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Zptsob vyroby kyseliny D-pantothenové a/nebo jejich soli

jako prisady do zvifecich krmiv

Oblast techniky

Predlozeny vyndlez se tyka zlepseného zplsobu vyroby
kyseliny D-pantothenové a/nebo jejich soli a pouziti jako

ptisady do zvifecich krmiv.

Dosavadni stav _techniky

Jako vychozi produkt pro biosyntézu koenzymu A je
D-pantothendat v rostlinném a zvitecim svété Siroce rozsiren.
Na rozdil od &lovéka, ktery prijima kyselinu pantothenovou
v dostateéném mnorstvi ve vyzivé jsou v8ak jak u rostlin tak
i u zvirat ¢asto popisovany jevy nedostatku D-pantothenatu.
Dostupnost D-pantothendtu je proto znac¢nym hospodatskym

zdjmem, obzvladté v krmivarském priamyslu.

Otvyklym zpisobem se provadi vyroba D-pantothenatu
chemickou syntézou z D-pantolaktonu a kalcium-B-alaninatu
(Ullmann s Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6. vydani,
1999, elektronicka verze, kapitola "Vitamins"). K priprave
Ii-pantolaktonu je autné ndkladné klasické Stépeni racematu
pfes diastercomerni soli. Vysledny prodejny produkt z che-
mické syntézy je vétdinou vapenata stl kyseliny D-pantothe-

nové kalcium-D-pantothenat.

Oproti chemické syntéze ma biotechnologicky zplisob
vyroby pomoci mikroorganismi vyhodu v selektivni (Cisté

enanciomery) pripravé D-formy k seliny pantothenové, zhodno-
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titelné vys$s$imi organismy. Tim odpada nakladné Ste€peni ra-

cematu, které je nutné pri chemické syntéze.

Fermentativni zplsoby vyroby kyseliny D-pantothenové
pomoci mikroorganismd jsou bézné znamy, mezi jinym z EP O
590 857, WO 96/33283, US 6 013 492, VO 97/10340, DE 198 46
499, EP 1 001 027, EP 1 006 189, EP 1 006 192 a EP 1 006
193.

Tak popisuje EP 1 006 189 a EP 1 001 027 zpusob vyroby
pantothenatu, pifi kterém se ve fermentacnim roztoku dosahne
obsah nejvy$e 1 g/1 kyseliny D-pantothenové. Takovy nepatr-
ny obsah kyseliny pantothenové ve fermentac¢nim roztoku, tedy
méné& nez 10 % hmotnostnich, vztaZeno na obsah pevné latky,
je v8ak pro hospodarnou vyrobu doplnkt zvireciho krmiva ob-
sahujicich kyselinu D-pantothenovou nevhodny. Dalsi
nevyvhodou u dosud popisovanych zplsobl je, Ze izolace pro-
duktu z fermentad¢niho media vyzaduje pocetné a nakladné
zpracovatelské kroky. Hospodarny zplsob vyroby ve velkopro-

voznim technickém méritku neni zvetfejnén.

Ve vykladacim spisu DE 100 16 321 se popisuje zptisob
fermentace k vyrobé dopliikt zvifeciho krmiva obsahujicich
kyselinu D-pantothenovou. Podstatnou nevyhodou tohoto zpt-
sobu je vs$ak, stejné jako u vysSe uvedeného fermentativniho
zpltsobu vyroby kyseliny D-pantothenové, Ze se mikreorganis-
mtm pomoci fermentac¢niho media musi nutné dodavat predstupen

kyseliny pantothenové, B-alanin, aby se dosahlo hospodarnych

vytézkd pozadovaného produktu.

Dale popisuji US 6 013 492 a WO 96/332839 zpracovani
kyseliny D-pantothenové z fermentacniho roztoku odfiltrova-

nim nerozpustnych podildt (prikladné bunécny material) =z




kultivaé¢niho media, adsorpci filtratu na aktivnim uhli, nés-
lednou eluci kyseliny D-pantothenové organickym rozpousted-
lem, s vyhodou methanolem, neutralizaci hydroxidem vapenatym
a kone¢né krystalizaci kalcium-D-pantothendtu. Podstatnymi
nevyhodami jsou ztraty cenného produktu, ke kterym dochazi
pfi krystalizaci a rovnéz pouzivani organického rozpouste-
dla, které se z produktu jen tézko odstranuje a vyvolava

nutnost nakladného zpétného ziskavani rozpoustédla.

EP 0 590 857 popisuje zpisob fermentace k vyrobé kyse-
liny D-pantothenové, pfi kterém se pri kultivaci mikroorga-
nismu nutné vyzaduje dokrmovani B-alaninem. Fermentacni
roztok se k oddéleni biomasy filtruje, potom se vede pres
kationtoméni¢ a nasledné pres aniontoménic¢, potom se neutra-
lizuje hydroxidem vépenatym, odpaii se, smichd s aktivnim
uhlim, jesté jednou se prefiltruje a krystaluje se za
pridavku methanolu a chloridu vapenatého. Vysledny produkt
obsahujici kalciumpantothenat vedle kyseliny D-pantothenoveé
ve formé& jeji vapenaté soli obsahuje jes$té chlorid véapenaty
v molarnim poméru 1 : 1. K redukci obsahu chloridu véapena-
tého je nutna eIektrodialea s naslednym susenim rozstriko-
vanim. Tento zpasob ma nevyhodu, Ze pro velky pocet naklad-
nych procesnich krokt a pouzivani organickych rozpousteédel

neni ani ekonomicky ani ekologicky.

Ukolem piredloZeného vynédlezu je dédt k dispozici dopl-
nék zvireciho krmiva cbsahujici kyselinu D-pantothenovou
a/nebo jeji soli a rovnéZz jeho vyrobu zlep$enym zplsobem vy-
roby kyseliny D-pantothenové a/nebo jejich soli, ktery by
nemél vy$e uvedené nevyhody. Pritom je z ekonomickych dbvo-
di zadouci takovy zptsob, pfi kterém se dokrmovani f-alaninu
vyrazné redukuje nebo dokonce neni nutné. Diale je Zadouci

vyroba kyseliny D-pantothenové ve formé jejich dvojsytnych




soli a zde predevsim soli kovi alkalickych zemin, protozZe
dvojsytné soli maji méné hygroskopické vlastnosti nez jedno-
sytné soli kyseliny D-pantothenové a pro dalsi pouziti,
prikladné jako doplnek zvireciho krmiva tak maji méné vyraz-
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ny sklon ke spékéani.

Tento kol byl vyhodnym zplsobem vyfesen predloZenym

vynalezem.

Podstata vynalezu

Ptedmétem predlozeného vyndlezu je zplsob vyroby
kyseliny D-pantothenové a/nebo jejich soli, vyznacujici se

tim, ze

a) se pouzije nejméné jeden organismus produkujici ky-
selinu D-pantothenovou, jehoz biosyntéza kyseliny
pantothenové- (pan) a/nebo isoleucin/valin-(ilv) je
deregulovana a v kultivaénim mediu se fermentaci
tvori nejméné 2 g/l soli kyseliny D-pantothenové,
pric¢emz se do kultiva¢niho media uvadi 0 az 20 g/1

volného p-alaninu a/nebo soli B-alaninu,

b) fermentacdni roztok obsahujici D-pantothenat se ve-

de pres aniontoménic,

na aniontoménici vazany D-pantothenat se eluuje

O
~

roztokem obsahujicim anorganické nebo organicke
vdpenaté a/nebo horecnaté soli ve formeé D-panto-
thendtu vapenatého a/nebo hofec¢natého nebo se

eluuje roztokem kyseliny chlorovodikové ve forme

kyseliny D-pantothenové,




d) poptripadé volnd kyselina D-pantothenovéa, obsazZena
v roztoku, se pridavkem vapenaté a/nebo horecnaté
baze upravi na hodnotu pH 3 az 10, pricdemz se ziska
roztok, ktery obsahuje kalciumpantothenat a/nebo

magnesiumpantothenat a

e) eludat nebo roztok, obsahujici kalciumpantothenat
a/nebo magnesiumpantothendt se podrobi suseni

a/nebo tvorbé formulace.

Pfi jedné varianté zplUsobu podle vyndlezu se vyznaduje
predlozeny zphsob tim, Ze se v kroku d) nebo e) ziska nebo
predlozi suspenze, kterad obsahuje pantothenat vapenaty

a/nebo horecnaty.

Fermentace podle vynalezu, probihajici v kroku a), se
mize provadét znamymi zplsoby Sarzovym provozem, SarzZovym
provozem s davkovanim, opakovanym Sarzovym provozem
s davkovanim nebo kontinualnim zplsobem vedeni procesu.

K neutralizaci vznikajici kyseliny pantothenové se pritom
vyuzivaji obvyklé pufrovaci systémy, jako je prikladne
fosfatovy pufr s hydroxidem sodnym, hydroxidem draselnym

nebo s amoniakem.

V dalgi varianté zplsobu podle vyndlezu se v kroku a)
tvori fermantaci v kuitivac¢nim mediu nejméneé 10 g/l, s vyho-
dou nejméné 20 g/1, obzvlasté vyhodné nejméne 40 g/l, nanej-
vy$ vvhodné nejméné 60 g/l a zvlasté nejméne 70 g/l soli ky-

seliny D-pantothenové.

Podle vynalezu se formulaci "produkovat" rozumi, Ze
organismus miZe syntetizovat véts$i mnozstvi kyseliny

D-pantothenové a/nebo jejich soli, neZ je nutné pro vlastni




potfebu latkové vymény. V jedné vyhodné varianté podle vy-
nalezu se nevyskytuje syntetizované mnozZstvi kyseliny
D-pantothenové a/nebo jejich soli interné v bumnkach, nybrz
jsou z organismu idedlnim zplsobem vylucovany do kultivacni-
ho media. Toto vylucovani se mlze provadet aktivneé nebo

pasivné o sobé znamymi mechanismy.

Podle vyndlezu se jako organismy, produkujici kyselinu
D-pantothenovou, pouziji mikroorganismy. K nim patfi podle
vyndlezu houby, kvasinky a/nebo bakterie. Podle vynalezu
jsou vyhodné houby jako prikladné Mucor nebo kvasinky, jako
prikladné Saccharomyces nebo Debaromyces, s vyhodou se po-
uzije Saccharomyces cerevisiae. S vyhodou se podle vyndlezu
pouziji coryneformni bakterie nebo Bacillaceae. Podle
vyndlezu jsou s vyhodou zahrnuty pfikladné bakterie druht
Corynebacterium, Escherichia, Bacillus, Arthrobacter,
Bevibacterium, Pseudomonas, Salmonella, Klebsiella, Proteus,
Acinetobacter nebo Rhizobium. Obzvlasté vyhodné jsou zde
pfikladné Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium breve
nebo Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. amylolique-
faciens, B. cereus, B. lentimorbus, B. lentus, B. firmus, B.
pantothenticus, B. circulans, B. coagulans, B. megaterium,
B.pumilus, B. thuringiensis, B. brevis, B. stearothermophi-
lus a dalg&i druhy bacil? ze skupiny 1, které jsou charakte-

rizovédny jejich 16sRNA nebo Actinum mycetalis. Tento vycCet

J<

siouzi vysvétleni a v Zdédném pripad2 neni pro predloieny

vynadlez limitujici.

