirat (napf?. krmiva pro dribeZ nebo prasata)




nebo p¥idana do krmnych premixd bez dalSich krokt
predisténi.
pP¥iklady komer&n& dostupnych zafizeni pro sprejoveé

suSeni zahrnuji ty, které jsou vyrobeny firmami Niro nebo
APV Anhydro (ob& Copenhagen, Dansko). Sprejové granuldtory
s fluidnim loZfem jsou vyradbdny firmou Glatt (Bingen,
Némecko), Heinen (Varel, Némecko), Niro-Aeromativ
(Bubendorf, Svycarsko) a Allgaier (Uhingen, Némecko). Ve
vyhodném provedeni Jje teplota na vstupu do sprejového
sudide nastavena na asi 100 °C aZ asi 280 °C a vyhodné na
asi 120° a? asi 210 °C. Teplota na vystupu ze sprejového
suSide je nastavena na rozmezi asi 30 aZ asi 180 °cC,
vyhodn& na asi 50 °C aZ asi 150 °C a zvlaste vyhodng& od asi
50 °C do asi 100 °C. Atomizace kapaliny je provédéna dvemi
fluidiza&nimi tryskami (pneumatické trysky, tlakové trysky)
nebo rota&nim diskem. Také FSD (fluidni sprejova suSarna)
vyrabény firmou Niro (Copenhagen, Dansko) nebo srovnatelné
sudarny nazyvané SBD (Spray Bed Dryer) vyrébéné firmou APV
Anhydro (Copenhagen, Dansko) mohou byt pouZity pro suleni.
Tyto sudarny pfedstavuji kombinaci sprejové sularny a
granuldtoru s fluidnim loZem. B&hem suSeni je také moZno
dosahnout urdité aglomerace. Pro selekci distribuce
stanovené velikosti 8astic v kone&ném produktu mohou byt
velmi malé Sastice odddleny na sitech a vréceny do procesu.
Podobnd mohou byt velmi velké &astice rozdrceny v mlynu a

vraceny do procesu.

Pojem ,mikroorganismus produkujici pantothenat”
zahrnuje p¥irozené se vyskytujici mikroorganismy, které
produkuji pantothenat, stejn& jako mikroorganismy,
nap¥iklad rekombinantni mikroorganismy, které maji
deregulovanou cestu biosyntézy pantothenatu a/nebo
deregulovanou cestu biosyntézy isoleucinu-valinu. Ve zde

uvedeném smyslu pojem mikroorganismus ,majici deregulovanou




cestu biosyntézy pantothenatu” zahrnuje mikroorganismus,
ktery ma& deregulovany alespofi jeden enzym pro biosyntézu
pantothenatu (napfiklad nadm&rnd produkovan expresi) tak,
Ze je zvySena produkce pantothenatu (napfiklad ve srovnani
s produkci pantothenatu v uvedeném mikroorganismu pred
deregulaci uvedeného biosyntetického enzymu nebo ve
srovnani s prirozené& se vyskytujicim typem mikroorganismu) .
Vyhodné mikroorganismus ,majici deregulovanou cestu
biosyntézy pantothenatu" zahrnuje mikroorganismus majici
deregulovany (napfiklad nadm&rné produkovany expresi)
alespoli jeden biosynteticky enzym tak, Ze je produkce
pantothenatu 1 g/l nebo vy33i. Zv1ladté vyhodné zahrnuje
mikroorganismus ,majici deregulovanou cestu biosyntézy
pantothenatu” mikroorganismus, ktery m& deregulovany
(nap¥iklad nadm@&rné produkovany expresi) alespoil jeden

enzym tak, Ze produkce pantothenatu je 2 g/1 nebo vy83i.

Pojem ,pantothenatovy biosynteticky enzym" zahrnuje
enzym pouZivany pfi tvorb& sloudeniny (napriklad
meziproduktu nebo produktu) cesty biosyntézy pantothenatu.
Naptiklad syntéza pantothenatu z a-ketoisovaleratu (x-KIV)
probihd pfes meziprodukt, ketopantoat. Tvorba ketopantoatu
je katalyzovana pantothenatovym biosyntetickym enzymem
ketopantoathydroxymethyltransferasou (produkt genu panB).
Tvorba pantoatu je katalyzovana pantothenatovym
biosyntetickym enzymem ketopantoatreduktasou {produkt genu
pank). Syntéza p-alaninu z aspartatu je katalyzovana
pantothenatovym biosyntetickym enzymem aspartat-o-
dekarboxylasou (produkt genu panD). Tvorba pantothenatu z
pantoatu a f-alaninu (napf. kondenzaci) Jje katalyzovana
pantothenatovym biosyntetickym enzymem
pantothenatsyntetasou (produkt genu panC).

Pojem ,biosyntetickéd cesta isolelucinu-valinu”

zahrnuje cestu biosyntézy zahrnujici biosyntetické enzymy




pro biosyntézu isoleucinu-valinu (nap¥iklad polypeptidy
kédované geny kédujicimi biosyntetické enzymy), slouCeniny
(napriklad prekurzory, substréty, meziprodukty nebo
produkty), kofaktory a podobn& pouZzivané p¥i tvorbé nebo
syntéze konverze pyruvatu na valin nebo isoleucin. Pojem
Jbiosyntetickd cesta isoleucinu-valinu" zahrnuje
biosyntetickou cestu vedouci k syntéze valinu nebo
isoleucinu v mikroorganismu (napf¥iklad in vivo) stejn& jako
biosyntetickou cestu vedouci k syntéze valinu nebo

isoleucinu in vitro.

Pojem ,isoleucin-valinovy biosynteticky enzym"
zahrnuje jakyvkoli enzym pouZity p¥i tvorbé& slouleniny
(nap?. meziproduktu nebo produktu) biosyntetické cesty
isoleucinu-valinu. Syntéza valinu z pyruvatu probiha pres
meziproukty, acetolaktat, o,p-dihydroxisovalerat (o, ~DHIV)
a a~ketoisovalerat (a-KIV). Tvorba acetolaktatu z pyruvatu
je katalyzovana isoleucin-valinovym biosyntetickym enzymem
acetohydroxykyselinasyntetatosu (produkt genu 11vBN nebo
alternativné& produkt genu alsS). Tvorba o,B-DHIV z
acetolaktatu je katalyzovéna isoleucin-valinovym
biosyntetickym enzymem acetohydroxykyselina-
diisomeroreduktasou (produkt genu ilvC). Syntéza o-KIV
z o, 3~-DHIV je katalyzovadna isoleucin-valinovym
biosyntetickym enzymem dihydroxykyselinadehydratasou
(produkt genu ilvD). Krom& toho valin a isoleucin mohou byt
vzajemnd prevedeny transaminasami aminokyselin s

rozvétvenym Fetézcem.

V jednom provedeni je rekombinantni mikroorganismus
podle tohoto vyndlezu gram-pozitivni organismus (naptiklad
mikroorganismus, ktery zachycuje zésadité barvivo,
naptiklad krystalovou violet v disledku pritomnosti gram-
pozitivnich oball stény mikroorganismu}. Ve vyhodném

provedeni je rekombinantnim mikroorganismem mikroorganismus
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pattici do rodft vybranych ze skupiny sestéavajici =z rodd
Bacillus, Corynebacterium, Lactobacillus, Lactococcus a
Streptomyces. Ve zv14a5t& vyhodném provedeni je
rekombinantni mikroorganismus rodu Bacillus. V jiném
vyhodném provedeni je rekombinantni mikroorganismus vybran
ze skupiny sestavajici z Bacillus subtilis, Bacillus
lentimorbus, Bacillus lentus, Bacillus firmus, Bacillus
pantothenticus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
cereus, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus
1icheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus,
Bacillus thuringiensis a jinych druh@ skupiny 1 Bacillus
species, naptiklad jak je charakterizovan typem rRNA 165
(Priest (1993) v Bacillus subtilis a jiné gram-pozitivni
bakterie eds. Sonenshein et al., ASM, Washington, D.C.,
str. 6). V jiném vyhodném provedeni je rekombinantnim
mikroorganismem Bacillus brevis nebo Bacillus
stearothermophilus. V jiném vyhodném provedeni je
rekombinantni mikroorganismus vybradn ze skupiny sestavajici
- Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens,

Bacillus halodurans, Bacillus subtilis a Bacillus pumilus.

