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Zptisob vyroby kyseliny D-pantothenové a/nebo jejich soli

jako pfisady do zvirecich krmiv

Oblast techniky

Predlozeny vynalez se€ tyka zlep&eného zplsobu vyroby
kyseliny D—pantothenové a/nebo jejich soli a pouziti jako

prisady do zvirecich krmiv.

Dosavadni stav techniky

Jako vychozi produkt pro biosyntézu koenzymu A je
D-pantothenét v rostlinném a zvitecim svété $iroce
roz&iren. Na rozdil od &lovéka, ktery prijima kyselinu pan-
tothenovou Vv dostatecném mnoZstvi ve vyzivé jsou viak jak
u rostlin tak i u zvitrat casto popisovany jevy nedostatku
D—pantothenétu. Dostupnost D—pantothenétu je proto znadnym

hospodaiskym zijmem, obzvlasté v krmivafském pramyslu.

Obvyklym zplsobem se provadi vyroba D—pantothenétu
chemickou syntézou Zz D-pantolaktou a kalcium-B-alaninatu
(Ullmann s Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6. vydani,
1999, elektronicka verze, kapitola "Vitamins"). K priprave
pD-pantolaktonu je nutné nikladné klasicke grépent racenidty
pres diastereomerni soli. Vysledny prodejny produkt zZ che-
mické syntézy je vétSinou vapenata sl kyseliny D-pantothe-

nové kalcium—D—pantothenét.

Oproti chemické syntéze ma biotechnologicky zpusob
vyroby pomoci mikroorganismi vyhodu v selektivni (¢isté

enanciomery) pripraveé D-formy kyseliny pantothenové, zhodno-




titelné vyssimi organismy . Tim odpada nidkladné $tépeni ra-

cematu, které je nutné pri chemické syntéze.

Fermentativni zpusoby vyroby kyseliny D-pantothenové
pomoci mikroorganismil jsou b&zné znamy, mezi jinym z EP 0
590 857, WO 96/33283, UsS 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 zptsob vyroby
pantothenatu, pri kterém se Ve fermentacnim roztoku doséahne
obsah nejvyse 1 g/1 kyseliny D—pantothenové. Takovy nepatr-
ny obsah kyseliny pantothenové ve fermentacnim roztoku, tedy
méné nez 10 % hmotnostnich, vztazeno na obsah pevné latky,
je vsak pro hospoedarnou vyrobu doplnkl zvireciho krmiva ob-
sahujicich kyselinu D-pantothenovou nevhodny. Dalsi
nevyhodou u dosud popisovanych zplisobl je, %e izolace pro-
duktu = fermentac¢niho media vyzaduje poc¢etné a nakladné
zpracovatelské kroky. Hospodarny zplsob vyroby ve velkopro-

voznim technickém métitku neni zvetfejnén.

Ve vykladacim spisu DE 100 16 321 se popisuje zpusob
fermentace k vyrobé dopliikd zviteciho krmiva obsahujicich
kyselinu D-pantothenovou. Podstatnou nevyhodou tohoto zpl-
sobu je vsak, stejné jako u vyse uvedeného fermentativniho
zptisobu vyroby kyseliny D-pantothenove, e se MiKroorganis-
mtm pomoci fermentadéniho media rusi nutné dedavat predstupen
kyseliny pantothenové, p-alanin, aby se dosahlo hospodarnych

vyteézkl pozadovaného produktu.

pale popisuji Us 6 013 492 a VO 96/332839 zpracovani
kyseliny D—pantothenové » fermentaéniho roztoku odfiltrova-

nim nerozpustnych podili (ptikladnée bunécny material) =z
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kultivadéniho media, adsorpci filtratu na aktivnim uhli, nas-
lednou eluci kyseliny D—pantothenové organickym rozpoustéd-
lem, s vyhodou methanolem, neutralizaci hydroxidem vapenatym
a konedné krystalizaci kalcium—D—pantothenétu. Podstatnymi
nevyhodami jsou ztraty cenného produktu, ke kterym dochéazi
pri krystalizaci a rovneéz pouzivani organického rozpousteé-
dla, které se Zz produktu jen tézko odstrarnuje a vyvolava

nutnost nékladného zpétného ziskavéani rozpoustédla.

EP 0 590 857 popisuje zpisob fermentace k vyrobé
kyseliny D—pantothenové, pri kterém se pri kultivaci
mikroorganismu nutné vyzaduje dokrmovéani g-alaninem.
Fermentadni roztok se k oddéleni bichmoty filtruje, potom S€
vede pres kationtoménic a nasledné& pres aniontoménic, potom
se neutralizuje hydroxidem vapenatym, odpari se, smicha
s aktivnim uhlim, jesté jednou se prefiltruje a krystaluje
se za pridavku methanolu a chloridu vapenatého. Vysledny
produkt obsahujici kalciumpantothenat vedle kyseliny
D—pantothenové ve formé jeji vapenaté soli obsahuje jeste
chlorid vapenaty Vv molarnim poméru 1 : 1. K redukci obsahu
chloridu vapenatého je nutna elektrodialyza s naslednym su-
Senim rozstiikovanim. Tento zpusob mé nevyhodu, Ze Ppro vel-
ky pocet nakladnych procesnich krokt a pouzivani organickych

rozpoustédel neni ani ekonomicky ani ekologicky.

