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Pridavok do krmiva pre zvierata, obsahujlci kyselinu D-pantoténovl a/alebo jej

soli, zlep§eny spdsob jeho vyroby a jeho pouzitie

Oblast techniky

Predlozeny vynalez sa tyka pridavku do krmiva pre zvierata, ktory obsahUJe
kysehnu D-pantoténovl a/alebo jej soli, zlepSeného sposobu jeho vyroby ajeho

pouzitia.

DoterajSi stav techniky

Ako vychodiskovy material pri biosyntéze koenzymu A je D-pantotenat
v rozsiahlej miere rozSireny v rastlinnej a zivociSnej oblasti. Na rozdiel od ludi, ktori
konzumuju primerané mnoZstva kyseliny pantoténovej v potrave,. bola vdak
manifestacia nedostatku D-pantotenatu ¢asto opisana ako u rastlin tak aj u zvierat.
Dostupnost D-pantotenatu je preto ekonomicky vyznamna, predovSetkym

v krmovinarskom priemysle.

- D-pantotenat sa zvyCajne produkuje pomocou chemickej syntézy z D-panto-
laktéonu a B-alaninatu vapenatého (Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry,
6th edition, 1999, Electronic release, kapitola “Vitamins”). Priprava D-pantolaktonu
vyZaduje vypracovanie klasického racematového stiepenia prostrednictvom
diastereoizomérnych soli. Komercnym produktom, ktory je vysledkom chemickej

syntézy je zvy€ajne vapenata sol kyseliny D-pantoténovej, D-pantotenat vapenaty.

V porovnani s chemickou syntézou, vyhodou biotechnologickych metod
produkcie, pri ktorych sa vyuZivaji mikroorganizmy, je selektivnha (enantiomérne
Cista) priprava D- formy kyseliny pantoténovej, ktorG moézu zuzitkovat vysSie
organizmy. Vypracovahie racematového Stiepenia, ako nevyhnutného predpokladu

pri chemickej syntéze, nie je teda nutné.

Su zname mnohé fermentaéné metddy na produkciu kyseliny D-
pantoténove] s vyuZitim mikroorganizmov, ktoré su, okrem iného, opisané
v patentovych  dokumentoch EP 0590857, WO 96/33283, US 6,013,492,
WO 97/10340, DE 198 46 499, EP 1001027, EP 1006 189, EP 1006 192 a
EP 1 006 193.



Anglicky patentovy dokument GB 598,177 opisuje pripravu kyseliny
pantoténove] v mnoZstve niekolkych tisicin (parts per thousand, ppt), ako
vedlajSieho produktu pri priprave 2,3-butylénglykolu s pouzitim Aerobacter
aerogenes. AvSak zachytenie kyseliny pantoténovej je mozné len s pouzitim

adsorpcie na drevenom uhli a naslednym vylahovanim.

Eurépsky patentovy dokument EP 1006 189 opis'uje spdsob pripravy
pantotenatu, pri ktorom sa vo fermentaénom roztoku dosiahne maximalny obsah
kyseliny D-pantoténovej 1 g/l. Takéto nizke obsahy kyseliny pantoténovej vo
fermentacnom roztoku, t.j. menej ako 10 % hmotnostnych, vztiahnuté na obsah
pevnych latok, nie su v8ak vhodné na komeréna pripravu pridavkov do krmiva pre
zvierata, obsahujlcich kyselinu D-pantoténovi. DalSou nevyhodou do dnesnych
¢ias publikovanych spdsobov je to, Ze izolacia produktu z fermentaéného média
vyZzaduje velky poCet krokov spracovania. Ekonomicky spdsob produkcie pre

priemyselnt vyrobu nebol doteraz opisany.

.Americky.patentovy dokument US 6,013,492 opisuje spracovanie kyseliny
- D-pantoténovej z fermentacného roztoku odfiltrovanim nerozpustnych zloZiek, ako
je napriklad bunkovy material, z kultivaéného média, adsorpciu filtratu na aktivnom
uhli, nasledné eluovanie kyseliny D-pantoténovej s organickym rozpustadiom,
vyhodne s metanolom, neutralizaciu s pouzitim hydroxidu vapenatého a napokon
krystalizaciu vapenatej soli kyseliny D-pantoténovej. Znacnou nevyhodou tychto
krokov spracovania je dalSia strata pozadovaného produktu. Okrem toho, pre
produkciu v priemyselnom meritku by bol potrebny pridavny systém na regeneraciu
pouzitého rozpustadla. DalSou nevyhodou je vedlajia produkcia vefkych
mnozstiev odpadovej vody, ktorda samotna vyzaduje nakladné spracovanie alebo

dokonca likvidaciu.

Nemecka patentova prihlaska DE 100 16 321 A1 opisuje spdsob pripravy
pridavkov do krmiva pre zvieratd, ktoré sa vyrabajl fermentaciou mikroorganizmov
produkujucich kyselinu D-pantoténovu. AvSak tento spdsob vyzaduje, aby sa po
fermentacii pridali hydroxidy alebo oxidy alkalickych kovov alebo kovov alkalickych

zemin.



Predmetom predloZeného vynalezu je poskytnit pridavok do krmiva pre
zvierata, ktory obsahuje volnu kyselinu D-pantoténovi a/alebo jej soli, aich
priprava s pouZitim zlepSeného spdsobu, ktory nevykazuje vy3Sie uvedené

nevyhody.

Tento ciel sa da dosiahnut vyhodnym spésobom pomocou predioZzeného

vynalezu.

Podstata vynalezu

Vynalez sa tyka spdsobu pripravy pridavku do krmiva pre zvierata, ktory

obsahuje volnu kyselinu D-pantoténova a/alebo jej soli, kde

a) organizmus  produkujuci  kyselinu D-pantoténovi sa fermentuje
v kultivatnom médiu obsahujliicom najmenej jeden zdroj uhlika a jeden

zdroj dusika, bez zavadzania dal$ich prekurzorov a

b) fermentacny roztok obsahujici kyselinu D-pantoténovl a/alebo jej soli sa
podrobi, bez uskutolnenia dalSich krokov spracovania, suseniu a/alebo

Uprave.

Sposob podfa predioZeného vynalezu sa dalej vyznaduje uskuto&iiovanim
fermentacie, pokym sa nedosiahne obsah pevnych latok najmenej 6 %
hmotnostnych, vyhodne 7 aZz 25 % hmotnostnych a/alebo obsah’ kyseliny D-
pantoténovej najmenej 2az 15% hmotnostnych, vyhodne 4 az 15 %

hmotnostnych.

Fermentacia na tento (el sa méze uskuto&riovat s pouZitim bezne znamych
. postupov vsédzkovym procesom, procesom fed-batch alebo opakovanym fed-
batch procesom alebo ako kontinualny procés. Obsahom pevnych latok sa pre
uCely predioZzeného vynalezu rozumie vysuseny fermentacny roztok, ktory okrem
iného obsahuje vysusent biomasu, mineraly a D-pantotenat a/alebo jeho soli. Na
stanovenie obsahu pevnych latok sa pri sterilnych podmienkach odoberie vzorka
fermentaéného roztoku a susi sa, napriklad vo vakuovej susiarni pri teplote 120 °C

pocas 12 hodin.



VVyhodou pri spdésobe podfa predlozeného vynalezu v porovnani so
sp6sobmi podla doterajSieho stavu techniky je predovSetkym to, Ze fermentacny
roztok sa nemusi podrobit Ziadnemu dalSiemu spracovaniu, ako su napriklad
adsorpéné metody na aktivnom uhli, aby sa ziskal produkt, ktory spifia poZiadavky

na pozadovany typ pridavku do krmiva pre zvierata. Tymito poziadavkami su

napriklad relativhe vysoky obsah kyseliny D-pantoténovej a dobra tolerovatelnost

pre cielovy organizmus a biologickd hodnota v zmysle “vitaminového G&inku”
produktu podfa vynalezu, ktora zodpoveda hodnote chemicky syntetizovanej

kyseliny D-pantoténovej.

Stupenn Cistoty samotnej kyseliny D-pantoténovej je potrebné v takomto
pripade povazovat za najmenej vyznamny, pretoze pri kimeni zvierat sa vo vacsine
pripadov zakomponuje do zloZzenych krmiv. Naproti tomu, za dalSiu vyhodu
produktu podla predloZzeného vynalezu je potrebné jednoznacne povazovat to,
pokial ide o vy3Sie uvedeny sposob produkcie, Ze okrem kyseliny D-pantoténovej
obsahuje dalSie komponenty fermentacného roztoku, ktoré s vyznamnymi pre
pohodu zvierat, ako je napriklad relativne vysoky obsah proteinu a (snad
esencialnych) aminokyselin, minerélnych latok, vitaminov a dalSich zloZiek, ktoré

sa vhodne vylucuju do média v priebehu fermentacie.