V jiném provedeni je rekombinantni mikfoorganismus
gram-negativni (nebarvi se zdsaditym barvivem) organismus.
Ve vyhodném provedeni je rekombinantnim mikroorganismemn
mikroorganismu pat¥ici do rodd vybranych ze skupiny
sestavajici z rodd Salmonella, Escherichia, Klebsiella,
Serratia a Proteus. Ve vyhodném provedeni je rekombinantnim
mikroorganismem mikroorganismu pat?ici do rodu Escherichia.
Ve zv1&a3té& vyhodném provedeni je rekombinantnim
mikroorganismem Escherichia coli. V jiném provedeni Je
rekombinantnim mikroorganismem mikroorganismus z rodu
Saccharomyces (nap¥. S. cerevisiae). Mezi zvlasté vyhodné
,mikoorganismy produkujici pantothenat" pat?i ty
mikroorganismy, kterée Jjsou popsény napfiklad v US patentové
prihlasce Cislo 09/667569.
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Pojem "kultivace" zahrnuje udrZovani a/nebo rast
7ivych mikroorganisml podle tohoto vynalezu (napf.
udrsovani a/nebo kultivace kultury nebo kmene). V jednom
provedeni je mikroorganismus podle tohoto vynalezu
kultivovan v kapalném médiu, napfiklad fermentaénim bujénu.
Ve vyhodném provedeni je mikroorganismus podle tohoto
vynélezu kultivovén v médiu (napfiklad sterilnim kapalném
médiu) obsahujicim Zivné latky vyhodné nebo nezbytné pro
udrieni a/nebo rist mikroorganismd (nap¥. zdroje uhliku
nebo uhlikaté substraty, nap¥iklad karbohydraty,
uhlovodiky, oleje, tuky, mastné kyseliny, organické
kyseliny a alkoholy, zdroje dusiku, napr¥iklad pepton,
kvasnidné extrakty, masové extrakty, sladové extrakty,
mo&ovina, siran amonny, chlorid amonny, dusidnan amonny a
fosfore&nan amonny; zdroje fosforu, napfiklad kyselina
fosfore&né, jeji sodné a draselné soli; stopové prvky,
nap¥iklad soli ho¥&iku, Yelezu, manganu, vapniku, médi,
zinku, boru, molybdenu a/nebo kobaltu; a rastové faktory,
jako jsou aminokyseliny, vitaminy, rGstové promotory a

podobné) .

Vyhodné Jjsou mikroorganismy podle tohoto vynalezu
kultivovany za podminek ¥izeného pH. V jednom provedeni se
mikroorganismy kultivuji p¥i pH mezi 6,0 a 11,0. V jiném
provedeni se mikroorganismy kultivuii p#i pH mezi 6,0 a
8,5, napriklad pfi pH asi 7. Vyhodna &inidla pro fizeni
gupravu pH zahrnuji hydroxid amonny, hydroxid sodny a/nebo
hydroxid draselny PouZiti téchto Ginidel k Fizeni pH je
Zv1ASts dilefité, pokud jsou soli (napfiklad dvojvazneé
kationty, napfiklad Ca®* (CaClz) nebo Mg?" (MgClz) pridany do
fermentadniho média). Ve vyhodném provedeni se
mikroorganismy kultivuji ,za podminek pH Fizeného Ca(OH)z".
Pojem ,podminky pH Fizeného Ca (OH)," zahrnuje podminky, kdy
alespoi &ast Ca(OH), byla pfidana k ziskani Zadaného

produktu, napfiklad sprejové suditelné Ca-pantothenatové
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kompozice. Vyhodn& je poZadované pH udrZovédna pridavkem
Ca(OH),, pokud je to nezbytné, ke zvySeni pH, a pokud je to
nezbytné, ke sniZeni pH se pouZivd jakdkoli metoda znama
odbornikovi v oboru. V jiném vyhodném provedeni jsou
mikroorganismy kultivovany za ,podminek pH Fizeného
Mg (OH)2". Pojem ,podminky pH fizeného Mg(OH)." zahrnuje
podminky, kdy alespofi ¢ast Mg(OH). byla pfidana k ziskéni
¥4daného produktu, napfiklad sprejové suSitelné Ca-
pantothenatové kompozice. Vyhodné je poZadované pH
udrZovana pridavkem Mg(OH),, pokud je to nezbytné, ke
zvy8eni pH, a pokud je to nezbytné ke sniZeni pH se

pouziva jakakoli metoda znémé& odbornikovi v oboru.

Mikroorganismy jsou kultivovany za podminek takovych,
Ye¢ je produkovano alespofi 20 g/l pantothenatu be&hem asi 36
hodin, alesponl 20 aZ 30 g/l je produkovano b&hem asi 48
hodin nebo alespoli 35 aZ 40 g/l je produkovano b&hem asi 72
hodin. Optimalizaci média, procesu nebo kmene nebo
kombinaci t#i koncentraci pantothenatu v kone&ném médiu
mi¥e byt dosaZeno 40 g/1, 45 g/1l, 50 g/1, 55 g/1, 60 g/1,
65 g/1, 70 g/1, 80 g/1, 90 g/l nebo vice neZ 90 g/1.

Ca~D-pantothenat je 3iroce pouZivan jako potravinove
aditivum. Ca-D-pantothenat se také nachazi jako sloZka
spremixf™. ,Premixy" jsou kompozice znamé ze stavu techniky
(napriklad potravinovad aditiva), které obsahuji naptiklad
vitaminy, mineradlie a/nebo aminokyseliny, které podporuji
rast a/nebo zdravi zvifat. Je proto vysoce Zadouci vyvinout
zpisob, p¥i kterém je Ca-D-pantothenat produkovan z
obnovitelnych zdroijf, jako jsou cukry, bez potfeby pfidavkl
jakychkoli pantothenatovych prekurzorl, napfiklad B-

alaninu.

Pro tyto G&ely mohou byt pfidany ionty Ca k

fermentadninu médiu obsahujicimu kyselinu D-pantothenovou
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nebo jeji soli pred koncem fermentace v jakémkoli kroku

v prubéhu procesu, jak je popsdno v patentové p¥ihlaSce
DE10046490. V jiném provedeni mohou byt ionty Ca p#idany do
fermentadniho média bé&hem fermentace. Ionty Ca mohou byt
napriklad pridény k fermentadnimu médiu Zivnymi roztoky
obsahujicimi Ca0O, Ca(OH)., CaCl,, CaCOz, CaSO,, CaHPO, nebo
s organickymi solemi Ca, jako je Ca-formiat, Ca-acetat, Ca-
propionat, Ca-glycinat nebo Ca-laktat nebo kombinace té&chto
soli. Mohou byt také pouZity jiné soli Ca, tento vylet by
nemél byt povaZovan za limitujici. Vyhodné jsou pouZity pfi
fermentaci Ca0O nebo Ca(OH),, protoZe tyto slouleniny
pomahaji Gpravé pH. Vvhodné se pridava alesponn 1 mol soli
Ca na 2 mol produkovaného D-pantothenatu. V jiném
provedeni mGZe byt p¥idédno vice neZ 1 mol soli Ca na 2 mol
produkovaného D-pantothenatu. V dal3im provedeni se dalsi
vy3e uvedené soli Ca p¥idavaji k fermentalnimu médiu
ptidavkem Ca soli poté, co byl fermentaldni proces ukonen

(viz napf. pfiklad 4 a 5).