Ukolem predloZzeného vyndlezu je dat k dispozici dopl-
nék zviteciho krmiva obsahujici kyselinu D-pantothencvou
a/nebo jeji soli a rovnéz jeho vyrobu zlepSenym zpusobem vy-
roby kyseliny D—pantothenové a/nebo jejich soli, ktery by
nemél vyse uvedené nevyhody. Pritom je z ekonomickych divo-
dit 2adouci takovy zptisob, pti kterém se dokrmovani B-alaninu
vyrazné redukuje nebo dokonce neni nutné. Dale je rzadouci

vyroba kyseliny D—pantothenové ve formé jejich dvojsytnych
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soli a =zde predevsim soli kovl alkalickych zemin, protoze
dvojsytné soli maji méné hygroskopické vlastnosti nez
jednosytné soli kyseliny D—pantothenové a pro dalsi pouziti,
ptikladné jako doplnék zviteciho krmiva tak maji méné vyraz-

ny sklon ke spékéani.

Tento ukol byl vyhodnym zpasobem vyresen pfedloienﬁm

vynalezem.

Podstata vynalezu

Predmétem pfedlo%eného vynadlezu je zpusob vyroby
kyseliny D—pantothenové a/nebo jejich soli, vyznactujici se

tim, ze

a) se pouzZije nejméneé jeden organismus produkujici ky-
selinu D-pantothenovou, jehoz biosyntéza kyseliny
pantothenové—(pan) a/nebo isoleuoin/valin—(ilv) je
deregulovana & Vv 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 B-alaninu a/nebo soli p-alaninu

b) fermentaéni roztok obsahujici D-pantothenat se uva-
di vytvorenim elekx<tricksho pole pres jednu nebo né-
kolik iontoselektivnich membran, pri¢emZ se z roz-
toku obsahujiciho D-pantothenat odstrani nizkomole-

kularni ionty,

c) volna kyselina D—pantothenové obsazena v roztoku se
piidavkem vapenaté a/nebo horednaté baze upravi na
hodnotu pH 5 az 10, pricemz se ziska roztok, ktery

obsahuje kalciumpantothenat a/nebo magnesiumpantot-
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d) roztok obsahujici kalciumpantothenat a/nebo magne-
siumpantothenét se podrobi susSeni a/nebo tvorbe

formulace.

P¥i jedné varianté zplusobu podle vynalezu se V kroku
c) nebo d) ziska nebo predloZzi suspenze, ktera obsahuje kal-

Ciumpantothenét a/nebo magnesiumpantothenét.

pale se mize fermentace podle vynalezu probihajici
v kroku a) provadet znamymi zplisoby garzovym provozem, Sar-
Zovym provozem S davkovéanim, opakovanym garzovym provozem
s davkovanim nebo kontinualnim zpisobem vedeni procesu.
K neutralizaci vznikajici kyseliny pantothenové se pritom
vyuzivaji obvyklé pufrovaci systémy, jako je prikladné
fosfatovy pufr s hydroxidem sodnym, hydroxidem draselnym

nebo s amoniakem.

V dalgi varianté zplsobu podle vynalezu se V kroku a)
tvori fermantaci Vv kultivaénim mediu nejméné 10 g/l, s vyho-
dou nejméné 20 g/1, obzvlasté vyhodné nejméné 40 g/1l, nanej-
vys vyhodné nejméné 60 g/l a svlasté nejméné 70 g/1 soli ky-
seliny D—pantothenové.

2

Podle vynalezu se formulaci ”produkovat” rozumi,

b

=)
-

v, 2

organismus miZe syntetizovat y&tdi mnozstvi kyseliny
D-pantothenové a/nebo jejich soli, neZ je nutné pro vliastni
potfebu 1atkové vymény. V jedné vyhodné varianté podle Vvy-
nalezu se nevyskytuje syntetizované mnozstvi kyseliny
D—pantothenové a/nebo jejich soli interné Vv butikach, nybrz
jsou =z organismu jdealnim zptscbem vyluc¢ovany do kultivacéni-

ho media. Toto vylucovani se maZe provadeét aktivné nebo pa-
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sivné znamymi mechanismy.