DalSou vyhodou spdsobu podfa predloZzeného vynalezu je vynechanie
krokov spracovania fermentacného roztoku, za vzniku produktu s dobrou
biologickou hodnotou. Spoésob podla tohto vynalezu sa vyznaluje tym, Ze
poZzadovany materi.él sa pripravi Uplne bez pouzitia organickych rozpustadiel.
Okrem toho, mnozstvo vytvorenej odpadovej vody sa podla predloZzeného vynalezu
vyrazne znizi. Toto ma preto za nasledok dalSie vynechanie krokov spracovania
a systémov na likvidaciu. Spésob podrfa predioZeného vynalezu sa teda vyznacuje
vyhodnym postupom, ktory je jednoduch$i, menej zavadny, Casovo menej narocny,
jednoznaéne menej nakladny ateda ekonomicky vyhodnej$i ako konvencné

metody.

Vyraz “produkovat” znamena v suvislosti s predloZzenym vynalezom, Zze
organizmus je schopny syntetizovat vacSie mnozstva kyseliny D-pantoténovej
alalebo jej soli, nez ako je potrebné pre jeho vlastné metabolické poZiadavky. Vo

variante, ktory je vyhodnym uskutoénenim podla predlozeného vynalezu,



syntetizované mnozstvo kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej soli nie je pritomné vo
vnuatri buniek, ale idealne sa celkom uvolfiuje z organizmu do kultivaéného média.
Tato exportacia sa méze uskutoCfovat aktivne alebo pasivne prostrednictvom

mechanizmov, ktoré st dobre zname.

Organizmami produkujucimi kyselinu D-pantoténovl, ktoré sa pouéivaju
podla predloZzeného vynélezu s mikroorganizmy. Tieto podla predloZzeného
vynalezu zahrfiuji huby, kvasinky a/alebo baktérie. Podla vynalezu je vyhodné
pouzite hub, ako s napriklad Mucor alebo kvasiniek, ako su napriklad
Saccharomyces alebo Debaromyces a v takomto pripade vyhodne Saccharomyces
cerevisiae. Podla predloZeného vynalezu je vyhodné pouzitie Coryneform bakteérii
alebo Bacillaceae. Podla vynalezu si vyhodné napriklad, baktérie zrodu
Corynebacterium, Escherichia, Bacillus, Arthrobacter, Brevibacterium,
Pseudomonas, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Acinetobacter alebo Rhizobium.
PredovSetkym vyhodnymi prikladmi vtejto savislosti su Corynebacterium
glutamicum, Brevibacterium breve alebo Bacillus subtilis, B. licheniformis,
B. amyiloliquefaciens, B. cereus, B. lentimorbus, B. lentus, B. firmus,
B. pantothenticus, B. circuléns, B. coagulans, B. megaterium, B. pumilus,
B. thuringiensis, B. brevis, B. stearothermophilus a dal$ia skupina jedného druhu
Bacillus, ktoré si charakterizované svojou 16sRNA, alebo Actinum mycetalis.
Tento zoznam je len na ilustraciu av Ziadnom pripade nie je obmedzenim

predloZzeného vynalezu.

Predlozeny vynalez sa okrem toho tyka pouZitia geneticky modifikovanych
organizmov na produkciu pridavku do krmiva pre zvierata podla vynalezu, pricom
tento pridavok obsahuje volnu kyselinu D-pantoténovi a/alebo jej soli. Takéto
geneticky modifikované organizmy sa méZu izolovat' napriklad pomocou chemickej’
mutagenézy a naslednou selekciou prostrednictvom vhodnej “skriningovej metody”.
Vynalez zahriiuje tiez takzvané producentské kmene, ktoré st vhodné na
produkciu produktu na ucely predloZeného vynalezu a maju genetické modifikacie,
pokial ide o metabolicky tok v smere D-pantoténovej kyseliny, taktiez zahriuiju
modifikacie v suvislosti s exportaciou kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej soli cez

bunkovli membranu.



Moézu sa tiez pouzit transgénne organizmy, vytvorené transferom
homolégnych a/alebo heterolégnych nukleotidovych sekvencii, ktoré su potrebné
alebo mdzu podporovat syntézu pozadovaného produktu. Nadmerna expresia
al/alebo deregulacia jedného alebo viacerych génov, samostatne af/alebo v
kombin&cii, lokalizovaného v genome a/alebo na vektore, je vtejto suvislosti

vyhodhé. ' : )

Takéto transgénne organizmy mézu vyhodne obsahovat pridavné képie
a/alebo geneticky modifikované gény zvolené zo skupiny zahriiujucej panB, panC,
panD, panE a/alebo ich kombinacie a/alebo dokonca organizacné jednotky, ako je
panBCD operén. DalSou moZnostou je vyhodné ovplyviiovanie ich metabolickych
drah, ako je napriklad izoleucinova-valinova biosynteticka draha v organizmoch,
ako je opisané napriklad v europskych patentovych dokumentoch EP 1 006 189,
EP 1006 192, EP 1006193 alebo EP 1001027. Toto zvySuje dostupnost
prekurzorovych latok s rozvetvenym retazcom pre biosyntézu kyseliny
pantoténovej. Je vyhodné, aby sa, tam kde je vhodné, nadmerne exprimovali gény

pre tuto biosyntetickll drahu, tj. ilvB, ilvN, ilvC a/alebo ilvD.

Okrem toho sa predloZeny vynalez tyka genetickych modifikacii aspartat-
adekarboxylazy (panD), napriklad nadmernej expresie a/alebo deregulacie,
v pouzitom organizme produkujicom kyselinu D-pantoténovi. Pri vyhodnom
spésobe je p-alanin uZ pritomny vbunkach vo zvySenych koncentraciach,
v porovnani so zodpovedajicimi geneticky nemodifikovanymi organizmami a teda
nie je potrebné ho pridavat do kultivatného média ako prekurzor, ako je uvedené
v prikladoch  europskej patentovej prihlaSky EP-A-0 590 857. Vyhodnymi
mikroorganizmami su také mikroorganizmy, v ktorych je deregulovana kyselina
pantoténova (pan) alalebo biosyntéza izoleucinu-valinu (ilv) a/alebo aspartat

odekarboxylaza (panD).

Pridavha nadmerna expresia ketopantoatreduktazy (panE) v mikro-

organizmoch predstavuje dalSiu vyhodu.

Dalej je tiez vyhodné, aby sa tam kde je to vhodné, redukovala aktivita coaA
génu, ktory je potrebny na syntézu koenzymu A, alebo (napriklad v druhoch

Bacillus) sa upine zamedzila. Je to ztoho dévodu, ze Bacillus okrem coaA



obsahuje dal$i gén pre tito enzymaticku funkciu (= coaX). Aktivita tohto coaX génu
alebo zodpovedajliceho enzymu sa modze tiez modifikovat, vyhodne redukovat,
alebo dokonca deletovat, pokial coaA samotny ma este primerand, i ked zniZenu,
enzymatickl aktivitu, t.j. enzymaticka aktivita coaA sa uplne nestratila. Okrem
nadmernej expresie rozlitnych génov geneticka manipulacia prométorovych
regidbnov t)?chto génov je taktiez vyhodna, ak tato man'ipulécia vedie k nadmernej

expresii génovych produktov.

V jednom uskutoneni podla predloZzeného vynalezu sa pouzili bakterialne
kmene opisané v prilohe (patentova prihlaska PCT/US 0025993), samotné, ako
napriklad PA 668 a/alebo jeho derivaty. Vo vyhodnom uskutocneni sposobu podla
predlozeného vynalezu sa pouZil mikroorganizmus Bacillus subtilis PA 377,
opisany v prilohe (patentova prihlaSka PCT/US 0025993). Tento kmen Bacillus

subtilis PA 377 sa produkoval nasledovne:

Vychadzajuc z kmena Bacillus subtilis 168 (Marburg kmen ATCC 6051),
ktory ma genotyp trpC2 (Trp), kmefl PY79 sa generoval transdukciou Trp* markera
(z Bacillus subtilis, divoky typ W23). ApanB a ApanE1 mutacie sa zaviedli do
kmena PY79 s pouzitim klasickych metdd genetickej manipulacie (ako je opisané
napriklad v Harwood, C.R. and Cutting, S.M. (editors), Molecular Biological
Methods for Bacillus (1990) John Wiley & Sons, Ltd., Chichester, England).