Fermentalni médium obsahujici Ca-D-pantothenat mlZe
byt sprejové su3eno nebo sprejové granulovano, jak je zde
popsanc. V jednom provedeni se pridavaji k fermentacnimu
médiu pfred nebo bé&hem procesu sprejového susSeni nebo
sprejové granulace slouleniny, jako jsou cukry, napfiklad
laktbdza nebo maltodextrin, produkty z obilovin nebo
ludténin, napf¥iklad zrna, otruby nebo mouka ze s6ji nebo
pSenice, minerdlni soli, napfiklad soli Ca, Mg, Na a K,
aditiva, jako jsou silikagel a také kyselina D-pantothenova
a/nebo jeji soli (produkované chemickou syntézou nebo

fermentaci).

Ve vyhodném provedeni se nepridavaji Zadné dalsi
sloZzky a fermentadni médium se pfimo sprejové susi.
V jednom provedeni se biomase oddéli od fermentadniho

média a sprejové se susi pouze supernatant. Separace od
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biomasy se provadi technikami, jako je filtrace,
odstfedéni, ultrafiltrace, mikrofiltrace nebo jejich
kombinace. Ziskand biomasa mfiZe byt podrobena promyvacimu
kroku, kapalina se miZe p¥idat k odd&lenému fermentadnimu
supernatantu. V jiném provedeni se fermentadni médium
obsahujici biomasu sprejové sudi bez separace biomasy.
V jedté dal3im provedeni se fermentalni médium sprejove

su3i bez dalsiho koncentradéniho kroku.

V dalSim provedeni se provadi koncentrace
fermentacniho média. Nasledkem toho se zvySuje obsah
suSiny. Toho miZe byt napfiklad dosafeno odstraifiovanim vody
odpafenim. Odpafeni se mife provadét v n&kolika krocich a
za vakua. Odpafeni miZe byt provad&no na tenkovrstvych
odparkach, které jsou vyrab&ny napriklad spolednostmi GIG
(4900 Attnang Puchheim, Rakousko), GEA Canzler (52303
Diren, Némecko), Diessel (31103 Hildesheim, N&mecko) a
Pitton (35274 Kirchhein, Né&mecko). Obsah susiny ve
fermentaénim médiu miZe byt také zvy3en pouZitim
membranovych technik (nap#. nanofiltrace, reverzni osmdzy
atd.). Po odpareni mlZe byt obsah suliny od asi 20 % do asi
80 %. V jednom provedeni se odstran&ni voda vraci do
fermentadniho média, ¢imZ se sniZuje mnoZstvi produkované

odpadni vody.

V jednom provedeni se sterilizace fermentadniho média
provadi ve fermentoru (fermentadniho tanku) p#imo po
ukonCeni fermentace. V jiném provedeni se sterilizace
provadi poté, co médium opustilo fermentor. Také je moZnéa
sterilizace kultivadéniho supernatantu po odstranéni biomasy
z fermentaclniho média prostfednictvim vyde uvedené

separace.

SuSeni nebo zpracovani fermentadniho média miZe byt
provedeno obvyklymi zplsoby zndmymi ze stavu techniky.

Napfiklad mtZe byt pouZito sprejového suSeni, sprejové
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granulace ve fluidni vrstvé nebo rychlého vysusSeni
fermentalniho média metodou ,spin-~flash™ (Ullman’s
Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6. vydani, 1999,

elektronicka verze, kapitola "Drying of solid materials"™).

Produkt ziskany pomoci tohoto vynalezu miZe obsahovat
kromé& Ca-D-pantothenatu jiné sloZky fermentacniho média,
napfiklad fosfaty, uhlicitany, zbylé karbohydraty, biomasu,
slozky komplexniho média atd. Produkt m& obvykle bilou aZ
hné&dou barvu, obsah vody je méné neZ 5 &, vvhodné& 1 aZz 3 %.
K zabranéni tvorby hrudek by nemé&l obsah vody ptesdhnout 5
%$. Obsah Ca-D~pantothenatu je 10 aZ 90 %, vvhodné 20 aZ 80
%, zvlasté& vyhodné 50 azZ 80 %.

Podobné miZe byt pfipraveno fermentadni médium
obsahujici Ca-D-pantothenat pfipraveny z glukdzy bez
pot¥eby pfidavku f-alaninu nebo jakéhokoliv jiného
pantothenatového prekurzoru p¥i dosaZeni titrd
D-pantothenatu 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85 a vice nez 90 g/l. Ve vvhodném provedeni jsou
mikroorganismy podle tohoto vyndlezu kultivovidny za Fizené
aerace (provzdusnéni). Pojem ,¥izend aerace" zahrnuje
dostatelnou aeraci (napfiklad kyslikem) k dosaZeni produkce
poZadovaného produktu (napfiklad sprejove suSitelného
pantothenatu). V jiném provedeni je aerace ¥izena regulaci
hladin kysliku v kultufe, napfiklad regulace mnoZstvi
kysliku rozpudténého v kultivadnim médiu. Vyvhodné je aerace
kultury Fizena michanim kultury. Michéni miZe byt provedeno
michadlem nebo obdobnym zafizenim pro mechanické michani,
obracenim nebo protfepdvanim kultivaéni nadoby (napifiklad
zkumavky nebo baniky) nebo riznym pneumatickym zafizenim.
Aerece miZe byt dale f*izena prohd&nénim sterilniho vzduchu
nebo kysliku pf¥es médium (napfiklad fermentacni smési).

mikroorganismy podle tohoto vynédlezu Jjsou také vyhodné
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kultivovany bez nadmé&rného pé&néni (napriklad ptridavkem

odpéiiovadel).

Krom& toho mohou byt mikroorganismy podle tohoto
vynalezu kultivovany za Iizenych teplot. Pojem ,Fizend
teplota™ zahrnuje jakoukoli teplotu, kterd mé& za nasledek
produkci poZadovaného produktu (napfiklad sprejové
suSitelného pantothenatu). V jednom provedeni Fizené
teploty zahrnuje teploty mezi 15 C a 95 °C. V jiném
provedeni fizené teploty zahrnuji teploty mezi 15 °C a 70
°C. Vyhodnd teploty jsou mezi 20 °C a 55 °C, zvlasts
vyhodné mezi 30 °C a 50 °C.

Mikroorganismy mohou byt kultivovany (napf¥iklad
udrZovany a/nebo podrobeny rGstu) v kapalném médiu a
vyhodné jsou kultivovany bud kontinudlné nebo pretrZité
obvyklymi kultivadnimi metodami, jako je stdld kultura,
zkumavkova kultura, prot¥epdvand kultura (naptfiklad
v rotalni protrepavalce, protrepavadce na batiky atd.),
provzdusdnovana kultura nebo fermentace. Ve vvhodném
provedeni jsou mikroorganismy kultivovany v prot¥epadvanych
bafitkdch. Ve zvlasté& vyhodném provedeni jsou mikroorganismy
kultivovany ve fermentadnich tancich (napfiklad
fermentalnim procesem). Fermentalni procesy podle tohoto
vynédlezu zahrnuii ale nejsou omezeny na vsédkové, vsadkové
s dopliiovanou vsadkou a kontinu&lni procesy. Pojem
»vsadkovy proces" nebo ,vsadkovad fermentace" oznacuje
systém, kde sloZeni média, Zivin, dodatednych aditiv a
podobné je pripraveno na zacatku fermentace a neni
pfedmétem zmén béhem fermentace, av3ak mohou byt providény
pokusy ridit takové faktory, jako je pH a koncentrace
kysliku, k zabranéni prili3ného okyseleni média a/nebo
smrti mikroorganismi. Pojem ,proces vsadkovy s dopliiovanou

vsadkou" nebo fermentace ,vsadkova s doplfiovanou vsadkou"

oznaCuje vsadkovou fermentaci s tou vyjimkou, Ze se pridava




jeden nebo vice substratd nebo dopliikd (napf. pfidavané po
davkach nebo kontinudlné) v pribéhu fermentace. Pojem
ykontinudlni proces® nebo ,kontinudlni fermentace" oznaluje
systém, ve kterém je definované fermentalni médium
pridavano kontinudlné do fermentaéniho tanku a stejné
mno¥stvi pouZitého nebo ,upraveného”™ média je soulasné
odvadéno, vyhodné& za Glelem ziskani poZadovaného produktu
(naptiklad sprejové su3itelné pantothenatové kompazice).
Byla vyvinuta ¥ada variant té&chto procesit, kterd je dobfe

zndmé ze stavu techniky.