Podle vynalezu se jako mikroorganismy produkujici
kyselinu D-pantothenovou pouziji mikroorganismy . K nim
patti podle vynalezu houby, kvasinky a/nebo bakterie. Podle
vynalezu jsou vyhodné houby jako prikladné Mucor nebo kva-
sinky, jako piikladné Saccharomyces nebo Debaromyces, S
vyhodou se pouzije Saccharomyces cerevisiae. S vyhodou se
podle vynalezu pouziji coryneformni bakterie nebo
Bacillaceae. Podle vyndlezu jsou s vyhodou zahrnuty prik-
ladné bakterie druht Corynebacterium, Escherichia, Bacillus,
Arthrobacter, Bevibacterium, Pseudomonas, Salmonella,
Klebsiella, Proteus, Acinetobacter nebo Rhizobium. Obzvlas-
t& vyhodné jsou zde prikladné Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium breve nebo Bacillus subtilis, B. lichenifor-
mis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. lentimorbus, B.
lentus, B. firmus, B. pantothenticus, B. circulans, B.
coagulans, B. megaterium, B.pumilus, B. thuringiensis, B.
brevis, B. stearothermophilus & dal&i druhy bacilid ze skupi-
ny 1, které jsou charakterizovany jejich 16sRNA nebo Actinum
mycetalis. Tento vycet slouzi vysvétleni a Vv y4dném pripadée

neni pro ptedlozeny vynalez limitujici.

Navic zahrnuje predlozeny vynalez také pouziti gene-
ticky zménénych organismit k vyrobé dopliku zviteciho krmiva
podle vynédlezu obsahujiciho volnou kyselinu D-pantothenovon
a/nebo jeji soli. Takové geneticky saénéné organismy Se
mohou ptikladné izolovat chemickou mutagenezi a naslednou
selekci vhodnym "screeningovym zptsobem” . Podle vynalezu
jsou zahrnuty také tak zvané "produkéni kmeny", které jsou
vhodné k vyrobé produktu ve smyslu predloZzeného vyndlezu a

vykazuji genetické zmény z hlediska toku latkové vymény ve

sméru kyseliny D—pantothenové, pricemz jsou také zahrnuty




zmény Zz hlediska vyluéovéni kyseliny D-pantothenové a/nebo
jejich soli pies bunécnou membranu.Toho je mozné dosahnout
prikladné zménami Vv kli¢ovych pozicich relevantnich cest bi-

osyntézy pri latkové vyméne pouzitého organismu.

Mozné je také pouziti transgenich organismu, které
rezultuji z prenosu homolognich a/nebo heterolognich
sekvenci nukleotidl, které jsou nutné k syntéze poiadovaného

produktu nebo mohou byt napomocné .

Mozna je piitom pteexprese a/nebo deregulace jednoho
nebo nékolika genil jednotlivé a/nebo Vv kombinaci, lokalizo-

vanych v genomu a/nebo na jeden vektor.

Transgeni organismy takového druhu mohou s vyhodou ob-
sahovat dodatecné kopie a/nebo geneticky zménéné geny vybra-
né ze skupiny panB, panC, panD, panE a/nebo jejich kombinaci
a/nebo dokonce organizacni jednotky, jako je operon BCD.
Dale mohou byt do organisml s vyhodou manipulovany dalsi
cesty latkové vymény, jako prikladneé cesta biosyntézy
isoleucin-valin, jak se popisuje prikladné v EP 1 006 189,
EP 1 006 192, EP 1 006 193 nebo EP 1 001 027. Tim jsou Ve
zvy$ené mite dany k dispozici vychozi sloudeniny pro biosyn-
tézu kyseliny pantothenové s rozvétvenymi tetézci. S vyho-

don se pripadné geny pro tuto cestu biosyntézy, tO znamena

i1vB, ilvN, ilvC a/nebo ilvi pfeexprimuji.

Navic jsou podle vynalezu do pouzitych organismi pro-
dukuiicich kyselinu pantothenovou zahrnuty genetické zmeny
aspartét—a—dekarboxylézy (panD) , prikladné preexpresi

a/nebo deregulaci.

Terminem "deregulace" s€ podle vynalezu rozumi nésle-




dujici : zména nebo modifikace nejméne jednoho genu, ktery
koduje pro enzym pri biosyntetické cesté latkoveé vymeény,
takze aktivita enzymu V mikroorganismu je zménéna nebo
modifikovéana. Vyhodné je, aby nejméné jeden gen, ktery ko-
duje pro enzym pri biosyntetické cesté latkové vymény byl
zménén takovym zplsobem, aby se produkt genu tvoril inten-
zivnéji nebo aby vykazoval zvysenou aktivitu. Pojem "dere-
gulovana cesta 1atkové vymény" zahrnuje také biosyntetickbu
cestu latkové vymény, Ppfi 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, avsak nejsou

omezeny na

odstranéni endogeniho promotoru nebo regulaénich prvkl; za-
vedeni silnych promotorﬁ, indukovatelnych promotorﬁ nebo neé-
kolika promotorﬁ zarovel; odstranéni regulaénich sekvenci,
takze se zméni exprese genového produktu; sména chromosomal-
ni polohy genu; sména sekvence DNA ¥ blizkosti genu nebo uv-
nit¥ genu jako je ptikladné ribosomalni misto vazby (RBS);
zvyéeni poctu kopii genu Vv genomu nebo rhzny pocet kopii
vnesenim plasmidi; modifikace proteind (prikladné regulacC-
nich proteinﬂ, suppresorﬁ, enhancen, trankriptionelnich ak-
tivatorl a podobné) , «teré hraji roli pri cranskripei genu
a/nebo pri translaci D@ produkt gemdl. ¥ tomu patfi také
véechny dalsi moznosti k deregulaci exprese geni podle stavu
techniky jako ptikladne pouziti antisense—oleonukleotidﬁ

nebo blokace represorovﬁch proteint.