Vysledny kmen sa transformoval s gendomovou DNA Bacillus subltilis kmen
PA221 (genotyp PspanBCD, trpC2 (Trp)) a gendmovou DNA Bacillus subtilis
kmen PA303 (genotyp PyspankT). Vysledny kmen PA327 mal genotyp PyspanBCD,
P2spanE1 a je tryptofan-auxotrofny (Trp’).

Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty s Bacillus subtilis kmefiom PA327
v 10 ml kulturach s SVY meédiom (25 g/l Difco tefaci infuzny vyvar, 5 g/l Difco
kvasnicovy extrakt, 5 g/l glutamat sodny, 2,7 g/l siran amoénny doplneny do 740 ml
vody, autoklavovanie, potom pridanie 200 ml 1 M fosfore¢nanu draselného, pH 7,0
a 60 ml 50 % sterilného roztoku glukozy), ktoré sa doplnilo s 5 g/l B-alaninu a 5 g/l

aketoizovaleratu, predstavoval az do 3,0 g/l (24 hodin).



Produkcia kmefia PA221 Bacillus subtilis (genotyp P,gpanBCD, trpC2 (Trp’))

je opisana v nasledujticom odseku:

Pouzili sa klasické metédy genetického inZinierstva na klonovanie panBCD
operonu Bacillus, pricom sa vychadzalo z Bacillus subtilis GP275 plazmidove;j
kniznice s pridanim sekvencnej informacie panBCD operdnu. E. coli (pozri Merkel a
kol., FEMS Microbiol. Lett., 143, 1996, 247 — 252). E. coli kmen BM4062 (bir's)
a informacie, Ze Bacillus operén je umiestneny v susednej oblasti birA génu sa
pouzili na klonovanie. panBCD operén sa zaviedol do plazmidu, ktory bol schopny
sa replikovat' v E. coli. Na zlepSenie expresie panBCD operénu sa pouZili silné,
konstitutivne promoétory Bacillus subtilis fagu SP01 (Ps) a ribozémové vézbové
miesto (= RBS) pred panB génom sa nahradilo umelym RBS. Fragment DNA
umiestneny bezprostredne v smere nativheho panB génu v Bacillus sa ligoval pred
P2spanBCD kazetu na plazmid. Tento plazmid sa transformoval do Bacillus subtilis
kmen RL-1 (derivat Bacillus subtilis 168 (Marburg kmeri ATCC 6051), genotyp
trpC2 (Trp’)) ziskany klasickou mﬁtagenézou), a nativny panBCD operdon sa
nahradil pzspanBCD operénom s pouZitim homoldgnej rekombinécie. Vysledny

kmen sa nazval PA221 a ma genotyp P2spanBCD, trpC2 (Trp).

Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty s Bacillus subtilis kmefi PA221 v
10 ml kultirach s SVY médiom, ktoré sa doplnilo s 5 g/l B-alaninu a 5 g/l

oketoizovaleratu, predstavoval az do 0,92 g/l (24 hodin).

Produkcia Bacillus subtilis kmen PA303 (genotyp PispanE?) je opisana

v nasledujucom odseku:

Sekvencia Bacillus panE sa klonovala analogicky pomocou E. coli panE
génovej sekvencie. Zistilo sa, ze v B. subtilis exiétuju dva homology panE génu
E. coli, ktoré sa oznacili ako panE1 a panE2. Dele¢né analyzy ukazali, ze panE gén
je zodpovedny za 90 % produkcie kyseliny pantoténovej, zatial Co delécia panE2
génu nema ziaden signifikatny Gcinok na produkciu kyseliny pantoténovej. Znova,
v analogii ku klonovaniu panBCD operénu, prométor sa nahradil silnym
konstitutivnym prométorom Pgzg, a ribozémové vazboveé miesto pred panE1 génom
sa nahradilo umelym vazbovym miestom. Fragment PypanE1 sa klonoval do

vektora oznaleneého tak, ze PggpanE? fragment bol schopny integrovat do



pévodného panET lokusu v genéme Bacillus subtilis. Kmen, ktory sa vytvoril po

transformacii a homoldgnej rekombinacii sa nazval PA303 a ma genotyp PyspankE1.

Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty s Bacillus subtilis kmeii PA303 v
10 ml kultarach s SVY médiom dopinenym s 5 g/l f-alaninu a 5 g/l aketoizovaleratu

predstavoval az do 1,66 g/l (24 hodin).

DalSia konstrukcia kmefia sa uskutoénila pomocou transforméacie PA327
s plazmidom, ktory obsahoval P2ilvBNC operén a spektinomycinom znaceny gén.
Operoén PilvBNC sa integroval do lokusu amyE, ¢o sa demonstrovalo pomocou
PCR. Jeden transformant sa:nazval PA340 (genotyp PaspanBCD, PjpanE1,
P2silvBNC, specR, trpC2 (Trp’)).

Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty s Bacillus subtilis kmeh PA340 v
10 ml kulturach s SVY meédiom, ktoré bolo doplnené len s 5 g/l B-alaninu,
predstavoval aZz do 3,6 g/l (24 hodin), atiter v 10 ml kultirach s SVY médiom
doplnenom s 5 g/l B-alaninu a 5 g/l aketoizovaleratu predstavoval az do 4,1 g/l
(24 hodin).

Okrem toho sa deregulovana ilvD kazeta zaviedla do kmena PA340. Toto sa
uskutoCnilo transformaciou plazmidu, ktory obsahuje ilvD gén za regulacie Pag
prométora s umelym RBS2 do PA340. V takomto pripade sa Pzei/vD gén integroval
pomocou homolognej rekombinacie do pévodného lokusu ilvD. Vysledny kmeri
PA374 predstavuje genotyp P2spanBCD, PyspanE1, PysilvBNC, PagilvD, specR a
troC2 (Trp).

Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty s Bacillus subtilis kmeni PA374 v
10 ml kultarach s SVY médiom, ktoré bolo doplnené len s “59/! B-alaninom,
predstavoval az do 2,99 g/l (24 hodin).

Aby sa produkovala kyselina pantoténova s kmefiom PA374 bez dodavania
p-alaninu, do kmena PA374 sa zaviedli dalSie kopie génu panD, ktory kéduje
aspartat-o:dekarboxylazu. Toto sa uskutocnilo transformovanim chromozomalnej
DNA kmefia PA401, ktory je opisany nizsie, do PA374. Kmen PA377 sa ziskal

tetracyklinovou selekciou.
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Vysledny kmen PA377 mal genotyp PospanBCD, PyspanE1, PusilvBNC,
PasilvD, specR, tetR a trpC2 (Trp).

Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty s Bacillus subtilis kmen PA377 v
10 ml kultirach s SVY meédiom bez dodavania prekurzora predstavoval az do
1,31 g/l (24 hodin). - .

Produkcia Bacillus subtilis kmen PA401 (genotyp PgspanD) je opisana

v nasledujlcej Casti:

Bacillus subtilis panD géne sa klonoval z panBCD operénu do vektora, ktory
poskytuje tetracyklinovy znackovy gén. Prométor P,s a umely RBS, opisany vySsie,
sa klonovali pred panD génom. Fragment obsahujtci tetracyklinovy znaékovy gén a
P.spanD gén sa produkovali restrikénou digesciou. Tento fragment sa opéatovne
ligoval atransformoval do kmena PA221, opisaného vysSie. Fragment sa
integroval do genomu kmena PA211. Vysledny kmeni PA401 mal genotyp
P2spanBCD, PypanD, tetR a trpC2 (Trp).

Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty s Bacillus subtilis kmen PA401 v
10 ml kultdrach s SVY meédiom, ktbré sa doplnilo s 5g/l cketoizovaleratu
predstavoval az do 0,3 g/l (24 hodin). Titer kyseliny pantoténovej dosiahnuty v
10 ml kultirach s SVY médiom doplnenom s 5 g/l kyseliny D-pantoovej a 10 g/l
L-aspartatu predstavoval az do 2,2 g/l (24 hodin).

Exaktna konstrukcia kmenov sa da najst' v prilohe medzinarodnej patentovej
prihlasky PCT/US 0025993.

S kmerfiom PA377, ktory je opisany vy§§ie sa pri glukézouélimitovanej
fermentacii v SVY 'médiu (25 g/l Difco telacieho infazneho vyvaru, 5 g/l Difco
kvasnicového extraktu, 5 g/l tryptofanu, 5 g/l glutamatu sodného, 2 g/l (NH4)2.SO4,
10 g/l KHzPO4, 20 g/t K;HPO,, 0,1 g/l CaCly, 1g/l MgSOs, 1 g/l citratu sodného,
0,01 g/l FeS04*7 HO a 1 ml/l roztoku stopovych soli s nasledujicim zloZzenim:
0,15 g Na;MoO4 x 2 H;0, 2,5g H3BO;, 0,7g CoCl; x6 H,O, 0,25g CuSO4 x5
H20, 1,6 g MnCl; x 4 H;0, 0,3 g ZnSO,4 x 7 H,0, doplnenom do 11 s vodou)) na

101 systéme s kontinualnym dodavanim roztoku glukézy dosiahli koncentracie
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kyseliny pantoténovej vo fermentatnom vyvare 18 az 19g/l (22 az 25g/l)
v priebehu 36 hodin (48 hodin).