V jednom provedeni neni sprejové suSitelna
pantothenatova kompozice vy¢iSténa od mikroorganismi,
napfiklad pokud nejsou mikroorganismy biologicky nebezpedlné
(nap¥. bezpe&né). Kompletni kultivadéni nebo fermentalni
médium (nebo supernatant) mlZe byt pouzZito jako zdro]
produktu (nap¥. surového produktu). V jiném provedeni je
kultivadni médium (nebo kultivacni supernatant) zahuiténo.
V je3t& daldim provedeni je kultivadni médium (nebo

kultiva&ni supernatant) vysuSeno nebo lyofilizovano.

zptsob pripravy podle tohoto vyndlezu mé& za nasledek
produkci pofadované slouleniny p¥i znacné& vysokém vyté&Zku.
Pojem ,znadn& vysoky vyt&Zek"™ zahrnuje Grovell produkce nebo
vyté&¥ku, které jsou dostatedné zvySeny na hladinu
dostate&nou pro komercéni produkci poZadovaného produktu
(nap?. produkci produktu p¥i komeré&né pfrijatelnych
nadkladech). V jednom provedeni tento vyndlez predstavuje
zplsob pripravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
mikroorganismu za takovych podminek, Ze poZadovany produkt
(nap¥. pantothenat) je produkovan v mnoZstvi vy38im neZ 2
g/l. V jiném provedeni tento vynalez zahrnuje zplsob
ptipravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
mikroorganismu za takovych podminek, Ze poZadovany produkt

(nap¥. pantothenat) je produkovén v mnoZstvi vy$sim nez 10
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g/l. V jiném provedeni tento vyndlez pfedstavuije zplsob
p¥ipravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
mikroorganismu za takovych podminek, Ze poZadovany produkt
(nap¥. pantothenat) je produkovdn v mnoZstvi vy33im neZ 20
g/l. V je3té daldim provedeni tento vynadlez pFredstavuie
zplisob pfipravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
mikroorganismu za takovych podminek, Ze poZadovany produkt
(nap¥. pantothenat) je produkovén v mnoZstvi vy33im neZ 30
g/l. V jedté dald3im provedeni tento vyndlez pfedstavuije
zplsob pripravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
mikroorganismu za takovych podminek, Ze poZadovany produkt
(nap¥. pantothenat) je produkovan v mnoZstvi vy33im neZ 40
g/l. V je3té daldim provedeni tento vyndlez pFedstavuie
zplsob p¥ipravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
mikroorganismu za takovych podminek, Ze poZadovany produkt
(napf. pantothenat) je produkovan v mnoZstvi vy33im neZ 50
g/l. V jedté daldim provedeni tento wvyndlez predstavuie
zplsob pripravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
mikroorganismu za takovych podminek, Ze poZadovany produkt
(nap¥. pantothenat) je produkovan v mnoZstvi vy33im ne? 60
g/l. Tento vyndlez dale predstavuje zplsob pFipravy
pozZadované slouleniny, ktery zahrnuije kultivaci
rekombinantniho mikroorganismu za takovych podminek, Ze
dostatecné zvySené mnoZstvi sloucCeniny je produkovano v

komer&né& Zadoucim Casovém obdobi.

V jedté dald3im provedeni tento vyndlez zahrnuje zplsob
pfipravy, ktery zahrnuje kultivaci rekombinantniho
organismu za takovych podminek, Ze je produkovan poZadovany
produkt (napf. pantothenat), shromédzZdéni kultury, oddé&leni
biomasy od média (nebo ne), sterilizaci kultury {(pfed nebo
po oddéleni biomasy) zakoncentrovani méd;a (nebo ne) a
vysuSeni kultury vy3e popsanym zplsobem, tak, Ze je Ca-D-

pantothenat obsaZen v produktu v mnoZstvi vy3Sim neZ 10%
(20 - 30 - 40 % atd.)




Tento vyndlez je dale ilustrovén nasledujicimi

pfiklady, které by nem&ly byt povaZovany za omezuijici. Na
obsah v8ech odkazl, patentl a publikovanych patentovych

prihlasek, které jsou citovény v této p¥ihlaSce, se timto

odkazuje.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1: P¥iprava Ca-pantothenatu pomoci kmene PA668-24

V laboratornim fermentadnim tanku o obsahu 20 1

(Infors AG, Svycarsko) byly pFipraveny 4 litry wvodného

fermentaéniho média podle nésledujici tabulky:

Latka Kone&na koncentrace
Sojova mouka 40 g/1

Kvasnidny extrakt 5 g/l

Glutamat sodny 5 qg/1

(NHgq) 2504 8 g/1

Tego KS 911 (odpéfovadlo) 1 nl/1

Byla pfidéna voda do 4 1 objemu. Po sterilizaci

°C, 30 min) byl p¥idadn 1 litr sterilniho roztoku.

Koncentrace sloZek média

(bujdénu)

je nasleduijici:

Latka Koncentrace
KH,PO, 10 g/1
KoHPO4 20 g/1
Glukéza 20 g/1
CaCl, 0,1 g/1
MgCl, 1 g/1
Citrat sodny 1 g/1

FeS0s x 7 H,0 0,01 g/1

SM-1000x

1 ml/1
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Roztok stopovych prvkd SM-1000x o nédsleduijicim
sloZeni: 0,15 g NayMoOs x 2 H,O0, 2,5 g HzBOs;, 0,7 g CoCl, x 6
H,0, 0,25 g CuSO4 x 5 HO, 1,6 g MnClp, x 4 Hy0, 0,3 g ZnS04 X
7 H,O byl rozpuétén_ve vodé a byl doplnén do 1 litru. SM-
1000x byl ptidan sterilni trubickou do vsadky fermentadniho
média.

K polateénimu objemu 5 litrd bylo pfidano do vsadky
média inokulum kultury (OD = 10 v médiu SVY) kmene PA668-24
Bacillus subtilis.

Inokulum bylo pfipraveno zaoclkovanim 100 ml média SVY
v mrazu uchovaného kmene PA668-24 doplnéného 15
mg/tetracyklinu a 5 ml/1 chloramfenikolu. Médium SVY
vyrobené ze sterilni smé&si 25 g bujénu Difco Veal Infusion,
5 g kvasni&ného extraktu Difco, 5 g glutamatu sodného a 2,7
g (NHq)2804 v 740 ml vody. K sterilnimu médiu byl pfidén 1 M
K,HPO, (pH 7) a 60 ml sterilniho roztoku glukbdzy k dosaZeni
konelného objemu jeden litr. Kultura byla poté inkubovéana

p¥i 37 °C po dobu 12 aZ 18 hodin na rotalni michadce.

Z&sobni zamrazena kultura byla p¥ipravena v 250 ml
Erlenmayerové batice s michaci zardZkou. 50 ml média SVY-
Medium bylo doplnéno 15 ml/1 tetracyklinu a 5 mg/1l
chloramfenikolu a zaolkovano kmenem PA668-24 z jedné
kolonie na agarové desce. Po inkubaci na rotacni michacdce
pres noc bylo ke kultufe p¥idano 10 ml sterilniho 80%
glycerolového roztoku. Byly p¥ipraveny Iml alikvotni dily

v kryozkumavkach a byly individu&lné zamrazeny p¥i -80 °C.