Deregulace mize také zahrnovat zmény V kodujici
oblasti gent, které prikladné vedou k posileni feedback-

regulace Vv produktu genu nebo k vét3i nebo mensi specifiuké




aktivité produktu genu.

Navic jsou podle vynédlezu vyhodné genove technické
zmény na enzymech, které ovliviuji ubytek vychozich latek
pro kyselinu pantothenovou a/nebo presun kyseliny pantothe-
nové na koenzym A. Kodujici geny pro takové enzymy jsou
pfikladné . alsD, avtA, i11vE, ansB, coaA, coaX a dalsi.
Tento vycet slouzi vysvétleni a v zadném pripadé neni

1imitujici pro pro pfedloieny vynalez.

Dale jsou vyhodné genove technické zmény, které zajis-
tuji celularni dostupnost kofaktori (ptikladneé methylentet-
rahydrofolat, redox-ekvivalenty & jiné) Vv mnogstvi optimal-

nim pro produkci kyseliny pantothenové.

§ vyhodou je dostupny g-alanin jiz v butikach ve zvyse-
né koncentraci oproti oproti odpovidajicim geneticky nezme-
nénym organismim a nemusi se tak piidavat do kultivacéniho
media jako prekursor, jak se pozaduje prikladné podle EP-A 0
590 857. Vyhodné jsou mikroorganismy, jejichz biosyntéza
kyseliny pantothenové (pan) - a/nebo isoleucin—valin—(ilv)—
a/nebo asparét-a-dekaxboxyléza jsou deregulované. Dale je
vyhodna dodatedna preexprese ketopanthoétu—reduktézy (panE)
v mikroorganismech.

YT 3

pDale je podle vynalezu vyhodne, jestlizZe piipad

[§8

Danh
coalA-gen, ktery je nutny Ppro syntézu koenzymu A . ma snizenou
aktivitu nebo (ptikladneé Vv druzich Bacillus) je zcela -
vyrazen. Bacillus totiZ obsahuje vedle coaA dalg§i gen pro
tuto enzymatickou funkci (= coaX). Také aktivita tohoto g€-
nu coaX nebo korespondujicich enzymil s€ maze zménit, S vyho-
dou snizit, nebo dokonce deletovat, pokud coaA samotny vyka-

zuje jeste dostatednou, i kdyz snizenou enzymatickou aktivi-
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tu, to znamenda, zZe enzymatickd aktivita coaA neni zcela
potlacena. Vedle preexprese rUznych genlt je vyhodna také
genova manipulace oblasti promotord téchto gend takovym zpl-

sobem, aby tato manipulace vedla k preexpresi produktu genu.

V jedné varianté provedeni predloZzeného 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-
nidlezu se pouzije ke zplsobu podle vynadlezu 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 nasledovné

Vychédzi 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 VW
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) John Viley & Sons, Ltd., Chiches-

ter, Anglie) zavedou mutace deltapanB a deltapanEl.

Vysledrny kmen se transformuje genomickou DNA kmene Ba-
cillus subtilis PA 221 (genotyp P,spanBCD, trpC2 (Trp™))
a genomickou DNA kmene Bacillus subtilis PA 302 {(genotyp
PzépanEl). Vysledny kmen PA 3227 mad genctyp P, gpanBCh,
P,spanEl 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, ndsledné se prida 200 ml 1 M

fosforeé¢nanu draselného, pH 7,0 a 60 ml 50 %-niho sterilniho
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roztoku glukozy), ke kterému se ptida 5 g/1 B-alaninu
a 5 g/l a-ketoisovalerdtu a dosahne se titru kyseliny pan-
tothenové az 3,0 g/1 (24 hodin).

Vyroba kmene Bacillus subtilis PA 221 (genotyp P,ygpan
BCD, trpC2 (Trp~)) se popisuje v ndsledujicim odstavci
klasickymi metodami genovych technik se s pomoci sekvencnich
ionformaci operonu panBCD E. coli (viz Merkel a spol., FEMS
Microbiol.Lett., 143, 1996:247-252), pficemz se vychazi
z Bacillus subtilis GP 275 plasmidové knihovny se klonuje
operon panBCD Bacillus. Ke klonovéani se pouzije kmen E. co-
1i BM4062 (bir'S) a informace, Ze operon Bacillus lezi
v blizkosti genu birA. Operon panBCD se zavede do repliko-
vatelného plasmidu E. coli. Ke zlepSeni exprese operonu
panBCD se pouziji silné, konstitutivni promotory Bacillus
subtilis fagy SP01 (P,¢) a misto napojeni ribosomu (= RBS)
pted panB-genem se nahradi artificialnim RBS. Pted kazetu
P,cpanBCD na plasmidu se liguje fragment DNA, ktery lezi
bezprostredné upstream nativniho genu panB v Bacillus. Ten-
to plasmid se transformuje 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, gPanBCD. Vysledny kmen se jmenuje PA 221 a méa genotyp
P,panBCD, trpC2 (Trp~). Se kmenem Bacillus subtilis PA
2771 se v 10 wml kultury s mediem SYY, které se doplni S z/1
B-alaninu a 5 g/l a-ketoisovaleratu se dosdhne titru kyseli-