Vyvinutim meédia, kmefiov a fermentatnych metdd je mozZné zvysit' titre
kyseliny pantoténovej vo fermentaénom vyvare na viac ako 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70,75, 80,85a>90g/l.

Vyznamnou vyhodou spdsobu podfa predloZzeného vynélezu je to, Ze
fermentacia sa uskutocriuje v kultivaénom médiu, ktoré okrem najmenej jedného
zdroja uhlika a zdroja dusika, neobsahuje ako vychodiskové zlG&eniny Ziadne
dalsie prekurzory. To zname'né, Ze biosyntéza kyseliny D-pantoténovej nezavisi od
dodavania dalSich prekurzorov. Takymito prekurzormi sa podfa predloZeného
vynalezu mienia latky, ako je napriklad B-alanin a/alebo L-aspartat a/alebo L-valin

a/alebo aketoizovalerat a/alebo ich kombinacie.

Vo vyhodnom variante spdsobu podfa tohto vynalezu sa fermentacia
organizmov produkujlcich kyselinu D-pantoténovi uskuto&fiuje v kultivaénom
mediu, ktoré obsahuje najmenej jeden zdroj uhlika ajeden zdroj dusika ako
prekurzor, ale do média sa nedodava zZiaden B-alanin. Nezavislost od dodavania
prekurzorov predstavuje predovSetkym vyznamnti ekonomicku vyhodu spdsobu
podfa predloZzeného vynalezu v porovnani so znamymi metdédami, pretoze mnohé

prekurzory su velmi drahé.

Prikladmi zdrojov uhlika, ktoré st podla predlozeného vynalezu vhodné na
pouzitie v kultivatnom médiu na fermentaciu vyidie uvedenych organizmov su
sacharidy, ako su hydrolyzaty Skrobu (mono-, di-, oligosacharidy), vyhodne glukéza
alebo sacharoza, a melasa cukrovej repy alebo melasa cukrovej trstiny, proteiny,
hydrolyzaty proteinov, Séjové mucka, kukuriény vyluh, tuky, volné mastné kyseliny,
recyklované bunky zprv uskutocnenych fermentacii alebo ich hydrolyzaty,
a kvasnicovy extrakt. Tento vypolet nie je pre predioZeny vynalez limitujticim
a taktiez nie sa limitujicimi nasledujice priklady vhodnych zdrojov dusika, ako je
amoniak, siran amonny, mocovina, proteiny, hydrolyzaty proteinov alebo
kvasnicovy extrakt. Fermenta¢né médium pridavne obsahuje mineralne soli a/alebo

stopové prvky, ako aj aminokyseliny a vitaminy. Presné zloZenie mnohych
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vhodnych fermentagnych médii je dostupné a pre odbornikov skdsenych v odbore

zname.

Po naogkovani fermentaéného média s vhodnym organizmom produkujucim
kyselinu D-pantoténov(, s hustotami buniek, ktoré s pre odbornikov skusenych
v odbore zname, sa organizmus kultivuje pripadne s pridanim odpefiovacieho
¢inidla. Fermentacia sa podla predlozeného vynadlezu uskutoCfiuje takym
sposobom, Ze pri ukongeni obsah pevnych latok vysuSeného fermentacného
roztoku predstavuje najmenej 6 % hmotnostnych aobsah volnej kyseliny D-
pantoténovej predstavuje najmenej 2 % hmotnostné, vyhodne najmenej 4%
hmotnostné. Na tento Géel sa fermentiacia moéze uskutoCnovat vsadzkovym
procesom, procesom fed-batch alebo opakovanym fed-batch procesom, pricom sa-
davkuje do zdroja uhlika, alebo sa uskutociuje kontinualne. Teplota fermentacie
predstavuje 10 az 70 °C, vyhodne 20 az 50 °C. Fermentor sa prevzdusnuje
s kyslikom, vzduchom alebo so zmesami s dusikom alebo dal$imi inertnymi plynmi.
Hodnota pH sa adjustuje na hodnotu vrozsahu 4 az 8, vyhodne 6 az 7,5, a

pripadne sa reguluje pridavanim vhodnych zasad a/alebo kyselin.

Sposob podla predlozeného vynalezu sa dalej vyhodne vyznacuje tym, ze
celkovy obsah sacharidov je na konci fermentacie znizeny na minimum, inak
povedané, toto by branilo neskor$iemu suseniu a/alebo formulacii fermentacného
roztoku vplyvom adhézie. Toto sa da podfa predlozeného vynalezu dosiahnut
pokragujucou fermentaciou pocas eSte urcitej doby po spotrebovani zdroja uhlika
(pri kultivacii vo vsadzkovom procese) alebo potom, ako sa privod uhlika (v
procese uskuto&fiovanom ako fed-batch proces alebo pri opakovanom fed-batch
procese) zastavili a/alebo sa reguloval tak, ze koncentracia zdroja uhlika je
v skutoénosti nulova (v pripade fed-batch procesu, opakovaného fed-batch proceéu :

alebo kontinualneho uskutoéiovania procesu).

Toto sa podla predlozeného vynalezu uskutociuje tak, ze vo fermentacii sa
pokracuje po zastaveni davkovania zdroja uhlika (napriklad roztoku sacharidu), az
pokym koncentracia rozpusteného kyslika (pOz) nedosiahne najmenej 80 %,
vyhodne 90 % a predovsetkym vyhodne 95 % hodnoty nasytenia vo fermentacnom

roztoku.



-13-

Pre spbsob podla predlozeného vynalezu je dalej déleziteé, aby sa
fermentacny roztok mohol podrobit suseniu al/alebo Uprave bez uskutoCnenia
dalSich krokov spracovania. To znamena, ze komplikované kroky spracovavania na
izolovanie pozadovaného produktu obsahujuceho kyselinu D-pantoténova
z fermentaéného roztoku, ako je napriklad precistenie pomocou adsorpcie na
aktfvnom uhli, nie st potrebné. Odstranenie biomasy z fermentacneého roztoku nie
je tiez celkom absolitne nevyhnutné, pretoze obsah proteinu v produkte podfa
vynalezu, tj. vpridavku do krmiva pre zvieratd obsahujiceho kyselinu D-

pantoténovl, moéze byt obsah proteinu az do 50 % hmotnostnych.

SusSenie al/alebo formulovanie fermentaéného roztoku sa uskutochuje
s pouzitim postupov, ktoré sG dobre zname, ako je napriklad sudenie
rozprasSovanim, granulacia rozprasovanim, fluidné su$enie, fluidna granulacia,
suSenie vbubnovej “susiCke alebo bleskové odstredivé suSenie (Ullmann’s
Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6th edition, 1999, Electronic release, kapitola
“Drying of Solid Materials”). Teplota privadzaného plynu pri konvenénom suseni je
vrozsahu 100 az 280°C, vyhodne predstavuje 120 az 210°C. Teplota
odchadzajuceho plynu je vfozsahu 50 az 180 °C, vyhodne 60 az 150 °C. Na
dosiahnutie poZadovanej distribacie velkosti Castic a s tym spojenych vlastnosti
produktu sa jemné Castice mdzu odstranit' a recyklovat. Taktiez hruby material sa
moze zomliet v mlyne a tiez sa nasledne recyklovat. Produkt podla predlozeného
vynalezu ma napriklad bézovu az hnedu farbu. Okrem toho obsahuje tiez zvyskovy
obsah vody menej ako 5% hmotnostnych, vyhodne 1 az 3 % hmotnostné
a predovsetkym vyhodne 0,5 az 2 % hmotnostné. Aby sa zabranilo aglomeracii
produktu, obsah vody by nemal prekrocit 5 % hmotnostnych. Schematicky blokovy

diagram postupu vyroby vyssie uvedeného spdsobu je znazornena na obrazku 1.