Po zaolkovani byla zapolata fermentace. Teplota byla
nastavena na 43 °C. Podatelni otalky michadla byly
nastaveny na 400 ot/min a polatedni préGtok vzduchu na 4
1/min. V3echny fermentace predstavovaly vsadkové procesy
limitované pfidavkem glukdzy. Plavodni davka 2 % glukdzy

byly zkonzumovana béhem exponencidlniho ristu. Poté byly
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koncentrace glukézy udriZovany mezi 0 a 1 g/l kontinudlnim

ptidavkem roztoku glukdzy, Jjak je uvedeno v nésledujici

tabulce:

Latka Konelna koncentrace
Glukbza 600 g/1

Glutamat sodny 5 g/l

Citrat sodny 2 g/l

FeSO; x 7 HO0 0,02 g/1

SM~-1000x 2 ml/1

B&hem prvnich 8 hodin fermentace bylo pH udrZovano
pridavkem 25% roztoku NHz. Poté bylo pH fizeno pfidavkem
25% vodné suspenze Ca(OH), k fermentadnimu bujdnu ke
zvy8eni pH, pokud to bylo nezbytné. V pfipad&, Ze pH bylo
mimo vvhodné rozmezi pH, bylo sniZeno pfidavkem 20%
kyseliny fosfore&né. Rychlost michadla a pratoku vzduchu
byly regulovany podle hodnoty rozpu3téného kysliku (p0O:),
kterd byla nastavena na 20 % hodnoty nasyceni. Dodavéani
roztoku glukézy bylo ¥izeno algoritmem spojenym s hodnotou
pO;. K omezeni pénéni bylo prileZitostné& pridavano
odp&fiovaci &inidlo. Po 48 hodindch fermentace bylo dodavani

roztoku glukédzy ukonéeno.

Poté, co hodnota pO, dosahla hodnoty 95 %, byl
fermentacni bujdén odebran. Koncentrace D-pantothenatu byla
21,4 g/l. Biomasa byla odd&lena odstfedé&nim. Bunky
zlstavajici v supernatantu byly zabity sterilaci pfi 212 °C
po dobu 30 minut, coZ bylo potvrzeno nanesenim vzorku
bujénu na agarovou desku (Difco Tryptone Blood Aagar Broth,
33 g/l; dopln&né 30 g/l tetracyklinu a 30 mg/1
chloramfenikolu) a inkubaci pfes noc p¥i 37 °C a byly
zkontrolovany z hlediska rastu kolon. Koncentrace

D-pantothenatu ve vysledném supernatantu byla 15 g/l.
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Fermentacdni bujén byl zahu3tén na tenkovrstvé odparce
na konedény obsah sudiny 21 %. Koncentrovany fermentaldni

bujén obsahoval 55,4 g/l Ca-D-pantothenatu.

P¥iklad 2: Pripravené fermentadni médium obsahujici Ca-D-
pantothenat

P&t set gramd koncentrovaného fermentadniho bujdnu
vytvofeného v pfikladu 1 bylo vysudeno v laboratorni
sprejové suSirné se dvémi rozpraSovacimi tryskami o priméru
1,2 mm (Minor "Hi-Tec", Niro, Copenhagen, Dansko).
Homogenita suspenze fermentadniho bujénu byla udrZovana
stédlym michdnim. Teplota na vstupu byla 185 aZ 192 °C,
teplota na vystupu byla 88 aZ 91 °C a tlak vzduchu byl 2

bar.

Bylo ziské&no 74,8 g Zlut& hnédavého prasku pri vytéZku
70 %, Pradek obsahoval 25 % Ca-D-pantothenat. Obsah
vlihkosti byl 1,7 %.

P¥iklad 3: P¥ipravené fermentalni médium obsahujici Ca-D-

pantothenat

P&t set graml koncentrovaného fermentac¢niho bujdnu
vytvofeného v p¥ikladu 1 bylo vysuSeno v laboratorni
sprejové sularnd s dvémi rozpradovacimi tryskami o primé&ru
1,2 mm (Minor "“Hi-Tec", Niro, Copenhagen, Dansko).
Homogenita suspenze fermentadniho bujénu byla udrZovéna
stadlym michanim. Teplota na vstupu byla 153 aZ 159 °C,
teplota na vystupu byla 72 aZ 78 °C a tlak vzduchu byl 2
bar.

Bylo ziskano 79,2 g Zluté hné&davého préasku. Prasek
obsahoval 24,1 % Ca-D-pantothenatu. Obsah vlhkosti byl 1,9
%.
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Priklad 4

K 500 g koncentrovaného fermentalniho bujénu
vytvo¥eného v p¥ikladu 1 bylo pfidano 2,2 g pevného Ca(OH):
ke zvySeni zésaditosti roztoku na pH 10. Roztok byl vysusen
v laboratorni sprejové sularné s dvémi rozpradovacimi
tryskami o priméru 1,2 mm (Minor "Hi-Tec", Niro,
Copenhagen, Dansko). Homogenita suspenze fermentaéniho
bujénu byla udrZovana stdlym michdnim. Teplota na vstupu
byla 135 aZ 143 °C, teplota na vystupu byla 73 az 77 °C.
Tlak vzduchu byl 2 bar.

Bylo ziskéno 82,4 g Zlut& hnédavého prasku. Prasek
obsahoval 23,7 % Ca-D-pantothenatu. Obsah vlhkosti byl 1,6
%.

priklad 5

K 500 g koncentrovaného fermenta¢niho bujénu
vytvo¥eného v p¥ikladu 1 bylo pridéno 5 g pevného CaCl; ke
zvySeni zéasaditosti roztoku na pH 10. Roztok byl vysusSen v
laboratorni sprejové sul&rn& s dvémi rozpraSovacimi
tryskami o prim&ru 1,2 mm (Minor "Hi-Tec", Niro,
Copenhagen, Dansko). Homogenita suspenze fermentadniho
bujénu byla udriovana stadlym michéanim. Teplota na vstupu
byla 129 a% 130 °C, teplota na vystupu byla 75 aZ 78 °C.
Tlak vzduchu byl 2 bar.

Bylo ziské&no 65,1 g Zluté& hné&davého préasku. Pradek
obsahoval 23,4 % Ca-D-pantothenatu. Obsah vlhkosti byl 1,7

e
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Priklad 6: Priprava Ca-pantothenatu pomoci kmene PAG68-2A

V laboratornim fermentadnim tanku o obsahu 20 1
(Infors AG, Svycarsko) byly pfipraveny 4 litry vodného

fermentadniho média podle néasledujici tabulky:

Latka Konelna koncentrace
Sojova mouka 40 g/1

Kvasniény extrakt 5 g/l

Glutamat sodny 5 g/1

(NHq) 2504 8 g/l

Tego KS (odpénovadlo) 1 mi/1

Byla p¥idéna voda do 4 1 objemu. Po sterilizaci pZi
121 °C po dobu 30 min byl p¥idan 1 litr sterilniho roztoku

k dosa?eni kone&nych koncentraci uvedenych v nasledujici

" tabulce:
Latka Kone&néa koncentrace
KH,POq 10 g/1
K;HPO4 20 g/1
Glukdza 20 g/1
CaCl, 0,1 g/1
MgCl, 1 g/1
Citrat sodny 1 g/1
FeSQq x 7 H0 0,01 g/1
SM~-1000x 1 ml/1

Roztok stopovych prvkd SM-1000x je slcoZen z kombinace:
0,15 g NazMOO4 X 2 H»0, 2,5 g HsBO3, 0,7 g COClg X 6 Hzo,
0,25 g CuSOs x 5 Hz0, 1,6 g MnCl, x 4 H;0 a 0,3 g ZnS04 x 7

H,0 rozpudténé v jednom litru vody. Roztok stopovych prvkd




"25" ':

SM-1000x byl pf¥idéan sterilni trubickou do vsadky

fermentacniho média.