ny pantothenové az 0,92 g/1 (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
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existuji dva homology genu panE E.coli, které se oznacuji
jako panEl a panE2. Dele¢ni analyzou se ukazuje, Zze gen
panEl vyvolava 90 % produkce kyseliny pantothenové, zatimco
delece genu panE2 nemd Zadny vyznamny efekt na produkci ky-
seliny pantothenové. Také zde byl analogicky ke klonovani
operonu panBCD nahrazen promotor silné&ji konstitutivnim pro-
motorem P, a misto napojeni ribosomu pred genem panEl se
nahradi artificialnim mistem vazby. Fragment P,cpanEl se
klonuje do vektoru, ktery je vytvofen tak, aby fragment
P,cpanEl se mohl integrovat do origindlni pozice panEl v ge-
nomu Bacillus subtilis. Po transformaci a homologické re-
kombinaci se vysledny kmen jmenuje PA 303 a ma genotyp
P,gpanEl. Se kmenem Bacillus subtilis PA 303 se v 10 ml
kultury s mediem SVY, které se doplni 5 g/1 B-alaninu a 5
g/l a-ketoisovaleratu se dosahne titru kyseliny pantothenové
az 1,66 g/1 (24 hodin).

Dal&i konstrukce kmene se provadi transformaci PA 327
plasmidem, ktery obsahuje operon P, I1vBNC a markerovy gen
pro spectinomycin. Operon P, I1vBNC integruje do pozice
amyE, coZ bylo prokézano pomoci PCR. Transformanty se ozna-
cuji jako PA 340 (genotyp P,,panBCD, P,spanEl, P,I1VBNC,
specR, trpC2 (Trp~).

Se kmenem Bacillus subtilis PA 340 se v 10 ml kultury s me-
diem SVY, které se doplni pouze 5 g/l p-alaninu doséhne tit-
ru kyseliny pantothenové aZ 3,6 g/i (24 hodin), v 10 ml kul-
tury s mediem SVY, které se doplni 5 g/l B-alaninu a 5 g/l
a-ketoisovaleratu se dosadhne titru kyseliny pantothenové az
4,1 g/1 (24 hodin).

Ddle byla uvedena do kmene PA 340 deregulovana kazeta
ilvD. K tomu se plasmid, ktery obsahuje ilvD gen za

kontroly promotoru Pye S artificialni RBS2 transformuje v PA
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340. Pritom se gen P,yilvD integruje homologickou rekombi -
naci do originalni pozice ilvD. Vysledny kmen PA 374 ma ge-
notyp P26panBCD, P26panE1, P26i1VBNC, P2611VD, 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 dosahne titru

kyseliny pantothenoveé 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 dodateéné kopie genu panD kodujici pro
aspartat-a-dekarboxylazu. K tomu se transformuje chromoso-
malni DNA kmene PA 401 na PA 374. Selekci na tetracyklin se
ziska kmen PA 377. Vysledny kmen PA 377 ma genotyp
P26panBCD, P26panE1, P26i1vBNC, P26i1VD, specR, tetR
a trpC2 (Trp7).
Se kmenem Bacillus subtilis PA 377 v 10 ml kultury s mediem
SVY bez doplfiovani vychozich sloudenin se dosdhne titru ky-

seliny pantothenové az 1,31 g/1 (24 hodin).

Vyroba kmene Bacillus subtilis PA 401 (genotyp
P26panD) se popisuje Vv nasledujicim odstavei
Bacillus subtilis panD se klonuje panBCD operonu do vektoru,
ktery nese tetracyklinovy markerovy gen. Pfed panD se
klonuje promotor Pyo a vy$e popsand artificidlni RBS.
Pestrikénimn travenim se vyrcbi fragment, ktery chsahuie
tetracyklinovy markercovy gen a a gen PzépanD. Tento
fragment se religuje a transformuje do vyse popsaného kmenu
PA 221. Pi#itom fragment integruje do genomu kmene PA 221.
Vysledny kmen PA 401 ma genotyp P26panBCD, P26panD, tetR
a trpC2 (Trp7).