Navic zahrnuje predlozZeny vynédlez také pouziti gene-
ticky zménénych organismd k vyrobé dopliiku zvifeciho krmiva
podle vynalezu, obsahujiciho volnou kyselinu D-pantotheno-
vou a/nebo jeji soli. Takové geneticky zmé€néné organismy se

mohou prikladné izolovat chemickou mutagenezi a naslednou
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selekci vhodnym "screeningovym zpisobem". Podle vynédlezu
jsou zahrnuty také tak zvané "produkcni kmeny", které jsou

vhodné k vyrobé produktu ve smyslu predloZzeného vynéalezu

a vykazuji genetické zmény z hlediska toku latkové vymeny ve
sméru kyseliny D-pantothenové, pricemz jsou také zahrnuty
zmény z hlediska vylucovéani kyseliny D-pantothenové a/nebo
jejich soli pfes bunécnou membranu.Toho je mozné dosahnout
prikladné zménami v klicovych pozicich relevantnich cest

biosyntézy pri latkové vymeéné pouzitého organismu.

Mozné je také pouziti transgenich organismli, které
rezultuji z prenosu homolognich a/nebo heterolognich
sekvenci nukleotidtl, které jsou nutné k syntéze pozadovaného
produktu nebo mohou byt nadpomocné. MoZna je pritom preex-
prese a/nebo deregulace jednoho nebo nékolika genl jed-
notlivé a/nebo v kombinaci, lokalizovanych v genomu a/nebo

na jeden vektor.

Transgeni organismy takového druhu mohou s vyhodou ob-
sahovat dodate¢né kopie a/nebo geneticky zmeénéné geny, vyb-
rané ze skupiny panB, panC, panD, panE a/nebo jejich kombi-
naci a/nebo dokonce organizacé¢ni jednotky, jako je operon
BCD. Dale mohou byt do organismi s vyhodou manipulovany
dalgi cesty latkové vymény, jako prikladné cesta biosyntézy
isoleucin-valin, jak se popisuje prikladné v EP 1 006 189,
EP 1 006 192, EP 1 006 193 nebo EP 1 001 C27. Tim jsou ve
zvydené mitre dény k dispozici vychozi sloudeniny pro bio-
syntézu kyseliny pantothenové s rozvétvenymi Fetezci.

S vyhodou se pfipadné geny pro tuto cestu biosyntézy, to

znamena ilvB, ilvN, ilvC a/nebo ilvD preexprimuji.

Navic jsou podle vynadlezu do pouzitych organismi pro-

dukujicich kyselinu pantothenovou zahrnuty genetické zmény




aspartat-a-dekarboxylazy (panD), prikladné preexpresi

a/nebo deregulaci.

Terminem "deregulace" se podle vynalezu rozumi nasle-

dujici

Zména nebo modifikace nejméneé jednoho genu, ktery koduje pro
enzym ptri biosyntetické cesté latkové vyme€ny, takze aktivita
enzymu v mikroorganismu je zménéna nebo modifikovana. Vy-
hodné je, aby nejméneé jeden gen, ktery koduje pro enzym pri
biosyntetické cesté latkové vymény byl zménén takovym
zptusobem, aby se produkt genu tvoril intenzivnéji nebo aby
vykazoval zvysSenou aktivitu. Pojem "deregulovana cesta
latkové vymény" zahrnuje také biosyntetickou cestu latkové
vymény, pri které je vice jak jeden gen, ktery koduje pro
vice jak jeden enzym zménén nebo modifikovan tak, aby byly

zménény nebo modifikovany aktivity vice jak jednoho enzymu.

Zmény nebo modifikace mohou zahrnovat, avsSak nejsou

omezeny na

Odstranéni endogeniho promotoru nebo regulac¢nich prvkl; za-
vedeni silnych promotorti, indukovatelnych promotor nebo
nékolika promotorl zarovern; odstranéni regulacnich sekvenci,
takZze se zméni exprese genového produktu; zména chromoso-
malni polohy genu; zména sekvence DNA v blizkosti genu nebo
uvnit? genu jako je prikladné ribosomalni misto vazby (RBS);
zvyseni podétu kopii genu v genomu nebe rdzny pocet kopii
vnesenim plasmid®; modifikace proteint (ptrikladné regulac-
nich proteind, suppresorl, enhancerli, trankriptionelnich
aktivator® a podobné), které hraji roli pfi transkripci genu
a/nebo pri translaci na produkt genu. K tomu patfi také
véechny dal$i moZnosti k deregulaci exprese genl podle stavu

techniky jako prikladné pouziti antisense-oleonukleotidl




nebo blokace represorovych proteint.

Deregulace mize také zahrnovat zmény v kodujici oblas-
ti gend, které prikladné vedou k posileni feedback-regulace
v produktu genu nebo k vétsSi nebo mensi specifické aktivité

produktu genu.

Navic jsou podle vynalezu vyhodné genové technické
zmény na enzymech, které ovliivnuji ubytek vychozich latek
pro kyselinu pantothenovou a/nebo presun kyseliny pantothe-
nové na koenzym A. Kodujici geny pro takové enzymy jsou
prikladné : alsD, avtA, ilvE, ansB, coaA, coaX a dals$i.
Tento vycet slouzi vysvétleni a v Zadném pripadé neni

limitujici pro pro predloZeny vynalez.

Dédle jsou vyhodné genové technické zmény, které zajis-
tuji celularni dostupnost kofaktorll (prikladné methylentet-
rahydrofolat, redox-ekvivalenty a jiné) v mnozstvi optimal-

nim pro produkci kyseliny pantothenové.

S vyhodou je dostupny B-alanin jiz v bunkach ve zvysSe-
né koncentraci oproti oproti odpovidajicim geneticky nezme-
nénym organismim a nemusi se tak pridavat do kultivacniho
media jako prekursor, jak se poZaduje pfikladneé podle EP-A O
590 857. Vyhodné jsou mikroorganismy, jejichz biosyntéza
kyseliny pantothencvé (pan)- a/nebo iscleuwcin-valin-(ilv)-
a/nebo asparat-a-dekarboxylaza jsou deregulované. Dale je
vyhodnd dodate¢na preexprese ketopanthoatu-reduktazy (panE)

v mikroorganismech.

Didle je podle vynédlezu vyhodné, jestliZe ptripadné
coaA-gen, ktery je nutny pro syntézu koenzymu A, mad snizenou

aktivitu nebo (prikladné v druzich Bacillus) je zcela
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vyrazen. Bacillus totiZ obsahuje vedle coaA dalsi gen pro
tuto enzymatickou funkci (= coaX). Také aktivita tohoto ge-
nu coaX nebo korespondujicich enzymt se mizZe zménit, s vyho-
dou snizit, nebo dokonce deletovat, pokud coaA samotny vyka-
zuje jes$té dostatecnou, i kdyZ sniZenou enzymatickou aktivi-
tu, to znamend, zZe enzymaticka aktivita coaA neni zcela
potlacdena. Vedle preexprese ruznych genl je vyhodna také
genova manipulace oblasti promotord téchto genl takovym zpd-

sobem, aby tato manipulace vedla k preexpresi produktu genti.

V jedné varianté provedeni predloZeného vynalezu se
pouziji kmeny bakterii podle pfilohy (PCT/US prihlasky
0025993), jako je prikladné Bacillus subtilis PA 824 a/nebo
jeho derivaty. V jedné vyhodné varianté provedeni podle vy-
nalezu se pouzije ke zplsobu podle vyndlezu mikroorganismus
Bacilllus subtilis PA 668, ktery se popisuje v priloze
(US-Serial-Nr. 60/262 995). Tyto kmeny Bacilllus subtilis
PA 824 a PA 668 se vyrobi nasledovne

Vychazi se z kmene Bacillus subtilis 168 (kmen Marburg
ATCC 6051), ktery vykazuje genotyp trpC2 (Trp~), ze kterého
se transdukci Trp+ markeru (z Bacillus subtilis divoky typ V
23) vyrobi kmen PY 79. Do kmenu PY 79 se klasickymi metoda-
mi genovych technologii (jak popisuje prikladné Harwood,
C.R. a Cutting, S.M. (vydavatel) Molecular Biological Met-
hods for Bacillus (1990) Johnp Viley & Somns, Lid., Chiches-

ter, Anglie) zavedou mutace deltapanB a deltapanEl.

Vysledny kmen se transformuje genomickou DNA kmene Ba-
cillus subtilis PA 221 (genotyp P,gpanBCD, trpC2 (Trp™))
a genomickou DNA kmene Bacillus subtilis PA 303 (genotyp
P26panE1). Vysledny kmen PA 327 ma genotyp P,spanBCD,
P,gpanEl a je tryptofané auxotrofni (Trp~). Se kmenem Ba-




cillus subtilis PA 327 se vlozi do 10 ml kultury s mediem
SVY (25 g/1 Difco Veal Infusion Broth, 5 g/1 Difco Yeast Ex-
tract, 5 g/l glutamatu sodného, 2,7 g/l siranu amonného ve
740 ml vody, autoklavuje se, nasledné se prida 200 ml 1 M
fosfore¢nanu draselného, pH 7,0 a 60 ml 50 %-niho sterilniho
roztoku glukozy), ke kterému se pridéd 5 g/l B-alaninu

a 5 g/l a-ketoisovaleratu a dosdahne se titru kyseliny pan-

tothenové az 3,0 g/1 (24 hodin).

Vyroba kmene Bacillus subtilis PA 221 (genotyp P,gpan
BCD, trpC2 (Trp~)) se popisuje v nadsledujicim odstavci

Klasickymi metodami genovych technik se s pomoci sek-
ven¢nich ionformaci operonu panBCD E. coli (viz Merkel
a spol., FEMS Microbiol.Lett., 143, 1996:247-252), pricemz
se vychdzi z Bacillus subtilis GP 275 plasmidové knihovny se
klonuje operon panBCD Bacillus. Ke klonovani se pouzije
kmen E. coli BM4062 (birts) a informace, Ze operon Bacillus
lezi v blizkosti genu birA. Operon panBCD se zavede do
replikovatelného plasmidu E. coli. Ke zlepSeni exprese
operonu panBCD se pouziji silné, konstitutivni promotory
Bacillus subtilis fagy SPO1 (P26) a misto napojeni ribosomu
(= RBS) pred panB-genem se nahradi artificidlnim RBS. Pred
kazetu P,yepanBCD na plasmidu se liguje fragment DNA, ktery
lezi bezprostfedné upstream nativniho genu panB v Bacil-
lus. Tento plasmid se transfermuje v kmenu Bacillus
subtilis RL-1 (klasickou mutagenezi ziskany derivat Bacillus
subtilis 168 (kmen Marburg ATCC 6051), genotyp trpC2 (Trp~)
a homologovou rekombinaci se nahradi nativni operon panBCD
operonem p,spanBCD. Vysledny kmen se jmenuje PA 221 a ma
genotyp P,cpanBCD, trpC2 (Trp™). Se kmenem Bacillus
subtilis PA 221 se v 10 ml kultury s mediem SVY, které se

doplni 5 g/1 B-alaninu a S g/l a-ketoisovalerdtu se dosahne




titru kyseliny pantothenové az 0,92 g/l (24 hodin).

Vyroba kmene Bacillus subtilis PA 303 (genotyp

P26panE1) se popisuje v nasledujicim odstavci

S pomoci genové sekvence E. coli panE se analogicky
klonuje sekvence Bacillus panE. Ukazuje se, ze v Bacillus
subtilis existuji dva homology genu panE E.coli, které se
oznaduji jako panEl a panE2. Dele¢ni analyzou se ukazuje,
ze gen panEl vyvolava 90 % produkce kyseliny pantothenove,
zatimco delece genu panE2 nemd zadny vyznamny efekt na
produkci kyseliny pantothenové. Také zde byl analogicky ke
klonovéani operonu panBCD nahrazen promotor siln€ji konstitu-
tivnim promotorem P, a misto napojeni ribosomu pred genem
panEl se nahradi artificidlnim mistem vazby. Fragment
P,epanEl se klonuje do vektoru, ktery je vytvoren tak, aby
fragment P,cpanEl se mohl integrovat do origindlni pozice
panEl v genomu Bacillus subtilis. Po transformaci
a homologni rekombinaci se vysledny kmen jmenuje PA 303 a ma
genotyp PycpanEl. Se kmenem Bacillus subtilis PA 303 se
v 10 ml kultury s mediem SVY, které se doplni 5 g/l
B-alaninu a 5 g/l a-ketoisovaleratu se dosahne titru

kyseliny pantothenové az 1,66 g/l (24 hodin).