PoCatelni objem vsadky fermentadéniho média byl 5
litrd. Ke vsddce bylo p#idéno 100 ml kultury (OD = 10
v médiu SVY) kmene PA668-2A Bacillus subtilis.

Inokulum bylo pfipraveno zaolkovanim 100 ml média SVY
(dopln&ného 15 mg/tetracyklinu a 5 ml/l1 chloramfenikolu)
kryoskopicky uchovanym kmenem PA668-2A. SVY médium: 25 g
bujdénu Difco Veal Infusion, 5 g kvasniéného extraktu Difco,
5 g glutamatu sodného, 2,7 g (NHg),S0; v 740 ml vody
sterilizovat; pfidat 200 ml sterilniho 1 M K;HPO; (pH 7) a
60 ml sterilniho 50% roztoku glukdzy (konelny objem 1 1).
Kultura byla poté inkubovéna p¥i 37 °C po dobu 12 aZ 18

hodin na rotadni michalce.

Zasobni zamrazend kultura byla p¥ipravena v 250 ml
Erlenmayeroveé batfice s michaci zaraZkou. 100 ml média SVY
(doplnéného 15 ml/1 tetracyklinu a 5 mg/l chloramfenikolu)
bylo zaockovano kmenem PA668-2A z jedné kolonie na agarové
desce. Po inkubaci na rotalni michalce pfes noc bylo ke
kulture pridano 10 ml sterilniho 80% glycerolového roztoku.
Byly pfipraveny 1ml alikvotni dily v kryozkumavkach, které

byly individudlné zamrazeny p¥i -80 °C.

Po zaolCkovani byla zapoCata fermentace. Teplota byla
nastavena na 43 °C, podatelni otacky michadla byly
nastaveny na 400 ot/min a polatelni prlitok vzduchu na 4

1/min.

V3echny fermentace ptfedstavovaly vsadkové procesy
limitované ptidavkem glukbzy. PlGvodni davka 2 % glukdzy
byly zkonzumovana béhem exponencialniho rustu. Poté byly
koncentrace glukdzy udrzovany mezi 0 a 1 g/l kontinudlnim
pfidavkem roztoku glukdzy, jak je uvedeno v nésledujici

tabulce:
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Latka Konecna koncentrace
Glukébza 800 g/1

CaCl; 0,6 g/l

Glutamat sodny 5 g/1

Citrat sodny 2 g/l

FeS04 x 7 H0 0,02 g/1

SM-1000x 2 mi/1

Béhem prvnich 24 hodin fermentace bylo pH udrZovano
p¥idavkem 25% roztoku NH;. Poté bylo pH ¥izeno pIridavkem
25% vodné suspenze Ca(OH), k fermentadnimu bujdnu. Pro
vyrovnédni zridka se objevujiciho zésaditého pH byla
p¥ridadvéana 20% kyselina fosforedna. Rychlost michadla a
pritoku vzduchu byly regulovany podle hodnoty rozpuSténého
kysliku (pO2), ktera byla nastavena na 20 % hodnoty
nasyceni. Dodavani roztoku glukdzy bylo Fizeno algoritmem
spojenym s hodnotou pO;. K omezeni pé&néni bylo
prileZitostné pfidavano odpénovaci &inidlo. Po 48 hodinéch
fermentace bylo dodavani roztoku glukdzy ukondeno.
Koncentrace D-pantothenatu byla asi 44,8 g/l. Poté, co
hodnota p0, dosahla hodnoty 95 %, byl fermenta&ni bujdn
sterilizovan p¥i 121 °C po dobu 30 minut. Uspé&3nost
sterilizace miZe byt prokdzana nanesenim vzorku bujdénu na
agarovou desku (Difco Tryptone Blood Aagar Broth, 33 g/1,
doplnéno 30 g/l tetracyklinu a 30 mg/l chloramfenikolu) a
inkubaci pfes noc p¥i 37 °C a poté kontrolou z hlediska
ristu kolon. Biomasa nebyla odstranéna z buijdnu, ktery
obsahoval 38 g/l D-pantothenatu.

Bujén byl zahu$tén na tenkovrstvé odparce na konelny

obsah su3iny 30 %.
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p¥iklad 7: P¥ipravené fermentalni médium obsahujici Ca-D-
pantothenat a biomasu

500 g Koncentrovaného fermentaniho bujénu vytvofeného
v ptikladu 6 bylo vysuZeno v laboratorni sprejové suSarné s
dvémi rozpraSovacimi tryskami o priméru 1,2 mm (Minor "Hi-
Tec", Niro, Copenhagen, Dansko). Homogenita suspenze
fermentaéniho bujénu byla udrZovana stalym michanim.
Teplota na vstupu byla 185 aZz 192 °C, teplota na vystupu
byla 88 aZ 91 °C. Tlak vzduchu byl 2 bar.

Bylo ziskéano 105 g Zluté& hnédavého prasku obsahujiciho
Ca-D-pantothenat. Vyt&inost byla 70 %.

Kmeny pou?ité ve vy3e uvedenych prikladech byly

ziskany nésledujicim postupem.

Vychozim bodem pro zisk&ni kmene s produkci
pantothenatu byl Bacillus subtilis kmen 168 (Marburg Stamm
ATCC 6051), ktery m&l genotyp trpC2 (Trp) . Z kmene 168 B.
subtilis byl vytvoren kmen PY79 transdukci markeru Trp (z
ptirozené se vyskytujidiho typu W23 Bacillus subtilis). Do
kmene PY79 byly zavedeny mutace ApanB a ApanEl klasickym
genovym inZenyrstvim (jak je nap¥iklad popsano v Harwood,
C. R. a Cutting, S. M. (vydavatelé) Molecular Biologicyl
Methods for Bacillus (1990), John Willey & Sons, Ltd,
Chicheter, Anglie).

Vysledny kmen byl transformovéan genomovou DNA z kmene
PA221 Bacillus subtilis (genotyp PzgpanBCD, trpC2 (Trp ) a
genomovou DNA z kmene PA303 Bacillus subtilis (genotyp
PygpanEl) . Vysledny kmen PA327 m&l genotyp PogpanEl a je
auxotrofni pro tryptofan (Trp ).

S kmenem PA327 Bacillus subtilis bylo dosaZeno v médiu
SyY-Medium (25 g/l Difco Veal Infusion Broth, 5g/1
kvasnidny extrakt Difco, 5 g/l Na-glutamatu, 2,7 g/1

(NH4) S04 rozpudténo ve vodé, zfedéno na 740 ml vodou,




.
E XX 2 X3
.
[ E X XN X 3

- 28 =~

sterilizovano, pifidano 200 ml 1 M fosforelnanu draselného,
pH 7,0 a 60 ml 50% sterilniho roztoku glukdbzy), ktery byl

doplnén 5 g/l B-alaninu a 5 g/l a-ketoisovaleratu.

P¥iprava kmene PA221 (genotyp PsepanBCD, trpCZ (Trp))

je popséna v nasledujicim odstavci:

Klasickymi zplsoby genového inZenyrstvi byl operon
panBCD z Bacillus klonovan z plazmidové knihovny Bacillus
subtilis GP275 za pouziti sekvenéni informace z panBCD
operonu E. coli (viz Merkel et al., FEMS Microbiol. Lett.
143, 1996: 247-352).

Pro proceduru klonovani byl pouZit kmen E. coli BM4062
(bir*®) a informace, Ze operon Bacillus je umisté&n blizko
mista genu birA. Operon panBCE byl klonovan do
replikovatelného plazmidu E. coli. Pro zvySeni exprese
operonu panBCD byly pouZity silné konstitutivni promotory
fagu SPO1 Bacillus subtilis (napf¥f. Pzs). Kromé& toho
ribozomdlni vazebné misto RBS proti sméru exprese genu panB
bylo zamé&néno um&lym RBS majicim sekvenci CCCTCT-AG-
AAGGAGGAGAAAACATG. Proti sméru exprese byla vloZena kazeta
PyépanBCD na plazmid DNA fragmentu, kterd Jje pF¥irozené
umist&na bezprostfedné proti sméru exprese nativniho genu
panB v Bacillus. Plazmid byl pfeveden do kmene RL-1
Bacillus subtilis (klasickou mutagenezi odvozeny derivat
Bacillus subtilis 168 (kmen Marburg ATCC 6051), genotyp
trpC2 (Trp~)) homologni rekombinaci nativniho panBCD
operonu byl nahrazen PyepanBCD, trpC2 (Trp ).