Se kmenem Bacillus subtilis PA 401 se v 10 ml kultury s me-

diem SVY, které se doplni 5 g/1 a-ketoisovaleratu doséahne
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titru kyseliny pantothenové az 0,3 g/1 (24 hodin). V 10 ml
kultury s mediem SVY, které se doplni S5 g/l kyseliny
D-pantoinové a 10 g/1 L-aspartatu se dosdhne titru kyseliny

pantothenové az 2,2 g/1 (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 P26panBCD, P,gpanktl,
P26i1vBNC, P26i1vD, specR, tetR a trp+.

Se kmenem Bacillus subtilis PA 824 v 10 ml kultury s mediem
SVY bez dopliiovani vychozich sloudenin se dosdhne titru ky-
seliny pantothenové az 4,9 g/1 (48 hodin) (srovnani PA

377 : az 3,6 g/l 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 rezistentniho na

chloramfenikol obsahuje také sekvence B.subtilis vpr locus.

Silné konstitutivni promotor P, se€ zavede pred
5 -konec genu panB. Fragment, ktery obsahuje gen P, panB,
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 oznacCuje PA 668. Genotyp PA 668 je
P26panBCD, Pzﬁp&nEl, PZG'IVENC, PzéilvD, P26pan3, spack,
tetR, CnR a Trp+.
Izoluji se dvé kolonie PA 668 a oznaci se PA 668-2A a druha
PA 668-24.
Se kmenem Bacillus subtilis PA 668-2A se Vv 10 ml kultury
s mediem SVY bez dopliiovani vychozich sloudenin dosahne tit-
ru kyseliny pantothenové az 1,5 g/1 ve 48 hodinach. vV 10 ml

kultury doplnéné 10 g/1 aspartdtu se dosdhne titru kyseliny
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pantothenové az 5 g/l1.

Se kmenem Bacillus subtilis PA 668-24 se v 10 ml kultury

s mediem SVY bez dopliiovani vychozich sloud¢enin dosahne tit-
ru kyseliny pantothenové aZ 1,8 g/1 ve 48 hodinach. V 10 ml
kultury doplné&né 10 g/l L-aspartatu se dosahne titru kyseli-

ny pantothenové az 4,9 g/1.

Ptesnd konstrukce kmentl se popisuje Vv prilohach

PCT/US-piihlasgky 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/1 Difco Veal Infusion
Broth, 5 g/1 Difco Yeast Extract, 5 g/1 tryptofanu, 5 g/1
Na-glutamatu, 2 g/l (NHy),SO4, 10 g/1 KH,PO,, 20 g/l
K,HPO,, 0,1 g/l CaCl,, 1 g/1 MgSOy, 1 g/1 natriumcitratu,
0,01 g/1 FeSO, x 7 H,0 a 1 ml/1 roztoku stopovych soli
o nasledujicim sloZzeni : 0,15 g Na,MoO, x 2 H50,

2,5 g HyBO,4, 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 ZnSOy x 7 H,0, doplnéno vodou na
1 1) se v méritku 10 1 pfi kontinualnim dokrmovani roztoku
glukozy dosahne za 36 hodin (48 hodin) koncentraci kyseliny

pantothenové ve fermentadni biedce 18 az 19 g/l (22 az 25
g/1).

Pri fermentaci PA 824 limitované glukozou,
tryptofan-prototrotini derivads PA 377 v mediu s kvasnicovym
extraktem (10 g/l Difco Yeast Extract, 5 g/1 Na-glutamatu,

8 g/1 (NHy),SO0,, 10 g/1 KH,PO,, 20 g/1 K,HPO,, 0,1 g/1
CaCl,, 1 g/1 MgSO4, 1 g/1 natriumcitratu, 0,01 g/1 FeSO,

x 7 H,0 a 1 ml/1l vyse popsaného roztoku stopovych scli) se

v mé&¥itku 10 1 pri kontinudlnim dokrmovani roztoku glukozy
dosédhne za 36 hodin, 48 hodin a 72 hodin naslednych koncent-

raci kyseliny pantothenové ve fermentadni biedce : 20 g/l,

LR X 3
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28 g/l a 36 g/1.

Dal$i optimalizaci media se kmenem PA 824 se pfi fer-
mentaci limitované glukozou doséhne v mediu sestévajicim
z 10 g/1 Difco Yeast Extract, 10 g/1 NZ-aminu A (Quest In-
ternational GmbH, Erftstadt), 10 g/l Na-glutamatu, 4 g/l
(NH,),S0,, 10 g/1 KHyPO,, 20 g/1 KyHPO,, 0,1 g/1 CaCly, 1
g/l MgS0O,, 1 g/l natriumcitratu, 0,01 g/1 FeSO, x 7 H,0
a 1 ml/1l vyse popsaného roztoku stopovych soli se v méritku
10 1 p#i kontinudlnim dokrmovani roztoku glukozy dosédhne za
36 hodin (48 hodin) koncentrace kyseliny pantothenové ve

fermanadni bredce 37 g/1 (48 g/l).