V jednom variante vysSie uvedeného spésobu podfa prediozeného vynalezu
suSeniu a/alebo formulacii fermentaéného roztoku predchadza, ak je to potrebné,
odstranenie biomasy zfermentaéného roztoku. Toto odstranenie sa méze byt
v skutoénosti Upiné alebo len ¢ciastkové. Ciastoéné odstranenie biomasy je
vyhodné, pricom je mozné tymto znizit obsah proteinu pod 10 % hmotnostnych. Na
dosiahnutie skutoéne uUpIlného odstranenia biomasy sa obsiahnuté pevné latky

méZu odstranit z vodnej kvapaliny napriklad centrifugovanim. Vztiahnuté na
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vysuseny finalny produkt, v dalSom variante podfa predloZeného vynalezu sa
obsah proteinu méze dokonca upravit na menej ako 5% hmotnostnych.
Odstranena biomasa sa moéZe vyhodne vyuZit na kompenzaciu prirodzenych
variacii obsahu kyseliny D-pantoténovej vo fermentaénych roztokoch z rozliénych
vsadzok produkcie, ktoré sa vyskytujli v rozpéti uritych rozsahov tolerancie.
Napriklad po odstraneni biomasy z viacerych rbzliénych vsadzok sa produkt méze :
doplnit' s obsahom kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej soli, ktoré potom mézu
zostat' konstantné pri pokraCujicom pridavani prv odstranenej biomasy. Toto

zarucuje produkt, ktory vykazuje reprodukovatelne konstantnd kvalitu.

V dalsom uskutoCneni spésobu podfa predlozeného vynalezu sa méze pred
suSenim a/alebo formulovanim fermentacného roztoku a, ak je to potrebné, po
odstraneni biomasy, fermentaCny roztok zahustit, aby sa zvysil obsah pevnych
latok obsahujucich kyselinu D-pantoténovi a/alebo jej soli. Toto sa méze dosiahnut’
napriklad odstranenim vody odparenim, ktoré sa z ekonomickych dévodov moze
uskutoCriovat, tam kde je to vhodné, viacstupfiovym procesom a mdze sa (aby sa
zabranilo poSkodeniu produktu) uskuto&riovat' pri atmosferickom tlaku alebo tiez vo
vakuu. DalSou moznostou je pouZitie membranovej metody. V takomto pripade sa
mozu tiez napriklad pouZit metody, ako je nanofiltracia a/alebo reverzna osméza.
Zahustenie sa moze uskutocnit' pri obsahu kyseliny D-pantoténovej od 20 do 50 %
hmotnostnych. Voda sa tiez méze, tam kde je to vhodné, sibezne recyklovat do
fermentatného procesu. Toto vyhodnym spdsobom =zniZuje mnoZstvo
produkovanych odpadovych véd, teda vyrazne zniZzuje naklady na spracovanie

odpadovych véd. Toto je zobrazené na diagrame na obrazku 2.

Vo vyhodnom uskutoCneni podfa predlozeného vyndlezu sa odstranenie
biomasy a zahustenie zostavajuceho fermentaéného roztoku kbmbinuje, ak je to
vhodné, so sucasnym recyklovanim vody. Zobrazenie na blokovom diagrame

postupu vyroby je uvedené na obrazku 3.

Na tento GCel sa mOze, pre ucely nastavenia konstantného obsahu cielovej
latky v produkte pri spésobe podla vyndlezu, odstranit biomasa alebo jej Gast,
napriklad separaciou, centrifigovanim, ultrafiltraciou, mikrofiltraciou alebo hibkovou
filtrdciou alebo ich kombinaciami, po ukonceni fermentacie. Biomasa ziskana tymto

spésobom sa modze znova podrobit dalSiemu odstraneniu vlhkosti s pouzitim
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dekanta&nej nadoby. Cira latka odtekajica z dekantacnej nadoby sa potom znova
vrati na vstup separatora. Odstranenie buniek umoZfuje zvysit obsah kyseliny D-
pantoténovej v produkte alebo upravit obsah na konstantni hodnotu, kedy sa
rozliéné frakcie spolocne zmiesaju tak, Ze premenlivé obsahy z fermentacie sa tiez
mozu bez problémov spracovat. Potom sa méZe uskutocnit dalSie zahustenie
fermentacného roztoku. Obsahy, vztiahnuté na vorlnu kyselinu D-pantoténovi
alalebo jej soli, predstavuja 20 az 95 % hmotnostnych, vyhodne 30 aZ 90 %
hmotnostnych. PredovSetkym vyhodné je, ak vysledny produkt ma vysoky obsah
volnej kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej soli, ato 60 az 80 % hmotnostnych

a predovsetkym vyhodne viac ako 80 % hmotnostnych.

V dalSich variantoch spésobu podla predloZzeného vynalezu je mozné, aby
sa pred susenim afalebo formulovanim fermentaného roztoku uskutoénil najmenej

jeden z nasledujucich krokov, zahrfiujlcich

1) lyzu a/alebo usmrtenie biomasy a/alebo

2) odstranenie biomasy z fermentaéného roztoku a/alebo

3) pridanie daldich prisad a/alebo

4) zahustenie fermentaéného roztoku, vyhodne odstranenim vody a, ak je to

vhodné, sucasné recyklovanie vody do fermentaéného procesu a/alebo
5) kombinacie krokov 1) az 4).

Predlozeny vynalez sa teda tyka tiez spdsobu, pri ktorom sa uskuto&fiuje
lyza a/alebo usmljtenie biomasy bud' este vo fermentaénom roztoku alebo a# po
odstraneni biomasy zfermentacného roztoku. Toto sa méZe uskutodfiovat
napriklad pomocou tepelného spracovania, vyhodne pri teplote 80 az 200 °C
alalebo pomocou spracovania s kyselinou, vyhodne s kyselinou sirovou alebo
kyselinou chlorovodikovou a/alebo enzymaticky, vyhodne s lyzozymom. Blokovy

diagram postupu je znazorneny na obrazku 4.

Dalsie uskutoénenie spésobu podla vynalezu opisuje postup, pri ktorom sa
pred zahustenim a/alebo pred Upravou k fermentaénému roztoku pridaju dalsie

prisady a/alebo ich zmesi, aby sa nastavil rovnomerny obsah kyseliny D-
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pantoténovej a/alebo aby sa zlepsili vlastnosti produktu, ako je rozprasovanie,
vlastnosti teCenia, sorpéna kapacita vo vode a stabilita pocas skladovania.
Prikladmi takychto prisad a/alebo ich zmesi m6zu byt na latky baze sacharidov,
ako je napriklad laktoza alebo maltodextrin, na baze obilnych produktov alebo
strukovinovych produktov, ako su napriklad mleté kukuri¢ne Sufky, psenicné otruby
a sdjova mucka, na baze mineralnych soli, 'ako su okrém iného vapenaté,
hore€naté, sodné a draselné soli, a taktiez samotna kyselina D-pantoténova alebo
jej soli (sof kyseliny D-pantoténovej pripravena chemicky alebo pomocou
fermentacie). Pridavanie sa mdze uskutoChovat pred suSenim al/alebo pocas
granulacie alebo samotného kroku Upravy. Toto je zobrazené sumarne na obrazku
5.

V dalSom variante podla predlozeného vynalezu sa D-pantotenat vapenaty
produkuje pridanim vapenatych soli vkroku, ktory sa pri spdsobe podl'a
predlozeného vynalezu uskutoCnuje €o najneskér, t.j. vyhodne pred a/alebo pocas
spracovania fermentacného roztoku, t.j. pred a/alebo poCas zahustenia a/alebo
susenia a/alebo Upravy fermentacného roztoku (pozri obrazok 5). V tomto pripade
sa obsah vapnikovych iénov upravi pridavanim vépnikchh soli tak, aby bol
pritomny priblizne 1 mol vapenatej soli na 2 mély kyseliny D-pantoténoVej VO
upravenom finalnom produkte. NavySe je mozné avyhodné, aby sa zohladnil
obsah vapenatych ionov, ktoré su pritomné vo fermentacnom roztoku. Vapenatymi
zlu€eninami, ktoré sa mdzu pouZit, su napriklad oxid vapenaty, hydroxid vapenaty,
hydrogenfosforecnan vapenaty, uhli¢itan vapenaty, siran vapenaty, chlorid

|

vapenaty a/alebo d'alSie vapenate soli.

PredloZeny vynalez sa teda tyka tiez spdsobu, pri ktorom sa, vztiahnuté na
obsah kyseliny D-pantoténovej v upravenom produkte', 1 mol vapenatych iénov
prida na 2 moly kyseliny D-pantoténovej, pricom tieto sa pridaju vo forme vapenatej

soli ako prisady pred a/alebo po¢as zahustenia, susenia a/alebo formulovania.