Dalgi konstrukce kmene se preovadi transformaci PA 327
piasmidem, ktery cbsahuje operon P, I11vBNC a markerovy gen
pro spectinomycin. Operon P, I1vBNC integruje do pozice
amyE, coZz bylo prokazéano pomoci PCR. Transformanty se ozna-
¢uji jako PA 340 (genotyp P26panBCD, P26panE1, P26[1VBNC,
specR, trpC2 (Trp).

Se kmenem Bacillus subtilis PA 340 se v 10 ml kultury

s mediem SVY, které se doplni pouze 5 g/l B-alaninu dosahne




titru kyseliny pantothenové az 3,6 g/l (24 hodin), v 10 ml
kultury s mediem SVY, které se doplni 5§ g/l B-alaninu a 5
g/l a-ketoisovalerdtu se dosdahne titru kyseliny pantothenové
az 4,1 g/1 (24 hodin).

Dale byla uvedena do kmene PA 340 deregulovand kazeta
ilvD. K tomu se plasmid, ktery obsahuje ilvD gen za kontro-
ly promotoru P,¢ s artificialni RBS2 transformuje v PA 340.
Pritom se gen P,gilvD integruje homologickou rekombinaci do
origindlni pozice ilvD. Vysledny kmen PA 374 m& genotyp
P,spanBCD, P, panEl, P,gilvBNC, P,cilvD, specR a trpC2
(Trp™) .

Se kmenem Bacillus subtilis PA 374 v 10 ml kultury
s mediem SVY, které se doplni pouze 5 g/l B-alaninu se dosa-

hne titru kyseliny pantothenové az 2,99 g/1 (24 hodin).

Aby bylo mozné s kmenem PA 374 produkovat kyselinu
pantothenovou bez dokrmovani B-alaninu, byly do kmene PA
374 zavedeny dodatec¢né kopie genu panD kodujici pro aspar-
tat-a-dekarboxyldzu. K tomu se transformuje chromosomalni
DNA kmene PA 401 na PA 374. Selekci na tetracyklin se ziska
kmen PA 377.

Vysledny kmen PA 377 ma genotyp P,spanBCD, P, panEl,
FyeilvBNC, PreilvD, specR, tetR a trpC2 (Trp™) .

Se kmenem Bacillus subtilis PA 377 v 10 ml kultury
s mediem SVY bez doplnovani vychozich sloucenin se dosdhne

titru kyseliny pantothenové aZz 1,31 g/l (24 hodin).

Vyroba kmene Bacillus subtilis PA 401 (genotyp

P,spanD) se popisuje v nasledujicim odstavci




Bacillus subtilis panD se klonuje panBCD operonu do
vektoru, ktery nese tetracyklinovy markerovy gen. Pred panD
se klonuje promotor P,. a vyse popsana artificialni RBS.
Restrikénim travenim se vyrobi fragment, ktery obsahuje
tetracyklinovy markerovy gen a a gen PygpanD. Tento
fragment se religuje a transformuje do vySe popsaného kmenu
PA 221. Pritom fragment integruje do genomu kmene PA 221.
Vysledny kmen PA 401 ma genotyp P,,panBCD, P, panD, tetR
a trpC2 (Trp7).

Se kmenem Bacillus subtilis PA 401 se v 10 ml kultury
s mediem SVY, které se doplni 5 g/l a-ketoisovaleratu do-
sahne titru kyseliny pantothenové az 0,3 g/l (24 hodin).
V 10 ml kultury s mediem SVY, které se doplni 5 g/l kyseliny
D-pantoinové a 10 g/l L-aspartatu se dosahne titru kyseliny

pantothenové az 2,2 g/l (24 hodin).

S vychozim kmenem PA 377 se transformaci s chromoso-
malni DNA kmene PY 79 generuje tryptofan-prototrofni kmen.
Tento kmen PA 824 ma genotyp P, panBCD, P, panE1l,
P26i1VBNC, P26ilvD, specR, tetR a Trp+.

Se kmenem Bacillus subtilis PA 824 v 10 ml kultury
s mediem SVY bez doplniovani vychozich sloucenin se dosahne
titru kyseliny pantothenové az 4,9 g/1 (48 hodin) (srovnani
PA 377 : az 3,6 g/1 za 48 hodin.

Vyroba PA 668 se popisuje v nasledujicim odstavci

Gen Bacillus panB se klonuje z divokého typu operonu
panBCD a insertuje do vektoru, ktery vedle genu rezistentni-
ho na chloramfenikol obsahuje také sekvence B.subtilis vpr

locus.




Silné konstitutivni promotor P,. se zavede ptred
5 -konec genu panB. Fragment, ktery obsahuje gen P,spanB,
markerovy gen pro chloramfenikovou rezistenci a rovnéZ sek-
vence Bacillus subtilis vpr se ziska restrikénim travenim.
Isolovany fragment se religuje a transformuje jim kmen PA
824. Ziskany kmen se oznacuje PA 668. Genotyp PA 668 je
P,epanBCD, P,yepanEl, P,cilvBNC, P,cilvD, P,.panB, specR,
tetR, CmR a Trp+.

Izoluji se dveé kolonie PA 668 a oznacCi se PA 668-2A
a druha PA 668-24.

Se kmenem Bacillus subtilis PA 668-2A se v 10 ml kul-
tury s mediem SVY bez doplnovani vychozich slouc¢enin dosdhne
titru kyseliny pantothenové az 1,5 g/1 ve 48 hodinéch.

V 10 ml kultury doplnéné 10 g/l aspartatu se dosahne titru

kyseliny pantothenové az 5 g/1.

Se kmenem Bacillus subtilis PA 668-24 se v 10 ml kul-
tury s mediem SVY bez dopliiovani vychozich slouc¢enin doséahne
titru kyseliny pantothenové az 1,8 g/l ve 48 hodinéach.

V 10 ml kultury doplnéné 10 g/l L-aspartatu se dosédhne titru
kyseliny pantothenové az 4,9 g/1.

Pfresnd konstrukce kmen se popisuje v prilohéch

PCT/US-prihlasky 0025993 a v US-Serial-Nr. 60/262,995.

S vyse popsanym kmenem PA 377 se pri fermentaci limi-
tované glukozou v mediu SVY (25 g/l Difco Veal Infusion
Broth, 5 g/1 Difco Yeast Extract, 5 g/1 tryptofanu, S g/1
Na-glutamatu, 2 g/1 (NH4)2SO4, 10 g/1 KH,PO,, 20 g/1
KZHPO4, 0,1 g/1 CaClz, 1 g/l MgSO4, 1 g/1 natriumcitratu,
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0,01 g/1 FeSO4 x 7 H,0 a 1 ml/1 roztoku stopovych soli

0 nasledujicim slozeni 0,15 g NajMoO, x 2 H5O0,

2,5 g H3BO4, 0,7 g CoCl, x 6 Hy0, 0,25 g CuSO, x 5 H,0,

1,6 g MnC12 X 4 H20, 0,3 g ZnSO4 X 7 H20, doplnéno vodou na
1 1) se v méritku 10 1 pfi kontinudlnim dokrmovani roztoku

glukozy dosdhne za 36 hodin (48 hodin) koncentraci kyseliny

pantothenové ve fermentadni

g/1).

Pri fermentaci PA 824
-prototrofni derivat PA 377

bredce 18 az 19 g/1 (22 aZ 25

limitované glukozou, tryptofan-

v mediu s kvasnicovym extraktem

(10 g/1 Difco Yeast Extract, 5 g/l Na-glutamatu, 8 g/1

(NH4) 5S04, 10 g/1 KH,PO,, 20 g/1 K,HPO,, 0,1 g/1 CaCl,, 1
g/l MgSO,4, 1 g/1 natriumcitratu, 0,01 g/1 FeSO, x 7 H,0

a 1 ml/1l vySe popsaného roztoku stopovych soli) se v méritku
10 1 pri kontinudlnim dokrmovani roztoku glukozy dosahne za
36 hodin,
liny pantothenové ve fermentac¢ni brecce
a 36 g/l.

48 hodin a 72 hodin naslednych koncentraci kyse-
20 g/1, 28 g/1

Dals$i optimalizaci media se kmenem PA 824 se pri fer-
mentaci limitované glukozou dosdhne v mediu sestavajicim
10 g/1 NZ-aminu A (Quest In-
ternational GmbH, Erftstadt), 10 g/l Na-glutamatu, 4 g/1
(NHy),S0,, 10 g/1 KH,PO,, 20 g/1 K,HPO,, 0,1 g/1 CaCl,, 1
g/l MgS0,, 1 g/1 natriumcitratu, 0,01 g/l FeB0, x 7 H,0

z

10 g/1 Difco Yeast Extract,

1

g L

a ml /1 vysSe popsaného roztoku stopovych scli se v m&fitku
10 1 pfi kontinualnim dokrmovani roztoku glukozy dosdhne za
36 hodin (48 hodin) koncentrace kyseliny pantothenové ve

fermana¢ni bfecce 37 g/1 (48 g/1).

Je mozné dals$i zvysSovani koncentrace kyseliny pantot-

henové ve fermentacni brecce optimalizaci media, prodlouze-




nim doby fermentace, zlepSovanim procesu a kmene, a rovnéz
kombinaci jednotlivych krokti. Tak je moZné dosidhnout vyse
popsanych koncentraci kyseliny pantothenové také fermentaci
kmeni, které jsou derivaty vyse popsaného PA 824. Derivaty
se mohou vyrabét klasickym vyvojem kmene a rovnéz dalsimi
genove technickymi manipulacemi. Vyvojem medii, kment

a zplOsobu fermentace se mize titr kyseliny pantothenové ve
fermentadni bredce zvysit i nad 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85 a > 90 g/1.

Podstatnou vyhodou zpisobu podle vyndlezu je, Ze se
fermentace provadi v kultivac¢nim mediu, které kromé& nejméné
jednoho zdroje uhliku a dusiku jako vychozich sloucenin
neobsahuje zadné dal$i predstupné (prekurzory). To znamena,
ze biosyntéza kyseliny D-pantothenové je nezéavisla na
dokrmovani dal$ich vychozich latek. Jako takové vychozi
latky se podle vynalezu rozumi prikladné f-alanin nebo
L-aspartat a/nebo L-valin a/nebo a-ketoisovalerdat a/nebo

jejich kombinace.

V jedné vyhodné varianté zplUsobu podle vyndlezu se
provadi fermentace organismQ produkujicich kyselinu D-pan-
tothenovou v kultiva¢nim mediu, které obsahuje jeden zdroj
uhliku a jeden zdroj dusiku, ke kterému se ale nepridava
Z4dny volny B-alanin a/nebo soli f-alaninu a to ani v pri-
behu fermentace. To znamend, Ze k vyrobeé kyseliny D-panto-
thenové v rozmezi nejméné 10 g/l kultivadéniho media,

s vyhodou nejméné 20 g/l, obzvlasté vyhodné nejméné 40 g/1,
zcela obzvlasté vyhodné nejméné 60 g/l a obzvlAasté nejméne

70 g/1 neni podle vyndlezu nutné zZadné dokrmovani volného

B-alaninu a/nebo soli pB-alaninu.

Nezavislost na dokrmovani vychozich léatek predstavuje




obzvladsteé vyznamnou ekonomickou vyhodu zpdsobu podle vyna-
lezu oproti zndmym zphsoblm, nebot fada vychozich latek je

velmi draha.