Je mozné dal$i zvy$ovani koncentrace kyseliny pantot-
henové ve fermentadni bfedce optimalizaci media, prodlouze-
nim doby fermentace, zlepSovanim procesu a kmene, a rovnéz
kombinaci jednotlivych krokti. Tak je mozZné dosdhnout vyse
popsanych koncentraci kyseliny pantothenové také fermentaci
kmenti, které jsou derivaty vyse popsaného PA 824. Derivaty
se mohou vyrabét klasickym vyvojem kmene a rovnéz dalsimi
genové technickymi manipulacemi. Vyvojem medii, kment
a zptsobu fermentace se miZe titr kyseliny pantothenové ve
fermentadni bfedce zvys$it i nad 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85 a > 90 g/1.

Podstatnou vyhodou zpisobu podle vynédlezu je, Ze se
fermentace provéadi v kultivadénim mediu, ktere kromé nejméne
jednoho zdroje uhliku a dusiku jako vychozich slouc¢enin ne-
obsahuje Z4dné dal$i predstupné (prekurzhory). To znamena,
e biosyntéza kyseliny D-pantothenové je nezavisla na dokr-
movani dalgich vychozich latek. Jako takové vychozi latky
se podle vynalezu rozumi prikladné B-alanin nebo L-aspartat

a/nebo L-valin a/nebo a-ketoisovalerat a/nebo jejich
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kombinace.

V jedné vyhodné variantée zplsobu podle vynalezu se
provadi fermentace organismi produkujicich kyselinu
D-pantothenovou v kultivacénim mediu, které obsahuje jeden
zdroj uhliku a jeden zdroj dusiku, ke kterému se ale nepri-
dava 2adny volny B-alanin a/nebo soli fp-alaninu a to ani Vv
priibéhu fermentace. To znamena, Ze k vyrobé kyseliny
D-pantothenové v rozmezi nejméné 10 g/1 kultivac¢niho media,
s vyhodou nejméné 20 g/1, obzv1lasté vyhodné nejméné 40 g/1,
zcela obzvlagté vyhodné nejméné 60 g/l a obzvlasdte nejménée
70 g/1 neni podle vynadlezu nutné z4dné dokrmovéani volného
B-alaninu a/nebo soli B-alaninu. Nezavislost na dokrmovani
vychozich latek pfedstavuje obzvlaste vyznamnou ekonomickou
vyhodu zptsobu podle vynalezu oproti znamym zpisobim, nebot

¥ada vychozich latek je velmi draha.

pPitidavek B-alaninu a/nebo soli B-alaninu v$ak neni
podle vynalezu vyloucen, takze se miZe nasledné vytézZek ky-
seliny D-pantothenové pfidavkem B-alaninu a/nebo soli
RB-alaninu jesté déle zlepsSit. Pokud se prikladné vychéazi
z toho, Ze pottebné vychozi latky kyseliny pantothenové jsou
k dispozici v dostateéném mnozstvi a pouze aktivita genu
panD limituje dalsi narust produkce kyseliny D-pantothenové,
pak se mizZe prikladné vytézek kyseliny D-pantothenové zvysit

I3 1

¢ duldich 50 % pfidavkem volnébo g-aleninu a/nebo so:

’,
4
A

f-alaninu.

V jedné vyhodné varianté ptedlozeného vyndlezu se miZe
ke kultivadénimu mediu pridat aZz 20 g/l volného B-alaninu
a/nebo soli p-alaninu k dodatecneému zvyseni vytézku kyseliny
pantothenové o vice jak 50 %. Vyhodny je pridavek asi

15 g/1 volného B-alaninu a/nebo soli B-alaninu ke kultivac-
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nimu mediu.

P#iklady vhodnych zdrojd uhliku podle vynalezu k pou-
>iti v kultivadnim mediu pro fermentaci vyse uvedenych orga-
nismd jsou cukry, jako hydrolyzaty $krobu (mono-, di-, oli-
gosacharidy), s vyhodou glukoza nebo sacharoza a rovnéz
fepnéd melasa nebo trtinova melasa, proteiny, hydrolyzaty
proteinfi, sojova moucka, kukuri¢éna voda, tuky, volneé mastné
kyseliny, op&tovné pouzité buriky z jiz provedenych
fermentaci nebo jejich hydrolyzaty a rovnéz kvasnicovy
extrakt. Tento vy&et neni pro pfedloZeny vynalez

limitujici.

Dale se predlozeny vynalez vyznad¢uje s vyhodou tim, Ze
celkovy obsah cukru az do konce fermentace je zredukovan na
minimum, protoze v opacfném pripadé je pozdéj$i susSeni
a/nebo formulace fermentacniho roztoku ztiZena slepovéanim.
Toho lze podle vynalezu dosahout tim, Ze se fermentace vede
jesté néjaky cas po spotfebovani zdroje uhliku (pti kultiva-
ci v Sarzovém zplsobu) nebo poté, co se pirerusi pfivod uhli-
ku (p#i vedeni procesu $arZovym provozem s davkovanim nebo
opakovanym SarzZovym provozem S davkovanim) a/nebo se
regujluje takovym zplisobem, e koncentrace zdroje uhliku je
témér nulova (pfi vedeni procesu Sarzovym provozem s davko-
vanim, opakovanym S$arzovym provozem S davkovanim nebo konti-

nudlnim zpisobem) .