DalSou mozZnostou vinom spdsobe podla predioZzeného vynalezu je,
prostrednictvom zloZenia fermentacného média a vtejto suvislosti predovSetkym
vyberu mineralnych soli so $pecifickym katiénom, produkovanie produktu, ktory
obsahuje zvy$ené mnozstvo zvolenej soli kyseliny D-pantoténovej. Napriklad je

mozZné, pouzitim timivého roztoku hydrogenfosfore¢nanu dvojdraselného/dihydrogen-
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fosfore¢nanu draselného dokonca v priebehu fermentacie produkovat produkt, ktory
obsahuje draselnt sol kyseliny D-pantoténovej. Prikladmi vhodnych soli su
vapenaté, draselne, horeCnaté, sodné alebo aménne soli kyseliny D-pantoténove;j

alebo akékolvek ich zmesi. Blokovy diagram postupu je zobrazeny na obrazku 6.

Podla predlozeneho vynalezu je tiez mozné volne kombinovat vSetky vyssie

uvedené varianty a postupy, zobrazené na obrazkoch 1 az 6.

PredloZeny vynalez sa dalej tyka pridavku do krmiva pre zvierata, ktory sa
produkuje jednym z vySSie opisanych spdsobov, na baze fermentacného roztoku
ziskaného fermentaciou najmenej jedného organizmu produkujuceho kyselinu D-
pantoténovl, pricom tento pridavok obsahuje prinajmenSom volna kyselinu
D-pantoténovu a/alebo jej soli v koncentracii najmenej 30 az 95 % hmotnostnych,
celkovy obsah sacharidov predstavuje 0,1 az 15 % hmotnostnych a obsah proteinu

je menej ako 5 az 50 % hmotnostnych, vztiahnuté na susinu.

Pridavok do krmiva pre zvierata podfla predloZzeného vynalezu sa vyznacuje
tym, Ze obsahuje 50 az 95 % hmotnostnych, vyhodne 70 az 95 % hmotnostnych,
predovsSetkym vyhodne 60 az 80 % hmotnostnych a najvyhodnejsie viac ako 80 %

hmotnostnych volnej kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej soli.

Nespracovany fermentacny roztok ako zaklad pre pridavok do krmiva pre
zvierata obsahuje podfa predloZzeného vynalezu najmenej 10 g/l, vyhodne najmenej
20 g/l a predovietkym vyhodne najmenej 40 g/l kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej

soli.

Pridavok do krmiva pre zvierata podfa predloZeného vynalezu méze dalej
obsahovat' vapenaté, draselné, horecnaté, sodné a/alebo aménne soli kyseliny D-

pantoténovej a/alebo ich zmesi.

Specificky variant pridavku do krmiva pre zvierata podla predloZeného
vynalezu sa vyznacuje zlozenim suSiny, ktord obsahuje najmenej nasledujice

komponenty:

a) volnu kyselinu D-pantoténovu

a/alebo jej soli najmenej 30 az 95 % hmotnostnych

b) proteiny maximalne 50 % hmotnostnych
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c¢) celkové sacharidy maximalne 15 % hmotnostnych
d) mineralne latky maximalne 20 % hmotnostnych

Pridavok do krmiva pre zvieratd moéze podla predlozeného vynalezu mat
~ obsah proteinu maximalne 50 % hmotnostnych ako horny limit a ako spodny limit
menej ako 10 % hmotnostnych, | vyhodne menej ako 7 % hmothdstnych
a predovsetkym vyhodne menej ako 5 % hmotnostnych. Celkovy obsah sacharidov
v pridavku do krmiva pre zvieratd predstavuje maximalne priblizne 15 %
hmotnostnych a méze obsahovat ako dolny limit menej ako priblizne 0,1 %
hmotnostnych, pricom sa uvazuju vSetky medzistupne. Pokial ide o obsah vody,
produkt obsahujici kyselinu D-pantoténovi sa podla predlozeného vynalezu
vyznaduje tym, Ze zvy$kovy obsah vody je menej ako 5 % hmotnostnych, vyhodne

1 aZ 3 % hmotnostné a predovéetkym vyhodne 0,5 az 2 % hmotnostné.

PredloZeny vynalez sa v dalSom tyka pridavku do krmiva pre zvierata, ktory
obsahuje neaktivne, Zivé a/alebo Zivotaschopné organizmy produkujlice kyselinu
D-pantoténovi. Tymito st vyhodne mikroorganizmy, vyhodne huby, kvasinky
alalebo baktérie. Pridavok do krmiva pre zvieratd podfa predloZeného vynalezu
predovsetkym vyhodne obsahuje neaktivne, Zivé alebo Zivotaschopne huby rodu
Mucor, kvasinky rodu Saccharomyces alalebo baktérie Enterobacteriaceae, ako je
E. coli, Salmonellae, ako je Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris,
Pseudomonas, ako je Pseudomonas matophila, Bacillaceae, ako je Bacillus subtilis
alebo Bacillus cereus, Coryneform, ako je Corynebacterium glutamicum alebo
Brevibacterium breve alalebo Actinum mycetalis al/alebo ich zmesi. Mimoriadne
vyhodnymi s baktérie rodu Bacillus avtomto pripade druh Bacillus subtilis.
Vyndlez zahrfiuje tiez geneticky modifikované a/alebo transgénne organizmy
a/alebo produkcné kmene vhodné na produkciu pridavkov do krmiva pre zvierata.
Predchadzajuci zoznam je vtejto suvislosti nelimitujicim pre spdsob podfa

predloZzeného vynalezu.

Vynalez sa dalej tyka pridavku do krmiva pre zvierata, pricom tento pridavok
obsahuje dal$ie prisady, vyhodne na baze sacharidov a/alebo obilnin a/alebo

strukovin a/alebo mineralnych soli a/alebo (oddelene produkovanych chemicky
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al/alebo pomocou fermentacie) kyselinu D-pantoténovu a/alebo jej soli a/alebo ich

zmesi.

Pridavok do krmiva pre zvierata podla predlozeného vynalezu je dalej
charakterizovany formulovanim so zdanlivou hustotou od 0,35 do 0,7 kg/l, vyhodne
0,4 az 0,6 kg/l. Okrem toho podfa predlo.Zeného vynalezu je stredny priemer _c':astib
v rozsahu 10 az 2 000 ym, vyhodne 20 ail 1 500 pm, predovSetkym Vyhodne 25 az
1 000 ym a najvyhodnejSie 30 az 800 pm. Ma bézovu az hnedu farbu. Pridavok do
krmiva pre zvierata podla predlozeného vynélezu' moéze byt vo forme prasku,
granul, peliet, ktoré st vybavené potahom (“potahované”) a/alebo ich kombinacii.
Formulacia pridavku do krmiva pre zvieratd podfa predloZzeného vynalezu,
napriklad pomocou zlGenin na potahovanie, slizi napriklad na zlepSenie
vlastnosti produktu, ako je rozpraSovanie, vlastnosti teCenia, sorpéna kapacita vo

vode a stabilita po€as skladovania.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka pouZitia pridavku do krmiva pre zvierata,
ktory ma vyssie opisané vlastnosti, ako doplnku do krmiva pre zvierata a/alebo do

kimnych pridavkov pre zvierata.

Nasledujuce priklady slizia na ilustraciu predlozeného vynalezu, ale

v Zziadnom pripade neznamenaju jeho obmedzenie.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1

Produkcia fermentacného roztoku obsahujuceho kyselinu D-pantoténovi s
B. subtilis |

Do laboratorneho fermentora s kapacitou 14 | a s mieSadlom a zavadzanim

plynu sa zaviedlo vodné fermentacné médium s nasledujucim zloZzenim:

Kvasnicovy extrakt 20 g/l
Tryptofan . 5 gll
Siran aménny 2 g/l

Glutamat sodny 54gl/l
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Po sterilizacii sa pridavne pridali nasledujuce zlozky média:

KH,PO,4 10 g/l
K2HPO,4 x 3 H,0 20 g/l
Glukéza 10 g/l
MgCl; x 6 H,0 | 1 g/l
CaCl, x 2 H,0 0,1 g/l
Citrat sodny , 1 g/l
FeSO4 x 7 H,0 10,01 gl
Roztok stopovych soli 6 ml/i

Roztok stopovych soli mal nasledujice zlozenie:

0,15 g NazMoO4 x 2 H,0, 2,5 g H3BO3, 0,7 g CoCl, x 6 H,0, 0,25 g CuSO, x 5 H,0,
1,6 g MnCl, x 4 H;0, 0,3 g ZnSO,4 x 7 H,0 sa doplnilo do 1 litra s vodou.

Roztok stopovych soli sa pridava prostrednictvom sterilngj filtracie.
Pociatocny objem kvapaliny predstavuje 6 litrov. Obsahy, ktoré st uvedené vyssie,

su vztiahnuté na tato hodnotu.

K tomuto roztoku sa pridalo 60 ml inokulaénej kultury (ODeoo = 9,5) Bacillus
subtilis PA377, roztok sa potom fermentoval pri teplote 37 °C, pri 200 otackach za
minGtu (rpm) a pri aeracnej rychlosti 12 I/min. Tento kmen je opisany v prilohe
medzinarodnej patentovej prihlasky PCT/US 0025993.