S kmenem PA221 Bacillus subtilis byly titry
pantothenatu aZz 0,92 g/1 (24 h) v 10 ml kultury v médiu
§VY-Medium, které bylo doplné&no 5 g/l p-alaninu a 5 g/l a

a-ketoisovaleratu.

Zpusob pFfipravy kmene PA303 Bacillus subtilis (genotyp
PyspanEl) je popsan dale:
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Se znalosti sekvence genu E. coli panE byl klonovan
gen Bacillus pankE. Je zajimavé Ze dva geny B. subtilis,
které byly nazvany panEl a panE2, jsou homologni s genem
E.coli panE. Analyzou bylo ukadzdno, Ze gen pankEl je
odpov&dny za 90 % produkce pantothenatu, pficemZ delece
genu panE2 nem& Zadny podstatny G&inek na produkci
pantothenatu. Byl zde také nahrazen promotor silnym
konstruktivnim promotorem Pzs a ribozomé&lni vazebné misto
proti sméru exprese panEl bylo zahrazeno umélym RBS.
Fragment PzspanEl byl klonovén na plazmidovy vektor, ktery
byl vytvofen tak, aby se fragment PypanEl mohl napojit na
originadlni nativni pankEl misto v genomu Bacillus subtilis.
Po transformaci a homologni rekombinaci byl vysledny kmen

nazvan PA303, ktery byl charakterizovin genotypem PepanEl.

S kmenem PA303 Bacillus subtilis byly titry
pantothenatu aZ 1,66 g/1 (24 h) v 10 ml kultury v médiu
SVy-Medium, které bylo doplné&no 5 g/l p-alaninu a 5 g/l a

o~ketolisovaleratu.

Dalsi vyvoj kmene byl proveden transformaci PA327
plazmidem, ktery obsahoval operon PyilvBNC a markerovy gen
pro spektinomycin. Operon P,ilvBNC byl napojen na misto
amyE, coZ bylo potvrzeno PCR analyzou. Jeden z produktl
transfomace byl nazvan jako kmen PA340 (genotyp PzepanBCD,
PyspanEl, PysilvBNC, specR, trpC2 (Trp)).

S kmenem PA340 Bacillus subtilis byly dosaZeny titry
pantothenatu a% 3,6 g/1 (24 h) v 10 ml kultury v médiu SVY-
Medium, které bylo doplné&no 5 g/l p-alaninu. V 10 ml
kultury v médiu SVY-Medium, které bylo doplnéno 5 g/l B~
alaninu a 5 g/1 a oa-ketoisovaleratu byly dosaZeny titry az
4,1 g/1 (24 h).

Dale byla zavedena do kmene PA340 deregulovand ilvD
kazeta. Pro tento G&el byl plazmid, ktery obsahoval gen

i1vD za tizeni promotoru Pz a um&lé RBS zaveden do PA340.
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Homologni rekombinaci genu PuilvD byl zaveden do
nativniho mista ilvD. Vysledny kmen PA374 m&l genotyp
PaspanBCD,  Ppepankl, PysilVBNC, PsilvD, specR a trpC2
(Trp™).

S kmenem PA374 Bacillus subtilis byly dosaZeny titry
pantothenatu aZ 2,99 g/1 (24 h) v 10 ml kultury v médiu
SVY-Medium, které bylo doplnéno 5 g/l p-alaninu.

K tomu, aby byl schopen produkce pantothenatu bez
pfidavku B-alaninového prekurzoru byly zaveden do kmene
PA374 dal8i kopie genu panD kdédujici aspartat-o-
dekarboxylasu. Chromosoma&lni DNA kmene PA401 byla zavedena
do PA374. Selekci tetracyklinem byl ziskdn kmen PA377.

Vysledny kmen PA377 m&l genotyp PrepanBCD, PspanEl,
PygilVvBNC, PpeilvD, specR, tetR a trpC2 (Trp™).

S kmenem PA377 Bacillus subtilis byly dosaZeny titry
pantothenatu aZ 1,31 g/1 (24 h) a 3,6 g/l (48 h) v 10 ml
kultury v médiu SVY-Medium bez doplné&ni prekurzorft, jako

jsou B-alanin nebo a-ketoisovalerat.

Priprava kmene PA401 Bacillus subtilis (genotyp

PyspanD) je popsana v nasledujicim odstavci.

Gen panD Bacillus subtilis byl klonovén z operonu
panBCD do plazmidového vektoru, ktery obsahoval:
tetracyklinovy markerovy gen. Proti sméru exprese ke genu
panD byl vloZen promotor Pge abvyée popsané umdlé RBS.
Restrikénim enzymovym 3tépenim byl z vektoru pripraven
fragment, ktery obsahoval tetracyklinovy markerovy gen a
gen PzepanD. Fragment byl znovu ligovan a pfeveden do vyde
popsaného kmene 221. Vysledny kmen PA401 je charakterizovan
genotypem PpgpanBCD, PzepanD, tetR a trpC2 (Trp’).

S kmenem PA40l Bacillus subtilis byly dosaZeny titry
pantothenatu aZ 0,3 g/1 (24 h) v 10 ml kultury v médiu SVY-
Medium, které bylo doplnéno 5 g/l a-ketoisovaleratu. V 10
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ml kultury v SVY¥-medium, které bylo doplné&no 5 g/1
kyseliny D-pantoové a 10 g/l L-aspartatu, byly dosaZeny
titry az 2,2 g/1 (24 h).

Kmen PA377 byl transformovan chromosomalni DNA kmene
PY79 pro vytvo¥eni tryptofan prototrofického kmene.
Vysledny kmen PAB24 m& genotyp PzspanBCD, Pyepankl,
PygilVBNC, PgeilvD, specR, tetR a Trp'. S kmenem PA824
Bacillus subtilis byly dosaZeny titry pantothenatu azZ 4,9
g/l (48 h) v 10 ml kultury v médiu SVY-Medium bez

jakychkoli pridavkl, jako jsou prekurzory.

P#iprava kmene PA668 je popsdna v ndsledujicim

odstavcis

Gen Bacillus panB byl klonovadn z operonu panBCD a
zaveden do vektorového plazmidu, ktery obsahoval gen
markeru pro chloramfenikol a sekvence vpr B. subtilis. Ve
sm&ru proti sm@ru exprese byl zaveden silny konstitutivni
promotor Pye. Zpracovanim restrik&nimi enzymy byl vytvofen
fragment obsahujici gen PygpanB, chloramfenikolovy marker a
- sekvenci vpr. Izolovany fragment byl znovu ligovana pouZit
k transformaci kmene PA824. Vysledny kmen byl pojmenovan
PA668. Genotyp PATTS8 je PpepanBCD, PygpanEl, PzsilvBNC,
PysilvD, PyepanB, specR, tetR a Trp'. Byly izolovany dvé
kolonie PA668, jedna z nich byla nazvana PA668-2A, druha
byla nazvana PA668-24.