Pridavek B-alaninu a/nebo soli B-alaninu vs$ak neni
podle vynalezu vyloucen, takzZe se mize nédsledné vyté&zek ky-
seliny D-pantothenové pridavkem B-alaninu a/nebo soli
B-alaninu jesté dale zlepsit. Pokud se ptrikladné vychazi
z toho, Ze potfebné vychozi latky kyseliny pantothenové jsou
k dispozici v dostatec¢ném mnozZstvi a pouze aktivita genu
panD limituje dals$i nardst produkce kyseliny D-pantothenové,
pak se mliZe prikladné vytézZek kyseliny D-pantothenové zvysit
o dalsich 50 % pridavkem volného B-alaninu a/nebo soli

B-alaninu.

V jedné vyhodné varianté predloZzeného vynalezu se mizZe
ke kultivac¢nimu mediu pridat az 20 g/l volného B-alaninu
a/nebo soli B-alaninu k dodatecnému zvyseni vytézku kyseliny
pantothenové o vice jak 50 %. Vyhodny je pridavek asi
15 g/1 volného B-alaninu a/nebo soli B-alaninu ke kultivacd-

nimu mediu.

Priklady vhodnych zdrojd uhliku podle vyndlezu k pou-
ziti v kultivadénim mediu pro fermentaci vysSe uvedenych orga-
nismid jsou cukry, jako hydrolyzaty sSkrobu (mono-, di-, oli-
gosacharidy), s vyhodou glukoza nebo sacharcza a rovnéz
fepnid melasa nebo t¥tinovd melasa, proteiny, hydrolyzaty
proteintl, sojova moucka, kukuri¢nd voda, tuky, volné mastné
kyseliny, opétovné pouzité bunky z jiz provedenych fermenta-
ci nebo jejich hydrolyzaty a rovnéZ kvasnicovy extrakt.

Tento vycéet neni pro predlozeny vynalez limitujici.

Dale se predlozeny vynalez vyznacuje s vvhodou tim, Ze




celkovy obsah cukru az do konce fermentace je zredukovan na
minimum, protoZe v opacném pripadé je pozdéjs$i suseni a/ne-
bo formulace fermentac¢niho roztoku ztiZena slepovanim. Toho
lze podle vynalezu dosdhout tim, Ze se fermentace vede jeste
néjaky c¢as po spotrebovani zdroje uhliku (pfi kultivaci

v Sarzovém zplsobu) nebo poté, co se prerusi privod uhliku
(pt*i vedeni procesu S$arzovym provozem s davkovanim nebo
opakovanym Sarzovym provozem s davkovédnim) a/nebo se regu-
luje takovym zplsobem, Ze koncentrace zdroje uhliku je témé&r
nulovéa (pri vedeni procesu Sarzovym provozem s davkovanim,
opakovanym Sarzovym provozem s davkovanim nebo kontinualnim

zpUsobem) .

To se podle vynalezu provadi tak, Ze po pferusSeni
davkovani zdroje uhliku (prfikladné roztoku cukru) se

’

fermentace vede ddle az k dosazZeni koncentrace rozpusténého

kysliku (pOz) na nejméne 80 %, s vyhodou 90 % a obzvlasté

vyhodné 95 % hodnoty nasyceni ve fermentacnim roztoku.

Priklady wvhodnych zdrojd dusiku je amoniak, siran
amonny, moc¢ovina, proteiny, hydrolyzaty proteint nebo kvas-
nicovy extrakt. Ani tento vycet neni pro predloZeny vyndalez

limitujici.

Dale obsahuje fermentac¢ni medium minerdalni soli a/ne-
bo stopové prvky, jako jsou aminokyseliny a vitaminy. Pfes-
rné slozeni vhodnych fermentacnich medii jsou opakované znamé

a odbornikim dostupné.

Po inokulaci fermentadniho media vhodnym organismem
produkujicim kyselinu D-pantothenovou (s bunécnou hustotou
znamou odborniktm) pripadné po pridani prostredku proti pé-

néni dochdzi ke kultivaci organismu. Pripadné¢ nutna regula-




ce pH hodnoty media se mizZe provadét rlznymi anorganickymi
nebo organickymi louhy nebo kyselinami, jako je prikladné
NaOH, KOH, amoniak, kyselina fosforec¢na, kyselina sirova,
kyselina solna, kyselina mravenc¢i, kyselina jantarova, kyse-

lina citronova a podobné.

Na zakladé pufrovacich systémid, pouzZitych b&hem fer-
mentace, které mohou byt, jak bylo vy$e popsano prikladné
NaOH, KOH, amoniak, kyselina fosforec¢na, kyselina sirova,
kyselina chlorovodikova, kyselina mravenc¢i, kyselina janta-
rova, kyselina citronova a podobné, je vytvoteni kyselina
pantothenova ve fermentacCnim roztoku podle pouzZitého puf-
rovaciho systému ve formé& dané soli (danych soli). Protoze
pfitom podle vynalezu nejsou vyhodné predev$im soli kyseliny
D-pantothenové ve formé jejich jednomocnych kationt@l p#i-
padné je vyhodnad kyselina D-pantothenova ve formé& jejich
vapenatych nebo hofecénatych soli, zpracuje se fermentadni

roztok podle vynalezu za pouziti aniontoménide.

PredlozZeny vyndlez zahrnuje pfi tom vSechny primyslové
vyuzitelné aniontoménice. K témto patfi vSechny silné& nebo
slabé bazické pryskyrice, vyhodné jsou silné bazické prysky-
fice. Podle predlozeného vynadlezu je vyhodné pouziti néasle-
dujicich aniontomé&nicl, pricemz tento vylet slouZi pouze
k objasnéni predlozZeného vynalezu a tento neni tim omezen
Lewatit M 500 nebo MP 500 firmy Bayer, Amberlite IRA 402,
IRA 410 2 IRA 900 firmy Rohm & Haas, Dowex 1x2 nebo 1x8
firmy Dow Chemicals, Dialon PA 306, PA 316, PA 406, PA 412
nebo PA 418 firmy Mitsubishi Chemicals Corporation, jakoZ i
Lewatit MP 62 firmy Bayer, MWA-1 firmy Dow Chemicals,
Amberlite IRA 67, IRA 96 SB, IRA 96 RF, Duolite A 561 nebo
A 7 firmy Rohm & Haas, Reillex 402 firmy Reilly Industries
nebo Dialon WA 21 nebo VA 30 firmy Mitsubishi Chemicals




Corporation.

PouzZitim aniontoménice se z fermentac¢niho roztoku vaze
D-pantothendt a jiné anionty, zatimco ostatni sloudeniny,
obzvlasté jednomocné kationty, jako je napriklad amonium,
draslik nebo sodik, projdou aniontoménic¢em a potom se vypus-
ti. Tak se neZaddouci kationty vyhodné z fermentadniho

roztoku prakticky uplné odstrani.

D-pantothenat, vazany na aniontoménic¢, se potom podle
predlozeného vynadlezu eluuje roztokem, obsahujicim anorga-
nické nebo organické vapenaté a/nebo hofednaté soli ve formé
D-pantothenatu vapenatého a/nebo horec¢natého, nebo roztokem
kyseliny chlorovodikové ve formé volné kyseliny pantotheno-

2

ve.

Podle predlozeného vynalezu se mizZe jednat o kyselé
a/nebo bazické anorganické a/nebo organické véapenaté a/nebo
hore¢naté soli. Tak je v jedné varianté zpdsobu podle
predlozeného vynalezu vhodnad eluce D-pantothenatu, véazaného
na aniontoménic¢, roztokem obsahujicim kyselé anorganické
a/nebo organické vapenaté a/nebo horecnaté soli. Rovnéz je
vhodnéd varianta, ve které jsou v elucnim roztoku v kroku c)
obsazené anorganické a/nebo organické vapenaté a/nebo ho-

v

fe¢naté baze. Bazické vapenaté a/nebo hofecnaté soli mohou

e

.

byt obsaZené nemiste nebo dodatecné ke kyselym vapenatym

a/nebo hofednatym solim. V dalsi varianté zplsocobu podle
predlozeného vynalezu mizZe elucni roztok v kroku c) zplsobu
podle predlozeného vynalezu obsahovat kyselé anorganické
vapenaté a/nebo horecnaté soli, kyselé organické vapenaté
a/nebo hofecnaté soli, anorganické vapenaté a/nebo horecna-
té baze a/nebo organické vapenaté a/nebo horecnaté baze,

jakoz i jejich odpovidajici kombinace.




Vyhodné se podle predlozeného vyndlezu rozumi pod
anorganickymi vdpenatymi a/nebo horednatymi solemi odpovida-
jici halogenidy vapenaté a/nebo hofecnaté. Podle predloze-
ného vynadlezu je to vyhodné chlorid vapenaty a/nebo chlorid
horec¢naty. Jako priklady anorganickych vépenatych a/nebo
horec¢natych bazi je moZno uvést hydroxid vapenaty, uhlidi-
tan vapenaty, oxid védpenaty, hydroxid hofec¢naty nebo
uhlic¢itan horec¢naty. Pod pojmem vapenaté a/nebo horednaté
organické soli se napriklad rozumi ve vodé dobfe rozpustné
soli organickych aniont. Jako vyhodné je moZno uvést
napriklad mravencan, octan, propionat, glycinat a/nebo

laktat vapenaty a/nebo horecnaty.

V jedné varianté predlozeného vyndlezun se D-panto-
thendt, vazany na aniontoménic¢, eluuje 5 az 10% roztokem
chloridu véapenatého nebo chloridu hofec¢natého nebo vodnym
roztokem kyseliny chlorovodikové, pricemz eludt obsahuje
D-pantothenat ve formé D-pantothendtu védpenatého nebo ho-
rec¢natého nebo jako volnou kyselinu D-pantothenovou. Pokud
se eluce provadi vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové,
potom se hodnota pH eluatu, obsahujiciho volnou kyselinu
D-pantothenovou, nastavi pridavkem vapenaté a/nebo hofecnaté
baze na 3 az 10. Vyhodna je hodnota pH 5 az 10. Vyhodné je
nastaveni hodnoty pH na 5 az 9, obzvlasté 6 az 9 a zcela
obzvlidstd vyhodng 6 az 8. Timto zpiscobem se ziskd roztok,

ktery obsahuie psntothenat vapenatyv a/nebo hofelnatyv.
Yy J , )

Po prfidavku véapenaté a/nebo horec¢naté baze pro
nastaveni hodnoty pH eluatu, obsahujiciho volnou kyselinu
D-pantothenovou, se mizZe ziskat také suspenze, obsahujici

pantothenat vapenaty a/nebo horecnaty.




Vyhodné se do eludtu, obsahujicimu volnou kyselinu
pantothenovou, piidavd pro neutralizaci hydroxid védpenaty,
uhlic¢itan véapenaty, oxid vapenaty, hydroxid horec¢naty a/nebo
bazicky uhli¢itan vépenaty ve formé& pevné latky a/nebo jako

suspenze.

Pri tom je podle predlozZeného vyndlezu vyhodné, kdyz
se neutralizace eludatu, obsahujiciho volnou kyselinu
D-pantothenovou, provadi pomoci véapenaté a/nebo hotrednaté
badze ve formé vodné suspenze. Pouzitim takovéto vodné
suspenze probihd neutralizace rychleji a bez vétsiho

kolisani pH, nez pri pouziti odpovidajici pevné latky.