V priebehu 72 hodin sa nadavkovalo 4,5 litra sterilného vodného roztoku.

Zlozenie bolo nasledujuce:

Glukoza 400 g/l
CaCl; x 2 H,0 0,4 g/i
Kvasnicovy extrakt 25 g/l

Pocas fermentacie sa hodnota pH udrziavala na 7,2 pridavanim amoniaku

do privodu vzduchu fermentora alebo fosfonovej kyseliny. Amoniak sluzi tiez ako
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zdroj dusika pre fermentaciu. Rychlost mieSadla sa regulovala udrziavanim obsahu
rozpusteného kyslika pri 30 % nasytenej hodnoty. Po zastaveni davkovania zdroja
uhlika fermentacia pokracovala, pokym obsah rozpusteného kyslika (pOs)
nedosiahol hodnotu 95 % nasytenej hodnoty. Fermentacia sa potom zastavila
. aorganizmus sa tepelne usmrtil. Toto sa uskutoCnilo udrziavanim fermentaného
roztoku pri teplote 100 °C poéas jednej hodiny. Usmrtenie sa dokazalo platovanim.
Koncentracia kyseliny D-pantoténovej, ak sa zastavila po 72 hodinach,

predstavovala 28 g/l.

Je taktieZ mozné analogickym spdsobom produkovat fermentaéné vyvary,
ktoré maju titre kyseliny pantoténovej vyssie ako 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85 a > 90 g/l, bez zavadzania B-alaninu.

Pri tejto fermentacii sa pomocny i6n kyseliny D-pantoténovej nastavil
s pouzitim timivého roztoku hydrogenfosforeCnanu
dvojdraselného/dihydrogenfosfore¢nanu draselného vo fermentacii tak, Ze sa

ziskala draselné sof kyseliny D-pantoténovej, t.j. D-pantotenat draselny.
Priklad 2

Odstranenie buniek asuSenie fermentacného roztoku z E. coli, obsahujiceho

kyselinu D-pantoténovu

Fermentaény roztok obsahujuci kyselinu D-pantoténovi sa produkoval ako
v priklade 1 amerického patentového dokumentu US 6,013,492 s Escherichia coli
IFO 814/pFV 31. Potom sa do fermenta¢ného roztoku zavadzal plyn, az pokym sa
zdroj uhlika uplne nespotreboval, pokym sa obsah rozpusteného kyslika (pOaz)

nezvysil nad 80 %. Bunky sa nasledne odstranili s pouZitim separatora.

Obsah kyseliny D-pantoténovej v tomto pripade predstavuje 38,5 g/l. Po
odpareni s pouzitim rotacnej odparky vo vakuu (< 100 mbar) na obsah pevnych
latok  priblizZne 45 % hmotnostnych sa koncentrat vysusil v laboratérnej

rozpraSovacej sudi¢ke pri nasledujucich podmienkach:

Teplota vstupujuceho plynu: 100 az 250 °C

Teplota vystupujticeho plynu: 60 az 150 °C
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Ziskal sa volne tecuci produkt so strednym priemerom &astic 20 az 300 um.
Priklad 3

Susenie fermentacného roztoku z B. subtilis obsahujuceho kyselinu D-pantoténovi

s dal§im odstrariovanim biomasy

Fermentacny roztok (11) z prikladu 1 sa vysusil v laboratérnej rozpraSovacej

susicke pri nasledujucich podmienkach:
Teplota vstupujliceho plynu: 100 az 250 °C .

Teplota vystupujuceho plynu: 60 az 150 °C

Ziskal sa volne te€uci produkt so strednym priemerom €astic 20 az 300 um.
Priklad 4

Odstranenie buniek a sudenie fermentatného roztoku obsahujuceho kyselinu D-

pantoténovu, s laktézou ako prisadou

Biomasa zfermentaného roztoku (11) zprikladu 1 sa centrifigovala
v centrifuge. Supernatant sa zmieSal s 30 g laktdézy a vysusil sa v laboratérnej

rozpraSovacej susic¢ke pri nasledujtcich podmienkach:

Teplota vstupujuceho plynu: 100 az 250 °C

Teplota vystupujuceho plynu: 60 az 150 °C

Ziskal sa volne tecuci produkt so strednym priemerom castic 40 az 500 um

a obsahom volnej kyseliny D-pantoténovej > 30 % hmotnostnych.
Priklad 5

Susenie fermentadného roztoku obsahujiuceho kyselinu D-pantoténovu s chemicky
produkovanym D-pantotenatom vapenatym ako prisadou, napriklad na nastavenie

pevnej koncentracie kyseliny D-pantoténovej vo finalnom produkte

Biomasa zfermentacného roztoku (11) z prikladu 1 sa centrifigovala

v centrifige. Supernatant sa zmieSal so 100g chemicky produkovaného



-23-

D-pantotenatu vapenatého a vysus$il sa vlaboratérnej rozpraSovacej susicke pri

nasledujucich podmienkach:

Teplota vstupujuceho plynu: 100 az 250 °C

Teplota vystupujuceho plynu: 60 az 150 °C

Ziskal sa volne tecuci produkt so strednym priemerom cCastic 40 az 500 um

a obsahom volnej kyseliny D-pantoténovej > 60 % hmotnostnych.
Priklad 6

Nastavenie obsahu vapnika vo formulaciach kyseliny D-pantoténovej

z fermentacnych roztokov

Fermentaény roztok obsahujuci kyselinu D-pantoténovi ma po odstraneni
biomasy obsah pevnych latok 95 g/l, z ktorych 70 g/l predstavuje kyselina D-
pantoténova a 25 g/l dalSie pevné latky (soli, zvySky biomasy, dalSie pevné zloZky,

v zavislosti od fermentatného meédia, Ziadne vapenaté iony).

Vysledné obsahy kyseliny D-pantoténovej vo formulovanom produkte po
pridani rozliénych vapenatych soli je uvedené nizSie. V tychto pripadoch sa obsah

vapnika nastavil tak, Zze je pritomny 1 mél vapenatych ibnov na 2 moly kyseliny D-

pantoténovej.
Pridana vapenata sol Obsah kyseliny D-pantoténovej vo
(1 mol na 2 moly formulovanom produkte
kyseliny D-pantoténovej) [% hmotnostné]

Ziadne pridanie 74

Ca(OH), 66

CaOo 67

CaSO0O, 57

CaHPO, 60

CaCOs 63

Ca(Cl); 62
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Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1:

Obrazok 2:

Obrazok 3:

Obrazok 4:

Obrazok 5:

Obrazok 6:

Blokovy diagram postupu spésobu produkcie soli kyseliny D-

pantoténovej susenim a/alebo formulovanim fermentaéného roztoku.

Blokovy diagram postupu spoésobu produkcie soli kyseliny D-
pantoténovej susenim a/alebo formulovanim fermentacného roztoku,
s pridavnym krokom zahustenia a recyklovania odstranenej vody do

fermentacie.

Blokovy diagram postupu spésobu produkcie soli kyseliny D-
pantoténovej susenim a/alebo formulovanim fermentacného roztoku

s odstranenim buniek.

Blokovy diagram postupu spoésobu produkcie soli kyseliny D-
pantoténovej, pri ktorom sa lyza buniek a/alebo usmrtenie organizmu

uskutocriuje po fermentacii (A) a/alebo po odstraneni buniek (B).

Blokovy diagram postupu sposobu produkcie soli kyseliny D-

pantoténovej, pri ktorom sa pridaju prisady na susenie.

Blokovy diagram postupu sposobu produkcie soli kyseliny D-
pantoténovej, pri ktorom sa pozadovany kation ziska vyberom soli

pouzitych vo fermentaénom meédiu.
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PATENTOVE NAROKY

Spoésob produkcie pridavku do krmiva pre zvierata, ktory obsahuje volnu

kyselinu D-pantoténovi a/alebo jej soli, vyznacujici sa tym, Ze

a) organizmus produkujici  kyselinu D-pantoténovi sa fermentuje

v kultivadnom médiu obsahujucom najmenej j'eden zdroj uhlika

a jeden zdroj dusika, bez zavadzania d'alSich prekurzorov a

b) fermentaény roztok obsahujlci kyselinu D-pantoténovu a/alebo jej soli
sa podrobi, bez uskutoCnenia dalSich korkov spracovania, suSeniu

alalebo uprave.

. Sposob podla naroku 1, vyznacujuci sa tym, Zze fermentacia sa uskutoCruje az

pokym sa nedosiahne obsah pevnych |atok najmenej 6 % hmotnostnych,
vyhodne 7 az 25 % hmotnostnych a/alebo obsah kyseliny D-pantoténovej

najmenej 2 az 15 % hmotnostnych, vyhodne 4 az 15 % hmotnostnych.