S kmenem PA668-2A Bacillus subtilis byly dosaZeny
titry pantothenatu aZ 1,5 g/1 (48 h} v 10 ml kultury
v médiu SVY-Medium bez p¥idavkl latek jako jsou prekurzory.
V 10 ml kultury v SVY-Medium, které bylo doplnéno 10 g/1
L-aspartatu, byly dosaZeny titry pantothenatu az 5,0 g/1
(48 h). V 10 ml kultur v médiu SVY-Medium, které bylo
dopln&no 5 g/l kyseliny D-pantoové a 10 g/l L-aspartatu
bylo dosaZeno titr pantothenatu aZz 4,9 g/1 (48 h).
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S kmeném PAG68-24 Bacillus subtilis byly dosaZeny
titry pantothenatu aZ 1,8 g/l (48 h) v 10 ml kultury
v médiu SVY-Medium bez p¥idavkl latek jako jsou prekurzory.
Vv 10 ml kultury v SVY-Medium, které bylo doplnéno 10 g/1
L-aspartatu, byly dosaZeny titry pantothenatu az 4,9 g/l
(48 h). V 10 ml kultur v médiu SvVy-Medium, které bylo
doplné&no 5 g/l kyseliny D-pantoové a 10 g/1 L-aspartatu
bylo dosaZeno titrl pantothenatu a? 6,1 g/l (48 h).

Sekvence zde uvedeného promotoru P26 je nasledujici:

gcctacctag cttccaagaa agatatccta acagcacaag agcggaaagda
tgttttgttc tacatccaga acaacctctg ctaaaattcc tgaaaaattt
tgcaaaaagt tgttgacttt atctacaagg tgtggtataa taatcttaac

aacagcagga cgc.

Vy3e popsany kmen PA377 byl testovan v glukdzou
limitovaném fermentacénim médiu SvY-Medium (25 g/1 Difco
Veal Infusion Broth, 5 g/l kvasniény extrakt Difco, 5 g/l
tryptofanu, 5 g/l Na-glutamatu, 2 g/l (NHg)2S04, 10 g/1
KH,PO,, 20 g/l K:HPOs;, 0,1 g/1 CaClz, 1 g/l MgSOs, 1 g/1 Na-
citratu, 0,01 g/l FeSO4* 7 H0 a 1 ml/1 roztoku stopovych
prvkd (sloZeni: 0,15 g NapMoOs x 2 H,0, 2,5 g H3BOz, 0,7 9
CoCl, X 6 H0, 0,25 g CudS04 X 5 H,0, 1,6 g MnCl; x 4 H0, 0,3
g ZnS0s x 7 H20, rozpust&no ve vodé, konelny objem 1 1).
p¥i fermentaci v 10 1 za kontinudlniho pfivodu roztoku
glukézy bylo dosaZeno titr pantothenatu 18 aZ 19 g/1 (36
h) a 22 aZ 25 g/l (48 h).

PA824, tryptofanovy protroficky derivat PA377, byl
také testovan v glukédzou limitovanem fermentadnim médiu YE-
medium (10 g/l kvasniény extrakt Difco, 5 g/l Na-glutamatu,
8 g/1 (NHg)2804, 10 g/l KHzPO4, 20 g/l K;HPO4, 0,1 g/l CaClg,
1 g/1 MgSOs, 1 g/l Na-citrat, 0,01 g/1 FeSOs * 7 H0 a 1
ml/1 vySe uvedeného roztoku stopovych prvkd. PF¥i fermentaci

v 10 1 za kontinudlniho p¥ivodu roztoku glukdzy bylo
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dosaZeno titrd pantothenatu 20 g/1 (36 h) a 28 g/l (48 h)
a 36 g/1 (72 h).

PA824 byl dale testovan v glukdzou limitované
fermentaci ve vsadce média sestavajici z 10 g/l kvasnid&ného
extraktu Difco, 10 g/1 NZ Amine A (Quest International
GmbH, Erftstadt, N&mecko), 10 g/l Na-glutamatu, 4 g/l
(NH4) 2504, 10 g/l KH;PO;, 20 g/l K;HPO,, 0,1 g/l CaClz, 1 g/l
MgS04, 1 g/1 Na~citratu, 0,01 g/l FeSOq4 * 7 H;0 a 1 ml/1
vy8e uvedeného roztoku StopOVYCh prvkli. P¥i fermentaci v 10
1 za kontinudlniho p#ivodu roztoku glukézy bylo dosaZeno
titrd pantothenatu 37 g/1 (36 h) a 48 g/1 (48 h).

Tyto testovaci fermentace jsou pfrikladem kment
upravenych k nadprodukci pantothenatu spolu s produkci
pantothenatu zde popsanym zplsobem nezdvislym na

prekurzorech.

Titry pantothenatu ve fermentaclnim médiu mohou byt
dale zvySeny optimalizaci nebo vyvojem média, zvySenim doby
fermentace, vylep3enim a UGpravou kmene a také kombinaci
téchto metod. Vy3e uvedené titry pantothenatu mohou byt
dosaZeny fermentaci kmeny, které jsou odvozeny od vySe
popsanych kmen( PA824 a PA668. Derivaty mohou byt vyrobeny
klasickym vyvojem kmene, Jjako je klasickd mutace a také
aplikovanim metod genového inZenvrstvi. Prost¥ednictvim
vylep3eni média, kmene nebo metody mohou byt zvySeny titry
ve fermentacnim médiu na vice neZ 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85 a vice neZ 90 g/1.

Ekvivalenty: Odbornik v oboru snadno zjisti nebo bude
schopen odvodit za pouZiti béZnych experimentd mnoho
ekvivalentd konkrétnich provedeni, kterd jsou zde popséana.
Ma se za to, Ze tyto ekvivalenty spadaji do rozsahu
nasledujicich narokl.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob produkce sprejové suSitelné pantothenatové
kompozice, vyznadéujici se tim, Ze zahrnuje kultivaci
mikroorganismu produkujiciho pantothenat za podminek pH
¥izeného Ca(OH), tak, Ze je produkovéna sprejové suSitelna

pantothenatova kompozice.

2. Zptisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze uvedend
sprejové sulitelnd pantothenatova kompozice obsahuje Ca-D-
pantothenat.

3. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze
sprejové sulitelnd pantothenatovd kompozice ma obsah suSiny

asi 10 % aZz asi 80 %.

4. Zptisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze
sprejové suditelnd pantothenatové kompozice m& obsah suliny

asi 20 % aZ asi 60 %.

5. Zptisob podle narcku 1, vyznadujici se tim, Ze
sprejové suiitelnd pantothenatovad kompozice ma obsah suSiny

vys831i neZ 50 %.

6. Zplsob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze uvedend
pantothenatovad kompozice se ddle zpracovava sprejovym

sudenim.

7. Zplsob podle naroku 6, vyznacéujici se tim, Ze uvedena
sprejovd suditelnd pantothenatovd kompozice se sprejové

susi pri teplot& na vstupu od asi 100 °C do asi 200 °C.
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8. Zplisob podle nadroku 7, vyznadujici se tim, Ze
uvedend sprejové suSitelnd pantothenatovd kompozice se
sprejové suli pf¥i teplotd na vystupu od asi 60 °C do asi
100 °c.

9. Zptsob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze biomasa
se oddéli pred suSenim od uvedené sprejové suSitelné

pantothenatové kompozice.

10. Zplsob podle néroku 9, vyznadujici se tim, Ze
biomasa se oddéli od sprejové suSitelné pantothenatové
kompozice filtraci, odst¥edénim, ultrafiltraci,

mikrofiltraci nebo jejich kombinacemi.

11. Zplsob podle né&roku 1, wvyzna&ujici se tim, Ze
uvedend sprejové suditelnd pantothenatovd kompozice je

zakoncentrovana.

12. Zplsob podle néroku 1, vyznadujici se tim, Ze pH za
uvedenych podminek pH fizeného Ca{OH); je mezi asi 6,0 a
11,0.

13. Zpusob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze pH za

uvedenych podminek pH Pizeného Ca(OH), je asi 7,0.

14. Zpisob podle néroku 12, vyznadujici se tim, Ze pH za

uvedenych podminek pH Fizeného Ca(OH), Jje asi 10.

15. Sprejové su8itelnd pantothenatova kompozice produkované

zplisobem podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 14.
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