Zplsob podle vyndlezu se vyznaduje tim, Ze se k elua-
tu popripadé v kroku d) pridd vodnd suspenze obsahujici 2 az
55 % hmotnostnich, s vyhodou 10 aZ 50 % hmotnostnich a ob-
zvlasté vyhodné 20 az 40 % hmotnostnich hydroxidu vapenaté-
ho. Podle vyndlezu je ddle zahrnut zplisob, pri kterém se
k eluatu popripadé v kroku d) prfida vodnad suspenze obsahu-
jici 2 az 65 % hmotnostnich, s vyhodou 10 az 50 % hmotnost-
nich a obzvlasté vyhodné 20 az 40 % hmotnostnich uhliditanu
vapenatého. V jedné dalsi varianté provedeni podle predlo-
zeného vynélezu se k eludtu popfipadé v kroku d) zptisobu
podle vyndlezu pridd vodnd suspenze obsahujici 2 az 60 %
hmotnostnich, s vyhodou 10 az 50 % hmotnostnich a obzvlasté
vyhodné 20 az 40 % hmotnostnich hydroxidu hofednatého. Po-
dle vynalezu je zahrnut také zpiasob, pfi kterém se k eludtu
poptfipadé v kroku d) pridd vodna suspenze obsahujici 2 az
25 % hmotnostnich, s vyhodou 10 az 20 % hmotnostnich

bazického uhlic¢itanu horecénatého.

V eluatu nebo roztoku nebo suspenzi, obsahujici D-pan-

tothenat védpenaty a/nebo horecnaty, které jsou ziskané z




krokd c) nebo d) zplsobu podle pfedloZeného vynalezu, se
vySe popsanym zplsobem pouzZitim aniontoménicde redukuje obsah
jednomocnych kationtt, vyhodné& amonnych, draselnych a/nebo

sodnych iontl, na koncentraci = 1 g/kg eluatu nebo roztoku.

Suseni a/nebo formulace ziskaného roztoku nebo suspen-
ze, obsahujici D-pantothenidt vapenaty a/nebo hofednaty, se
provadi o sobé znamymi zplsoby, jako prikladné rozsttikova-
cim suSenim, rozstrikovaci granulaci, suSenim ve vitivé
vrstve, granulaci ve virivé vrstvé, suSenim v bubnu nebo
suSenim spin-flash (Ullmann s Encyclopedia of Industrial
Chemistry, 6. vydani, 1999, elektronicka forma, kapitola
"Drying of Solid Materials"). Vstupni teplota plynu pfi
konvekc¢nim suSeni je v rozmezi 100 az 280 °C, s vyhodou 120
az 210 °C. Vystupni teplota plynu je v rozmezi 50 az
180 °C, s vyhodou 60 az 150 °C. K nastaveni pozadované
velikosti Castic a s tim spojenymi vlastnostmi produktu se
mohou jemné Catice oddélit a uvést zpét. Dale se mohou
velké cCastice semlit v mlyné a nasledné rovnéz zavadét

zpet.

Podle vynalezu je vyhodné pri vy$e popsaném zplsobu
redukce nékladnych zpracovatelskych krokfl, obzvlasté se
zfetelem na nepouzivani organickych rozpoudtédel pri
soucCasné ptipravé pozadovaného produktu s dobrou biologickou
benitou. Dale se podle vyndlezu podstatné sniZuje mnoZstvi
vznikajicich odpadnich vod. Vysledkem jsou tak dal3i dspory
na nakladnych ¢isticich a zneskodriovacich zarizenich. Tak
se vyznacuje zplUsob podle predloZeného vynalezu obzvlasgté
tim, Ze je jednodus$si, méné nachylny k porucham, méné casové
naro¢ny, vyrazné ekonomic¢téjs$i a tim hospodarnéjs$i, nez

obvyklé dosavadni zplsoby.




To v$ak nevylucuje, aby se zplsob podle vynalezu neob-
mérioval. Vyse uvedené procesni korky a) az e) podle vynale-
zu se mohou doplnit jednim nebo nékolika nasledujicimi pro-
cesnimi kroky, které jsou samy o sobeé odbornikim znémé. Zde
jsou podle vynalezu zahrnuty vsSechny mozné kombinace doda-

te¢nych procesnich krokt s procesnimi kroky a) az e).

Tak se mohou roztoky nebo suspenze, ziskané z proces-
nich krokli a) az d), zbavit zarodkl zahratim (sterilizaci)
nebo jinymi metodami, jako je prikladné pasterizace nebo

sterilni filtrace.

V dalsich variantéach zplsobu podle predloZeného vyna-
lezu se mize pred susenim a/nebo formulaci roztoku nebo
suspenze provést nejméneé jeden a/nebo kombinace nasleduji-
cich krokt, zahrnujici lysi a/nebo usmrceni biomasy a/nebo
oddéleni biomasy od fermentac¢niho roztoku a/nebo pridavek
dals$ich prisad a/nebo koncentraci fermentac¢niho roztoku,

s vyhodou odtazZzenim vody.

Predmétem predlozeného vynalezu je tak také zplsob,
kdy se lyse a/nebo usmrceni biohmasy provadi jesté ve fer-
mentacnim roztoku nebo teprve po oddéleni biomasy od fer-
mentad¢niho roztoku. To se mlZe provadet prikladné tepelnym
osSetfenim, s vyhodou pri teploté 80 az 200 °C a/nebo okyse-
lenim, s vyhodou kyselinou sircovou nebo kyselinou solnou

a/nebo enzymaticky, s vyhodou pomoci lysozymu.

V dals$i formé provedeni predlozeného vynalezu se mohou
buriky fermentadnich mikroorganismt z roztokd nebo suspenzi
v krocich a), c¢) nebo d) zplsobu podle vynalezu oddélit
filtraci, separaci (pfikladné odstredénim) a/nebo dekantova-

nim. Mozné je také uvadét roztok z kroku a) podle piedlozZe-




ného vyndlezu bez oddéleni obsazZenych mikroorganism@ primo

pres aniontoménic.

Pokud kroku zpracovani aniontoménidem (krok b)) zplso-
bu podle predloZeného vyndlezu nepredchazi oddéleni biomasy,
mize se biomasu obsahujici fermentacni roztok vyhodné vést
také ze spodu vzhliru pres lozZe iontoménice, tedy proti sile
tize.

Vysledny roztok ze zpracovani aniontoménicem se mize
popfipadé navazné na neutralizaci koncentrovat na vhodné
odparce, prikladné odparce se stékajicim filmem, odparce
v tenké vrstvé nebo rotacni odparce. Takovéto odparky
vyrabi prikladné firmy GIG (4800 Attnang Puchheim,
Rakousko), GEA Canzler (52303 Diuren, Némecko), Diessel
(31103 Hildesheim, Némecko) a Pitton (35274 Kirchhain,

Némecko) .

Ke zlepsSeni barevnych vlastnosti konec¢ného produktu se
mize provést krok dodatecné filtrace, pri kterém se k roz-
toklim nebo suspenzim, ziskanym béhem procesu, prida néco
aktivniho uhli a tato suspenze se nasledné filtruje. Nebo
se roztoky, ziskané béhem fermentace, mohou vést pres malé
loze s aktivnim uhlim. K tomu pozZadované mnozZstvi aktivniho
uhli je v rozmezi nékolika malo % hmotnostnich roztoku a je

na znaltostech a uvazZeni cdbornika.

Tyto filtace se mohou usnadnit, jestliZe se k danému
roztoku nebo suspenzi pred filtraci prida obvykly komerdéni
flokulac¢ni pomocny prostredek (prikladné Sedipur CF 902 nebo
Sedipur CL 930 firmy BASF AG, Ludwigshafen).

V jedné vyhodné formeé provedeni predloZeného vynalezu
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se vysledny materidl fermentace (fermentadni biecka) steri-
lizuje zahratim a potom se zbavi bunééné hmoty odstfedénim,
filtraci nebo dekantaci. Po pridavku 50 az 1000 mg/kg, s
vyhodou 100 az 200 mg/kg komercné dodavaného flokuladéniho
pomocného prostredku, vztazeno na vytézek fermentace, se
filtruje ptes kratké loze aktivniho uhli a pisku, aby se
ziskal roztok s vysokym obsahem kyseliny D-pantothenové,
zbaveny biomasy. Nasledné se tento vycistény roztok vede

pres loze iontoménice.

Pokud kroku zpracovani podle predlozeného vynélezu
pfes aniontoménic¢ nepredchézi oddéleni biomasy, mize se
biomasu obsahujici fermentac¢ni roztok vyhodné vést také
zespodu vzhiru pres loZze iontoménice, tedy proti sile tiZe.

Tento pracovni postup je v zasadé vyhodny tehdy, kdyZz jsou

<
<

v ¢isténém roztoku nebo suspenzi pritomné latky ve vznosu.

Nasledné suSeni roztoku nebo suspenze se miZe provadét
prikladné rozstrikovacim suSenim. To se mizZe provadét
v souproudu, protiproudu nebo ve smiSeném proudéni. K roz-
praseni se mohou pouzit vsSechny znédmé rozprasovace, obzvla-
St€ odstredivé rozprasovace (rozprasSovaci disky), jedno-
latkové trysky nebo dvouldtkové trysky. Vyhodné teplotni
podminky jsou 150 az 250 °C na vstupu do véZe a 70 az
130 °C pa vystupu z véze. MizZe se ale také sudit pri vys$si
nepo pri nizdi Grovni teploty. K dosazZeni velmi nizké
zhytkové vlinkosti se ale miZe dodatecdné provést dalsi féze
suSeni ve virivém lozi.

Rozstrikovaci susSeni se miZe provadét v susarnach FSD

nebo SBD (FSD : Fluidized Spray Dryer, SBD : Spray Bed
Dryer), které vyrdbi firma Niro (Kodari, Dansko) a APV-An-

hydro (Kodan, Dansko), které pfedstavuji kombinaci
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rozstrikovaci susarny a virivého lozZe.

Pfi rozsttfikovacim susSeni se miZe pfidat pomocny pros-
tfedek ke zlepSeni tekutosti. Tim se snizi tvorba povlakl
na sténach susSarny a zlepsSi se i chovdni pfi teceni, zejména
u jemnozrnnych praskd. Jako prostredky ke zleps$eni tekutos-

2

ti pfichdazeji v tvahu obzvlasté silikaty, stearaty, fosfaty

v

a kukuriény skrob.

V zasadé se ale mize suseni provadét také v nastriko-
vané virivé vrstveé, pricemz tato se miZe provozovat kontinu-
4lné€ nebo diskontinudlné. Nastfikovani roztoku se miZe pro-
vadét jak zeshora (Topspray), tak i zespoda (Bottomspray)

nebo také ze strany (Sidespray).

Predmétem predlozeného vynalezu je déle ptipravek pro
pouziti jako prisada do zvireciho krmiva a/nebo doplnék

zviteciho krmiva, vyrobitelny tak, zZe

a) se pouzije nejméné jeden organismus produkujici ky-
selinu D-pantothenovou, jehoz biosyntéza kyseliny
pantothenové- (pan) a/nebo isoleucin/valin-(ilv) je
deregulovand a v kultivac¢nim mediu se fermentaci
tvori nejméne 2 g/l soli kyseliny D-pantothenové,
pricemz se do kultivac¢niho media uvadi 0 az 20
g/1l, vyhodné 0 g/l volného PB-alaninu a/nebo soli

f-alarinu,

b) fermentacdni roztok obsahujici D-pantothenat se ve-

. v

de pres aniontomeénic,

¢) na aniontoménic¢i vazany D-pantothenat se eluuje

roztokem obsahujicim anorganické nebo organické
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vapenaté a/nebo horecnaté soli ve formé& D-panto-
thenatu vapenatého a/nebo horednatého nebo se
eluuje roztokem kyseliny chlorovodikové ve formé

kyseliny D-pantothenové,

d) popripadé volnd kyselina D-pantothenova, obsaZena
v roztoku, se pridavkem vapenaté a/nebo horednaté
baze upravi na hodnotu pH 3 az 10, ptidemZ se ziska
roztok, ktery obsahuje kalciumpantothenat a/nebo

magnesiumpantothenat a

e) eludt nebo roztok, obsahujici kalciumpantothenat
a/nebo magnesiumpantothenat, se podrobi suseni

a/nebo tvorbé formulace.