. Sposob podria niektorého z narokov 1 alebo 2, vyznacujlci sa tym, ze pridavanie

zdroja uhlika sa zastavi al/alebo reguluje takym spbsobom, Ze sa nastavi

'v skutoénosti nulova koncentracia a/alebo vo fermentacii sa pokracuje pokym sa

vo fermentatnom roztoku nedosiahne koncentracia rozpusteného Kkyslika
najmenej 80 %, vyhodne 90 % a predovSetkym vyhodne 95 % z nasytenej

hodnoty.

. Sposob podla niektorého z narokov 1 az 3, vyznadujuci sa tym, Ze sa pouzije

organizmus produkujici kyselinu D-pantoténovu, v ktorom je deregulovana
biosyntéza kyseliny pantoténovej (pan) a/alebo izoleucinu-valinu (ilv) a/alebo

aspartat adekarboxylazy (panD).

Spésob podlfa niektorého z narokov 1 az 4, vyznalujuci sa tym, Ze ako je
potrebné, biomasa sa odstrani z fermentaéného roztoku pred suSenim a/alebo

formulovanim.

. Sposob podra niektorého z narokov 1 az 5, vyznacujuci sa tym, Ze fermentacny

roztok sa zahusti odstranenim vody, pripadne so su€asnym recyklovanim vody

\
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do fermentaéného procesu pred susenim a/alebo formulovanim a pripadne po

odstraneni biomasy.

7. Sposob podfa niektorého z narokov 1 az 6, vyznacujuci sa tym, Ze pred suSenim

a/alebo formulovanim sa uskutoini najmenej jeden z nasledujucich krokov

zahrnujucich

1) lyzu a/alebo usmrtenie biomasy a/alebo

2) odstranenie biomasy z fermenta¢ného roztoku a/alebo

3) pridanie dalSich prisad a/alebo

4) zahustenie fermentaéného roztoku, vyhodne odstranenim vody a,
pripadne, stCasnym recyklovanim vody do fermentaéného procesu
alalebo

5) kombinaciami krokov 1) az 4).

8. Spdsob podla niektorého z narokov 1 az 7, vyznacujuci sa tym, Ze lyza a/alebo

usmrtenie biomasy sa uskutocfiuje este vo fermentaénom roztoku alebo az po

odstraneni biomasy z fermentacného roztoku.

9. Sposob podrla niektorého z narokov 1 az 8, vyznacujici sa tym, ze dalSie prisady

alalebo zmesi prisad sa pridaju k fermentaénému roztoku pred a/alebo pocas

zahustovania, suSenia a/alebo formulovania.

10. Spésob podria niektoreho z narokov 1 aZ 9, vyznadujlci sa tym, Ze, vztiahnuté

na obsah kyseliny D-pantoténovej vo formulovanom produkte, sa na 2 moly

kyseliny D-pantoténovej pridd 1 mdl vapenatych iénov vo forme vapenatej soli

ako prisady pred a/alebo pocas zahustovania, suSenia a/alebo formulovania.

11. Pridavok do krmiva pre zvierata na baze fermenta¢ného roztoku pripraveny

fermentaciou najmenej jedného organizmu produkujuceho kyselinu D-

pantoténovy, vyznacujici sa tym, Zze obsahuje prinajmensom volnu kyselinu D-

pantoténovu a/alebo jej soli v koncentracii najmenej 30 az 95 % hmotnostnych,

celkovy obsah sacharidov predstavuje 0,1 az 15 % hmotnostnych a obsah

proteinu je menej ako 5 az 50 % hmotnostnych, vztiahnuté na susinu.
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. Pridavok do krmiva pre zvierata podla naroku 11, vyznacujlci sa tym, ze

obsahuje 50 az 95 % hmotnostnych, vyhodne 70 az 95 % hmotnostnych,
predovSetkym vyhodne 60 az 80 % hmotnostnych a Specificky vyhodne viac

ako 80 % hmotnostnych vofnej kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej soli.

Pridavok do krmiva pre zvierata podla niektorého z narokov 11 alebo 12,
vyznacujaci sa tym, Ze nespracovany fermentacny roztok obsahuje najmenej
10 g/l, vyhodne najmenej 20 g/l a predovSetkym vyhodne najmenej 40 g/l

kyseliny D-pantoténovej a/alebo jej soli.

Pridavok do krmiva pre zvierata podfa niektorého z narokov 11 alebo 13,
vyznacujuci sa tym, ze obsahuje vapenatu, draselnu, horeCnatu, sodnu a/alebo

amonnu sol kyseliny D-pantoténovej a/alebo ich zmesi.

Pridavok do krmiva pre zvierata podla niektorého z narokov 11 alebo 14,
vyznacujuci sa tym, Ze zloZenie suSiny ma prinajmenSom nasledujice

komponenty:

a) volnua kyselinu D-pantoténovu

alalebo jej soli najmenej 30 az 95 % hmotnostnych
b) proteiny | maximalne 50 %
hmotnostnych
c) celkové sacharidy maximalne 15 % hmotnostnych
d) mineralne latky maximalne 20 % hmotnostnych

. Pridavok do krmiva pre zvierata podfa niektorého z narokov 11 alebo 15,
vyznadujuci sa tym, ze obsah proteinu predstavuje menej ako 10 %
hmotnostnych, vyhodne menej ako 7 % hmotnostnych a predovSetkym

vyhodne menej ako 5 % hmotnostnych.

. Pridavok do krmiva pre zvierata podfa niektorého z narokov 11 alebo 16,
vyznacujuci sa tym, ze obsah celkovych sacharidov predstavuje menej ako
10 % hmotnostnych, vyhodne priblizne 0,5 % hmotnostnych a predovsetkym

priblizne 0,1 % hmotnostnych.
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Pridavok do krmiva pre zvieratd podfa niektorého z narokov 11 alebo 17,
vyznalujuci sa tym, Ze zvySkovy obsah vody predstavuje menej ako 5 %
hmotnostnych, vyhodne 1 az 3 % hmotnostné a predovSetkym vyhodne 0,5 az

2 % hmotnostné.

Pridavok do krmiva pre zvieratd podla niektorého z narokov 11 alebo 18,
vyznacujuci sa tym, Ze obsahuje neaktivne, Zivé alalebo Zivotaschopné‘

organizmy produkujuce kyselinu D-pantoténovu.

Pridavok do krmiva pre zvieratd podfa niektorého z narokov 11 alebo 19,
vyznadujuci sa tym, Ze obsahuje neaktivne, Zivé alalebo Zivotaschopné

mikroorganizmy, vyhodne huby, kvasinky a/alebo baktérie.

Pridavok do krmiva pre zvierata podla niektorého z narokov 11 alebo 20,
vyznadujici sa tym, Ze obsahuje neaktivne, Zivé afalebo Zivotaschopné huby
zrodu Mucor, kvasinky zrodu Saccharomyces alalebo baktérie z Celadi
Enterobacteriaceae, Salmonellae, Pseudomonas, Bacillaceae, Coryneform

a/alebo z rodu Proteus alalebo Actinum al/alebo ich zmesi.

Pridavok do krmiva pre zvierata podla niektorého z narokov 11 alebo 21,
vyznaéujlci sa tym, Ze obsahuje dal$ie prisady, vyhodne na baze sacharidov
a/alebo obilnin a/alebo strukovin a/alebo mineralnych soli a/alebo kyselinu D-

pantoténov(, jej soli a/alebo ich zmesi.

Pridavok do krmiva pre zvierata podla niektorého z narokov 11 alebo 22,
vyznadujuci sa tym, Ze je vo forme pripravku so zdanlivou hustotou 0,35 az
0,7 kg/l, vyhodne 0,4 az 0,6 kg/l.

Pridavok do krmiva pre zvieratd podla niektorého z narokov 11 alebo 23,
vyznaéujuci sa tym, Ze ma stredny priemer &astic v rozsahu 10 az 2000 um,
vyhodne 20 a2z 1500 pm, predovsetkym vyhodne 25 az 1000 um
a najvyhodnejsie 30 az 800 pym.

Pridavok do krmiva pre zvieratd podla niektorého z narokov 11 alebo 24,
vyznadujuci sa tym, Ze je vo forme prasku, granul, peliet, ktoré su potiahnuté,

a/alebo ich vo forme ich kombinacii.
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26. Pouzitie pridavku do krmiva pre zvierata podla niektorého z narokov 11 az 25,

ako prisady do krmiva pre zvierata a/alebo ako kimnych doplnkov pre zvierata.
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Obr. 6
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