Pri jedné varianté podle predlozeného vynidlezu se miZe
v kroku c) pouzit eluc¢ni roztok, ktery obsahuje kyselé an-
organické a/nebo organické vapenaté a/nebo hofednaté soli
a/nebo basické anorganické a/nebo organické vapenaté a/nebo

horecnaté soli.

V dalsi varianté podle predlozZeného vynalezu se miZe
v kroku d) nebo e) ziskat nebo predloZit suspenze, ktera
obsahuje pantothenat vapenaty a/nebo hofec¢naty a po dalsim

zpracovani se ziska pripravek podle predloZzeného vynalezu.

Podle predloZeného vyndlezu se vyznaduje pfipravek
tim, Ze obsahuje soli kyseliny D-pantothenové v koncentraci
alesponn 1 az 100 % hmotnostnich, vyhodné alespon 20 az 100 %
hmotnostnich a obzvlasté vyhodné alespori 50% hmotnostnich.
Predmétem predlozeného vyndlezu je pripravek, obsahujici
soli kyseliny D-pantothenové ve formé dvojmocnych kationti,

vyhodné jako D-pantothenat vapenaty a/nebo horecnaty. Podle




predlozeného vynalezu je vyhodny ptipravek, ktery se
vyznacuje tim, Ze obsah soli kyseliny D-pantothenové ve

formé€ jednomocnych kationtd = 1 g/kg.

Podle predloZeného vyndlezu se vySe popsanym zptsobem
ziskd D-pantothendt védpenaty a/mebo horecnaty, ktery vyhovu-
je pozadavklm na prisady do krmiv. Témito pozadavky je
prikladné relativné vysoky obsah D-pantothenatu a dobra
snaSenlivost cilovym organismem a rovnéz biologickéa bonita

ve smyslu "vitaminovy ucinek" produktu podle vyndlezu.

PredloZeny vynalez bude bliZe vysvétlen nasledujicimi

ptiklady, které v$ak pro vynadlez nejsou limitujici.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Do laboratorniho fermentoru s michadlem a plynovacim
zarizenim o obsahu 14 1 se pfedlozi vodné fermentadni medium

0 nasledujicim sloZeni

Nasada Koncentrace
(g/1)
Kvasnicovy extrakt 16

L

Natriumgiutamat

Siran amonny 8
dihydrogenfosforecnan K 6,7
hydrogenfosforec¢nan K 9,8

Po sterilizaci byly navic priddny nasledujici sterilni
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Nasada Koncentrace
(g/1)
1Glukoza 2.5
Siran vapenaty 0,1
Siran hofecnaty 1
Natriumcitrat 1
Roztok stopovych soli 1 ml

Roztok stopovych soli ma nasledujici slozZeni

0,15 g NayMoO, x 2 Hy0, 2,5 g H3BO5, 0,7 g CoCl, x 6 H,0,
0,25 g CuSO, x 5 Hy0, 1,6 g MnCl, x 4 H,0, 0,3 g ZnSO, x 7

H,O, doplnéno vodou na 1 1. Pridavek roztoku stopovych soli
se provadi po sterilizaci. Pocatec¢ni objem kapaliny <&ini
6 1. Vyse uvedené obsahy jsou vztazeny na tuto hodnotu.

K tomuto roztoku se prida 60 ml ockovaci kultury
(OD = 10) Bacillus subtilis PA 824 a za intenzivniho michéani
se fermentuje pri teploté 43 °C prfi plynovani 12 1/min.

Tento kmen se popisuje v priloze prihlasky PCT/US 0025993.

V pribéhu 47 hodin se nadavkuje 6,5 1 sterilniho vod-

ného roztoku, jehoz slozeni je nasledujici
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Nasada Koncentrace

(g/1)

Glukoza 550

Siran véapenaty 0,7

Roztok stopovych soli 6 ml

Fermentace se provadi s limitovanou glukozou. V

pribéhu fermentace se davkovanim 25 %-niho roztoku amoniaku
pripadneé 20 %-ni kyseliny fosforec¢né udrzuje hodnota pH na
7,2. Amoniak zaroven slouzi jako zdroj dusiku pro fermenta-
ci. Pocet otacek michadla se reguluje, pricemZz obsah
rozpus$téného kysliku se udrZuje na hodnoté 30 % hodnoty pri
nasyceni. Po preruseni davkovani zdroje uhliku se fermen-
tace vede dale tak dlouho, dokud obsah rozpusténého kysliku
(p02) nedosdhne hodnoty 95 % pfri nasyceni. Potom se fermen-
tace ukonc¢i a organismy se tepelné usmrti. K tomu se fer-
mentac¢ni roztok sterilizuje po dobu 45 minut. Usmrceni bylo

prokazano na deskach.

Nasledneé se odstfedénim provede oddeéleni bunék. Po
oddéleni bunék ¢ini koncentrace D-pantothendtu po 48 hodi-
nach 22,8 g/1.

Analongickym zplisobem je také mozZné vyrobit fermentacni
brecky, které vykazuji titr kyseliny pantothenové bez
dokrmovani f-alaninem vice jak 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 a > 90 g/1.

1000 ml tohoto filtratu se cCerpa zespodu nahoru pres
250 ml sklenény sloupec, ve kterém se nachazi asi 100 ml
silné bazického iontoménice Lewatit MP 500 (v OH -formé).

Pritok je zregulovdan na asi 20 ml/min. Potom se ptfi stejném
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pribéhu ¢erpani proplachuje asi 1000 ml vody. Tento roztok
obsahuje kationty ve formé ionth Ca2+, Mg2+, NH4+, Kt

a Na¥. Potom se kyselina D-pantothenova, vazand iontoméni-
¢i, eluuje asi 1000 ml 10% roztoku chloridu vapenatého.
Eluat obsahuje kyselinu pantothenovou ve formé D-pantothe-
natu vadpenatého a siranové a fosfatové ionty rtznych

valenci.

75 ml vzorku takto ziskaného roztoku D-pantothenatu
vapenatého se potom odparenim vody na rotaéni odparce usus$i
a ziskad se 4,8 g lehce nahnédlého praskovitého D-panto-
thenatu véapenatého, ktery m& obsah 35 % D-pantothenatu
vapenatého. Tento prasek nemd sklon ke tvotfeni slepenin

a ma dobré vlastnosti produktu.
Priklad 2
Do laboratorniho fermentoru s michadlem a plynovacim

zarizenim o obsahu 14 1 se predlozi vodné fermentaéni medium

0 nasledujicim slozeni

Nasada Koncentrace
(g/1)
Kvasnicovy extrakt 10

n

Natriunglutamst

Siran amonny 8
KH,PO, 8,4
K,HPO, 15

Po sterilizaci byly navic pridany nasledujici sterilni

komponenty media:
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Nasada Koncentrace
(g/1)
Glukoza 2,5
Chlorid vapenaty 0,1
Chlorid hofrecnaty 1
Natriumcitrat 1
FeSO4 x 7 H20 0,01
Roztok stopovych soli 1 ml

Roztok stopovych soli ma nasledujici slozeni

0,15 g NayMoO, x 2 H,0, 2,5 g H3BO3, 0,7 g CoCl, x 6 H50,
0,25 g CuSO4 X 5 H20, 1,6 g MnC12 X 4 HZO’ 0,3 g ZnSO4 x 7
H,0, doplnéno vodou na 1 1. Pridavek roztoku stopovych soli
se provadi po sterilizaci. Pocatecni objem kapaliny ¢&ini

5,5 1. Vyse uvedené obsahy jsou vztaZeny na tuto hodnotu.

K tomuto roztoku se prida 55 ml ockovaci kultury
(OD = 10) Bacillus subtilis PA 824 a za intenzivniho michani
se fermentuje pri teploteé 43 °C pri plynovani 12 1/min.

Tento kmen se popisuje v priloze prihlasky PCT/US 0025993.

¥V pribéhu 48 hodin se nadévkuje 6 1 sterilniho vodného

roztoku. Slozeni je nasledujici
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Nasada Koncentrace
(g/1)
Glukoza 550
Chlorid vapenaty 0,6
Roztok stopovych soli 6 ml/1

Fermentace se provadi s limitovanou glukozou. V pro-
béhu fermentace se davkovanim 25 %-niho roztoku amoniaku
pfipadneé 20 %-ni kyseliny fosfore¢né udrzuje hodnota pH na
7,2. Amoniak zaroven slouZzi jako zdroj dusiku pro fermenta-
ci. Pocet otacek michadla se reguluje, pricemz obsah roz-
pusténého kysliku se udrzuje na hodnoté 30 % hodnoty p#i
nasyceni. Po preruseni davkovéni zdroje uhliku se fermen-
tace vede dale tak dlouho, dokud obsah rozpusténého kysliku

(pOz) nedosadhne hodnoty 95 % pfi nasyceni. Potom se fermen-

tace ukonc¢i a organismy se tepelné usmrti. K tomu se
fermentac¢ni roztok sterilizuje po dobu 30 minut. Usmrceni

bylo prokazano na deskach.

Nasledné se odstredénim provede oddé&leni bunék. Po
oddéleni bunék ¢ini koncentrace D-pantothendtu po 48 hodi-

nach 24,1 g/1.

Anzlogickym zpfisobem ie také moZné vyrobit fermentacdni
btecky, které vykazuji titr kyseliny pantothenové bez dokr-
movani B-alaninem vice jak 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85 a > 90 g/1.

1300 ml produktu z fermentoru se nanese na loze (objem
asi 1 litr) iontomé€nice Lewatitu MP 500 (v Cl -formé)
a promyva se asi 1 1 vody. Pritok se reguluje asi na 20

ml/min.




Za stejného nastaveni pritoku ce pres iontoménic
precerpaji 2 1 5% suspenze vapenného mléka. Eluuje se takto
roztok s obsahem D-pantothenatu vapenatého 28 g/1. Kation-
ty ve formé amonnych, draselnych, hofecnatych nebo sodnych
iontd nejsou detekovany. Koncentrace fosforecnanovych ionth
je redukovana o 20 % ve srovnani s vychozim roztokem pred

iontoménicem.

Vodny roztok D-pantothenatu védpenatého se ususi v la-
boratorni rozstrikovaci susarneé firmy Niro, typ Minor. Tep-
lota na vstupu do véze ¢ini asi 200 °C, teplota na vystupu
z véze je 85 az 90 °C. Rozpraseni se provadi pomoci

dvoudruhové trysky pfi tlaku 0,4 MPa.

Ziska se pritom praskovity produkt o nasledujici

specifikaci (ddaje jsou v % hmotnostnich)

Obsah vody : 2 %
D-pantothendt véapenaty : 56,3 %
Amoniové ionty : < 0,01 %
Draselné ionty < 0,01 %
Sodné ionty < 0,01 %
Horec¢naté ionty < 0,01 %.

Priklad 3

Do laboratorniho fermentoru s michadlem a plynovacim
zafizenim o obsahu 300 1 se predlozi vodné fermentacdni

medium o néasledujicim slozZeni




Nasada Koncentrace
(g/1)
sojova moucka 40
Kvasnicovy extrakt 5
Natriumglutamat 5
: Siran amonny 8
. KH,PO, 10
K5HPO, 20

Po sterilizaci byly navic pridédny nasledujici sterilni

komponenty media:

Nasada Koncentrace
(g/1)
Glukoza 2,5
Siran vépenaty 0,1
Siran hotrecnaty 1
Natriumcitrat 1
FeSO, x 7 Hy0 0,01
Roztok stopovych soli 1 ml

Roztok stopovych soli md nasledujici slozeni

0,15 g NayMoO, x 2 H50, 2,5 g H4B045, 0,7 g CoCl, x 6 H,0,

0,25 ¢ CuSO4 x 5 HZO’ 1,6 g MnC12 x 4 HZO’ 0,3 g ZnSO4 x 7

H50, doplneno vodou na 1 1.

se provadi po sterilni filtraci.

Pridavek roztoku stopovych soli

¢ini 100 1. VysSe uvedené obsahy jsou vztazeny na tuto

Poc¢atecni objem kapaliny




hodnotu.

K tomuto roztoku se pridaji 4 1 ockovaci kultury
(OD = 10) Bacillus subtilis PA 824 a za intenzivniho michéani
se fermentuje pri teploté 43 °C pri plynovéani 1,8 m3/h.
Tento kmen se popisuje v priloze prihlasky PCT/US 0025993,

V prabéhu 43 hodin se nadédvkuje 113 1 sterilniho vod-

ného roztoku. SloZzeni je nasledujici

Nasada Koncentrace
(g/1)
Glukoza 550
Chlorid véapenaty 0,6
Natriumcitréat 2
FeSO, x 7 H,0 0,02
Natriumglutamat 5
Roztok stopovych soli 1 ml

Fermentace se provadi s limitovanou glukozou. V pri-
hu fermentace se davkovanim 25 %-niho roztoku amoniaku pri-

padné 20 %-ni kyseliny fosforecné udrZuje hodnota pH na

7,2. Amoniak zAroven slouzi jake zdroj dusiku pro fermenta-
ci. Pocet otadCek michadla se reguluje, pricemZz obsah roz-

pusténého kysliku se udrzZuje na hodnoté 30 % hodnoty pri
nasyceni. Po preruseni davkovani zdroje uhliku se fermen-
tace vede dale tak dlouho, dokud obsah rozpusténého kysliku
(pOz) nedosahne hodnoty 95 % pri nasyceni. Po 43 hodinach se
fermentace ukonc¢i. O0Oddéleni bunék se provede separaci na
talirfové odstrfedivce. Potom se fermentadni roztok, prosty

bunék, sterilizuje po dobu 60 minut. Usmrceni bylo prokaza-




no na deskach.

Koncentrace D-pantothendtu po oddéleni bunék &ini
21 g/1. Analogickym zplsobem je také mozZné vyrobit fermen-
tacni brecky, které vykazuji titr kyseliny pantothenové bez
dokrmovani B-alaninem vice jak 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 a > 90 g/1. Fermentacdni roztok

se prefiltruje.

Z takto ziskaného filtratu se 1800 ml nanese na loZe
(objem 1 litr) iontoménice Lewatitu MP 500 (v OH-formé)

a promyva se vodou. Pratok ¢ini asi 20 ml/min.

Se stejnou hodnotou pritoku se pfes iontoménic¢ vedou
asi 2 litry asi 8% roztoku kyseliny chlorovodikové. Eluat
se shromazdi a pridavkem vodné 20% disperze hydroxidu
vapenatého (vapenné mléko) se hodnota pH upravi na hodnotu
priblizné 7. Jes$té jednou se prefiltruje pfes papirovy
filtr a jako filtrat se ziskd 2174 g vodného roztoku D-pan-
tothendtu vapenatého s obsahem 21 g/1 D-pantothenatu

vapenatého.

Vodny roztok nebo suspenze D-pantothendtu vapenatého
se ususi v laboratorni rozstrikovaci susarné firmy Niro, typ
Minor. Teplota na vstupu do vézZe ¢ini asi 185 °C, teplota
na vystupu z véZe je asi 9% °C. Rozpradeni se provadi
pomoci dvoudruhové trysky pri tlaku 0,2 MPa. Ziska se
pfitom prdskovity produkt o nasledujici specifikaci (udaje

jsou v % hmotnostnich)

Obsah vody : 1,4 %
D-pantothenat vapenaty : 52,2 %

Amoniové ionty : < 0,01 %




Draselné ionty < 0,01 %
Sodné ionty < 0,01 %
Horec¢naté ionty < 0,01 %

Priklad 4

V laboratornim fermentoru s michadlem a plynovacim
zarizenim o obsahu 20 1 se smicha 200 g sojové moucky, 50 g
50 %-niho kvasnicového extraktu, 25 g glutamatu sodného, 40
g siranu amonného a 5 ml prostredku proti pénéni Tego KS911
se 3,9 1 vody a sterilizuje po dobu 30 minut pri teploté
121 °C.

Nasledné se prida roztok 1, 2, 3 a roztok 4.

Roztok 1 se pripravi nasledovné
87,5 g glukozy, 0,5 g CaCl, x 2 H,0 a 5 g MgCl, x 6 Hy0 se

rozpusti v 500 ml vody a sterilné se prefiltruje.

Roztok 2 se pripravi nasledovné
25 ml roztoku citratu zZeleznatého (200 g/l citréatu sodného,
2 g/l FeS0, x 7 H,50, sterilné filtrovéano) se smicha s 5 ml
roztoku stopovych soli ( 0,15 g Na,MoO, x 2 H,O, 2,5
g H3BO5, 0,7 g CoCl, x 6 H,0, 0,25 g CuSOy x 5 H,0, 1,6
g MnCl, x 4 H,0, 0,3 g ZnS04 x 7 H,0, doplnéno vodou na 1 1

sterilné filtrovéano).

Roztok 3 se pripravi nasledovné

12,5 g glukozy se doplni vodou na 100 ml a sterilizuje se.

Roztok 4 se pripravi nasledovné
25 g KH,PO,, 50 g K,HPO,, 25 g NaH,PO, a 50 g Na,HPO, se

doplni vodou na 500 ml a sterilizuje se.




Do smiSeného media (objem po pridavku vsech roztokd
¢ini S 1) se ptida 100 ml oc¢kovaci kultury (v mediu SVY (SVY
medium : 25 g Difco Veal Infusion Broth, 5 g Difco Yeast
Extract, 5 g glutamdtu sodného, 2,7 g siranu amonného se
rozpusti v 740 ml vody, sterilizuje se, nadsledné se prida
200 ml sterilniho 1 M K,HPO, (pH 7,0) a 60 ml 50 %-niho
sterilniho roztoku glukozy (konecény objem 1 1)) Bacillus
subtilis PA 668-2A a za intenzivniho michéni se fermentuje
piti teploté 43 °C za silného michani pfi plynovéani 12
m3/min. Tento kmen se popisuje v priloze prihlasky
US-Serial-Nr. 60/262995.

V pruabéhu 48 hodin se nadavkuje asi 3,5 1 sterilniho
vodného roztoku glukozy. Roztok se pripravi nasledovne
5 kg glukozy x H,0 a 3,6 g chloridu véapenatého x 2 H,0 se
smicha s 2,1 kg vody a sterilizuje se po dobu 30 minut.
Nalsedné se prida 11 ml roztoku stopovych soli (slozeni viz
vy$e) a rovnéz 55 ml roztoku citratu Zeleznatého (slozeni
viz vy$e). Nasledné se prida 73 ml sterilneé filtrovaného

roztoku 375 g/1 glutamdtu sodného.

Fermentace se provadi s limitovanou glukozou. V pri-
hu fermentace se davkovanim 25 %-niho roztoku amoniaku pti-

padné 20 %-ni kyseliny fosforec¢né udrzuje hodnota pH na

7.2. Amoniak zaroven slouzi jake zdroj dusiku pro fermenta-
ci. Podet otad¢ek michadla se reguluje, pricemz obsah roz-

pusténého kysliku se udrZuje na hodnoté 20 % hodnoty pfi na-
syceni. Tvorba pény se ridi obc¢asnym nadavkovéanim prostred-
ku proti pénéni Tego KS 911. Po preruSeni davkovani zdroje
uhliku se fermentace vede dale tak dlouho, dokud obsah roz-
pusténého kysliku (pO,) nedosédhne hodnoty 95 % pfi nasyceni.

Potom se fermentace ukonc¢i. Oddéleni bunék se provede
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odstfedénim. Zbyvajici bunky se usmrti termicky sterili-
zaci. Po separaci a sterilizaci je koncentrace D-panto-
thenatu 29,6 g/1. Analogickym zplsobem je také mozZné
vyrobit fermentadni brecky, které vykazuji titr kyseliny
pantothenové bez dokrmovani f-alaninu vice jak 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 a vice jak
90 g/1.

Prikl1lad 5

700 ml fermentacni kapaliny z prikladu 4 se cCerpa
sdola nahoru sklenénym sloupcem o objemu 1,4, naplnénym asi
1000 ml silneé bazického iontoménice Lewatitu MP 500
(v OHT-formé&), pfidemZ pritok se pri tom zreguluje na asi
20 ml/min. Potom se pri stejné hodnoté pritoku promyva asi
2000 ml vody. Roztok obsahuje kationty ve formé amonnych,
vapenatych, draselnych, horec¢natych a sodnych iontt. Potom
se kyselina pantothenovd, vazanad na iontoménici, eluuje asi
2000 ml 5% roztoku chloridu sodného. Eluat obsahuje kyse-
linu pantothenovou ve formé D-pantothenatu vapenatého,

chloridové, sulfatové a fosfatové ionty rhznych valenci.

Vodny roztok D-pantothenatu vapenatého se ususi
v laboratorni rozstrikovaci susarné firmy Niro, typ Minor.
Teplota na vstupu do véze ¢ini asi 200 °C, teplota na
vystupu z véZe je 85 az 90 °C. Rozpraseni se provadi pomoci
dvoudruhové trysky pri tlaku 0,4 MPa. RozprasSovaci pripra-
vek se nepridava. Ziska se pritom praskovity produkt

0 nasledujici specifikaci (ddaje jsou v % hmotnost- nich)

Obsah vody : 2 %
D-pantothenat : 24 %
Amoniové ionty : 0,05 %

Draselné ionty : 0,09 %
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Sodné ionty : 0,02 %

Horfecnaté ionty : < 0,01 %
Prf¥rikllad 6

1000 ml fermentac¢niho roztoku, ziskaného v prikladé
4, se nanese na loze (objem asi 1 litr) iontoménice Lewatitu
MP 500 (v Cl -formé&) a promyva se asi 2000 ml vody. Pritok
¢ini asi 20 ml/min. Pri stejné hodnoté pratoku se pres
iontoménic¢ vedou 2 1 10% roztoku chloridu vapenatého.
Eluuje se pri tom roztok, obsahujici D-pantothenat v mnoz-
stvi 11 g/1. Kationty ve formé€ iontl amonnych, draselnych,
hofed¢natych nebo sodnych nejsou detekovany. Koncentrace
fosfatovych iontl byla ve srovnani s vychozim roztokem pred

iontoménicdem zredukovana na 7,7 %

75 ml vzorek takto ziskaného roztoku D-pantothendtu
vapenatého se potom odparenim vody na rotacni odparce ususi
a ziska se takto 3,3 g lehce nahnédlého praskovitého
D-pantothenatu véapenatého, ktery mad obsah 25 % hmotnostnich
D-pantothendtu. Tento préaskovity produkt nema sklon ke

tvorbé slepenin a mad dobré vlastnosti produktu.

Priklad 7

s

7 filtratu, ziskaného v priklade 4 se 1500 ml nanese
na loze (objem asi 1 litr) iontoménice Lewatitu MP 500

(v OH -forme&) a promyva se asi 2000 ml vody. Prtok cini
asi 20 ml/min. Prfi stejné hodnoté pritoku se pres iontomé-

ni¢ vedou 2 1 5% roztoku kyseliny chlorovodikové.

Eluat se shromazdi a hodnota pH se pomoci 20% vapen-

ného mléka (rozmichany hydroxid vapenaty ve vodé) nastavi na




priblizné 7. Potom se jesté jednou filtruje pres papirovy
filtr a jako fitrat se ziska vodny roztok D-pantothenatu

vapenatého s obsahem D-pantothendatu 19 g/1.

Vzorek 75 ml zakto ziskaného roztoku D-pantothenatu
véapenatého se potom odparenim vody na rotac¢ni odparce ususi
a ziskd se takto 5,7 g lehce nahneédlého praskovitého
D-pantothenatu vapenatého, ktery ma obsah 25 % hmotnostnich
D-pantothenatu. Tento praskovity produkt nemad sklon ke

tvorbé slepenin a ma dobré vlastnosti produktu.

Priklad 8

Z filtratu, ziskaného v priklade 4 se 1500 ml nanese
na loze (objem asi 1 litr) iontoménice Lewatitu MP 500
(v OH -forme&) a promyva se asi 2000 ml vody. Prltok ¢ini

asi 20 ml/min.

Pri stejné hodnoté pritoku se pres iontoménic vedou
2 1 asi 4% suspenze hydroxidu védpenatého. Eluat se
shromazdi a hodnota pH se upravi na priblizné 7. Takto se
ziskd vodny roztok D-pantothendtu vapenatého s obsahem

D-pantothenatu 21 g/1.

Vzorek 75 ml zakto ziskaného roztoku D-pantothenatu
vépenatého se potom odpafenim vody na rotadni odparce ususi
a ziskd se takto 5,6 g lehce nahnédlého préaskovitého
D-pantothendatu vapenatého, ktery mad obsah 28 % hmotnostnich
D-pantothenatu. Tento praskovity produkt nema sklon ke

tvorbé slepenin a m& dobré vlastnosti produktu.
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PATENTOVE NAROKY

1. ZpGsob vyroby kyseliny D-pantothenové a/nebo jejich
soli,
vyznacujici S e t im, zZe

a) se pouzije nejméné jeden organismus produkujici ky-
selinu D-pantothenovou, jehoz biosyntéza kyseliny
pantothenové- (pan) a/nebo isoleucin/valin-(ilv) je
deregulovand a v kultivac¢nim mediu se fermentaci
tvori nejméné 2 g/l soli kyseliny D-pantothenové,
pricemz se do kultivac¢niho media uvadi 0 az 20 g/l

volného f-alaninu a/nebo soli B-alaninu,

b) fermentac¢ni roztok obsahujici D-pantothenat se ve-

de pres aniontomenic,

c) na aniontoménic¢i vazany D-pantothenat se eluuje
roztokem obsahujicim anorganické nebo organické
vapenaté a/nebo horecnaté soli ve formé D-panto-
thenatu vapenatého a/nebo hore¢natého nebo se
eluuje roztokem kyseliny chlorovodikové ve forme

kyseliny D-pantothenové,

d) popripadé volna kyselina D-pantothenova, obsazena
v roztoku, se pridavkem vapenaté a/nebo horecnaté
baze upravi na hodnotu pH 3 az 10, pricemz se ziska
roztok, ktery obsahuje kalciumpantothenat a/nebo

magnesiumpantothenat a

e) eluat nebo roztok, obsahujici kalciumpantothenat
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a/nebo magnesiumpantothenat se podrobi suseni

a/nebo tvorbé formulace.

2. Zptsob podle naroku 1
vyznacujici s e t im, Ze se do kultivaciho

media nepfidava volny f-alanin a/nebo sl B-alaninu.

3. Zpusob podle nékterého z narokl 1 nebo 2,
vyznacujici se tim, Ze se jako organismy
produkujici kyselinu D-pantothenovou pouziji bakterie,

kvasinky nebo houby. '

4. Zphsob podle nékterého z narokt 1 az 3,
vyznacujici se tim, Ze se jako

mikroorganismus pouziji bakterie rodu Bacillaceae.

5. Zptisob podle nékterého z narokld 1 az 4,
vyznadc¢ujici s e tim, zZe se pouzije bakterie
rodu Bacillus a s vyhodou druhu B. subtilis, B. lichenifor-

mis nebo B. amyloliquefaciens.

6. Zptsob podle nékterého z narokd 1 az 5,
vyznacujici s e tim, Z2e sSe v kroku a) tvori
mnozstvi kyseliny pantothenové a/nebo jejich soli nejméné

10 g/1 kultivaéniho media, s vyhodou nejméne 20 g/l kulti-
va¢niho media, obzvlasté vyhodné nejméneé 40 g/l kultivacniho

media a zcela obzvlasté vyhodné nejméneé 60 g/l kultivacniho

media.
7. Zpasob podle nékterého z narokd 1 az 6,
vyznacuijici s e t im, zZe je v kroku b)

redukovan obsah jednomocnych kationtd, vyhodné iontt
amonnych, draselnych a/ebo sodnych, na koncentraci = 1g/kg

roztoku.
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8. Zpsob podle nékterého z narokt 1 az 7 ,
vyznadcujici s e tim, ze elucni roztok

v kroku c) obsahuje kyselé anorganické a/nebo organické
vapenaté a/nebo hofedénaté soli a/nebo basické anorganické

a/nebo organické vapenaté a/nebo horecCnaté soli.

9. Zpasob podle nékterého z narokl 1 az 8 ,
vyznadcujici s e t im, 2e se v kroku c) po-
uzije jako anorganicka sl halogenid véapniku a/nebo hofciku,

vyhodné chlorid véapenaty a/nebo chlorid hofecnaty.

10. Zptisob podle nékterého z narokld 1 az 9 ,
vyznadcujici s e t im, Zze se v kroku c) po-
uzije jako anorganicka base hydroxid vépenaty, uhlicitan

védpenaty, oxid vapenaty, hydroxid hofecnaty nebo uhlicitan

horednaty.
11. Zptsob podle nékterého z narokd 1 az 10 ,
vyznadcujici s e t im, 2e se v kroku ¢c) po-

uzije jako organicka sl védpniku a/nebo hofciku mravencan,

octan, propiondt, glycinat a/nebo laktat véapniku a/nebo

horciku.
12. ZptAsob podle nékterého z narokd 1 az 11 ,
vyznadcujici s e tim, 2Ze se v kroku d) upravi

pH roztoku na hodnotu 5 az 10.

13. Zpltsob podle nékterého z narokl 1 az 12,
vyznadcujici se tim, zZe se v kroku d) upravi
pH roztoku na hodnotu 5 az 9, s vyhodou 6 az 9 a obzvlaste

vyhodné na 6 az 8.
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14. Zphsob podle nékterého z narokll 1 az 13,
vyznacujici s e tim, Ze se do roztoku

v kroku d) pridd k neutralizaci hydroxid véapenaty, uhliditan
vapenaty, oxid vapenaty, hydroxid horecnaty a/nebo bazicky

uhlic¢itan horecnaty ve formé pevné latky a/nebo vodné

suspenze.
15. Zplusob podle nékterého z narokt 1 az 14,
vyznacujici s e t im, 2e se do roztoku

v kroku d) pridad vodna suspenze obsahujici 2 az 55 % hmot-
nostnich, s vyhodou 10 az 50 % hmotnostnich a obzvlasté

vyhodné 20 az 40 % hmotnostnich hydroxidu véapenatého.

16. Zptsob podle nékterého z naroktG 1 az 15,
vyznacujicdi s e tim, 2e se do roztoku
v kroku d) pridd vodnad suspenze obsahujici 2 aZz 65 % hmot-

nostnich, s vyhodou 10 aZ 50 % hmotnostnich a obzvlaste

vyhodné 20 az 40 % hmotnostnich uhlic¢itanu véapenatého.

17. Zptsob podle nékterého z narokt 1 az 16,
vyznacujici s e tim, ze se do roztoku

v kroku d) pfidd vodnad suspenze obsahujici 2 az 60 % hmot-

nostnich, s vyhodou 10 az 50 % hmotnostnich a obzvlasté

vyhodné 20 az 40 % hmotnostnich hydroxidu horecnatého.

18. Zptsob podle nékterého z narokt 1 az 17,
vyznadcujicdi se tim, Ze se do roztoku

v kroku d) pridd vodnd suspenze obsahujici 2 aZz 25 % hmot-
nostnich, s vyhodou 10 az 20 % hmotnostnich, bazického

uhlic¢itanu horec¢natého.

19. Zpasob podle nékterého z narok 1 az 18,
vyznacdcujici s e tim, ze se v kroku d) nebo

e) ziskd nebo predlozi suspenze, obsahujici pantothenat
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vapenaty a/nebo pantothenat horecnaty.

20. Pripravek pro pouziti jako prisada do zvireciho krmiva
a/nebo doplnék zvireciho krmiva,
vyznacujici s e tim, Ze je vyrobitelny tak,

v

ze

a) se pouzije nejméné jeden organismus produkujici ky-
selinu D-pantothenovou, jehoz biosyntéza kyseliny
pantothenové- (pan) a/nebo isoleucin/valin-(ilv) je
deregulovand a v kultivac¢nim mediu se fermentaci
tvori nejméné 2 g/l soli kyseliny D-pantothenové,
pti¢emz se do kultivac¢niho media uvadi 0 az 20 g/1

volného B-alaninu a/nebo soli B-alaninu,

b) fermentadni roztok obsahujici D-pantothenat se ve-

de pres aniontoménic,

c) na aniontoménic¢i vazany D-pantothenat se eluuje
roztokem obsahujicim anorganické nebo organické
vapenaté a/nebo horecnaté soli ve forme€ D-panto-
thenatu vapenatého a/nebo horecnatého nebo se
eluuje roztokem kyseliny chlorovodikové ve forme

kyseliny D-pantothenové,

d) pep¥ipedé volna kyselina D-pantothenova, obsazena

v roztoku, se pridavkem vapenaté a/nebo horecnaté
baze upravi na hodnotu pH 3 az 10, pricemz se ziska
roztok, ktery obsahuje kalciumpantothenat a/nebo

magnesiumpantothenat a

e) eluat nebo roztok, obsahujici kalciumpantothenat

a/nebo magnesiumpantothendt se podrobi suseni
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a/nebo tvorbé formulace.

21. Pripravek podle naroku 20 ,

vyznadcujici s e t i m, ze se v kroku c) po-
uzije eluc¢ni roztok, ktery obsahuje anorganickou a/nebo
organickou véapenatou a/nebo horec¢natou sl a/nebo bazickou

anorganickou a/nebo organickou véapenatou a/nebo horfecnatou

sal.
22. Pripravek podle nékterého z narokt 20 nebo 21 ,
vyznac¢ujici s € t i m, 2e se v kroku c¢) nebo

d) ziska nebo predlozi suspenze, obsahujici pantothenat va-

penaty a/nebo hofednaty.

23. Pifipravek podle nékterého z naroktl 20 az 22 ,
vyznacujici s e t i m, Ze obsahuje soli kyse-
liny D-pantothenové ve formé&€ dvojmocnych kationtl, s vyhodou

D-pantothenat vapenaty a/nebo horecnaty.

24. Ptipravek podle né&€kterého z narokli 20 az 23 ,
vyznadcujici s e t i m , Ze obsahuje soli
kyseliny D-pantothenové o koncentraci nejméne 1 az 100 %
hmotnostnich, s vyhodou nejméné 20 az 100 % hmotnostnich

v .

a obzvlasté vyhodné nejméné 50 % hmotnostnich.

25. Pripravek podle nékterého z narok( 20 az 24
vyznacujici s e t im, ze obsah soli kyseliny

D-pantothenové ve formé jednomocnych kationtl je = 1 g/kg.
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