To se podle vynalezu provadi tak, ze po pfreruseni
davkovani zdroje uhliku (pfikladneé roztoku cukru) se
fermentace vede dédle aZz k dosaZeni koncentrace rozpusténého

kysliku (pO,) na nejméné 80 %, s vyhodou 90 % a obzvlasteé

vyhodné 95 % hodnoty nasyceni ve fermentacnim roztoku.
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Priklady vhodnych zdrojt dusiku je amoniak, siran
amonny, modovina, proteiny, hydrolyzaty proteint nebo kvas-
nicovy extrakt. Ani tento vyéet neni pro predloZeny vynadlez

limitujici.

Dale obsahuje fermentadéni medium mineralni soli
a/nebo stopové prvky, jako jsou aminokyseliny a vitaminy.
Presné slozeni vhodnych fermentaénich medii jsou opakované

znamé a odborniktm dostupné.

Po inokulaci fermentaéniho media vhodnym organismem
produkujicim kyselinu D-pantothenovou (s bunéfnou hustotou
znamou odborniktm) piipadné po pridani prostfedku proti pé-
néni dochazi ke kultivaci organismu. Pripadne nutna regula-
ce pH hodnoty media se miZe provadét riznymi anorganickymi
nebo organickymi louhy nebo kyselinami, jako je prikladné
NaOH, KOH, amoniak, kyselina fosforednéd, kyselina sirova,
kyselina solna, kyselina mravendi, kyselina jantarova, kyse-

lina citronova a podobné.

Na zakladé pufrovacich systémi pouzitych béhem fermen-
tace, které mohou byt, jak bylo vyse popséno pfikladné NaOH,
KOH, amoniak, kyselina fosforecna, kyselina sirova, kyselina
solna, kyselina mravenci, kyselina jantarova, kyselina cit-
ronova a podobné&, je vytvorena kyselina pantothenova ve
fermentadnim roztoku podle pouZitéhe pufroveciio systimu ve
formé dané scli (danych soli). ProteZe pEitow podle vynale-
zu nejsou vyhodné predevsim soli kyseliny D-pantothenové ve
formé& jejich jednomocnych kationtd pripadné je vyhodna kyse-
lina D-pantothenova ve formé jejich vapenatych nebo horecna-
tych soli, zpracuje se fermentaéni roztok podle vynalezu

procesem elektro-membranové separace.
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Predlozeny vyndlez pfitom zahrnuje viechny dostupné
druhy elektromembréanovych separadnich procesl, jako je memb -
réanova elektrolyza nebo elektrodialyza. Provedeni vhodného

vybéru pat#i ke znalostem odbornika.

Podle vynéalezu vyhodné je pouziti elektrodialyzy.
Pritom se pouzije jak elektrodialyza s vyhradné& monopolarn-
nimi membranami, tak i elektrodialyza s mono- a/nebo bipo¥
1arnimi membrdnami. Obzvlasté vyhodna je elektrodialyza
s vyhradné monopolarnnimi membranami, obzvlasté elektrodia-
1lyza s monopoldrnnimi membranami selektivnimi pro jednomocné

ionty, tak zvanymi monoselektivnimi membrénami .

V zasadé se k provedeni zpisocbu podle vynalezu mohou
pouzit libovolné, obvykle v ramci elektrodialyzovych procesi
pouzivané membrany. V p¥ipadé membran pouzitych v ramci
elektrodialyzovych procest podle vynédlezu se s vyhodou

pouziji bézné komercné dodavané iontomé&nicové membrény.

Jako pouzitelné iontoménicové membrany je mozné prik-
ladné jmenovat
Neosepta AM1, AM2, AM3, AMX, AMH, AFN firmy Tokuyama Corp.
a AMV firmy Asahi Glass.

Jako kationtoménidové membriny je mozné pitikladné jme-

LOVE

Neosepta CM1i, CM2, CMX, CMH, CMB, Asahi Glass CMV a rovnéz
Naflon 435 nebo 350 firmy Du Pont de Nemours.

Jako monoselektivni kationtoménidové membrany lze

prikladné jmenovat membranu Neosepta CMS.

Jako monoselektivni aniontontomé&nidové membrany

LR ]

*




-21-

prichédzeji v uvahu membrany Neosepta ACS firmy Tokuyama

Corp., nebo Selmion ASV firmy Asahi Glass.

Jako elektrody se mohou pouzit nerezavéjici oceli, ni-
k1, drahé kovy, nebo jiné vhodné materialy, které jsou od-

bornikfim znamé.

Pouzitim monopoléarni elektrodialyzy se podle vynéleiu
mohou jak anionty tak i kationty =z roztoku obsahujiciho pan-
tothenat prevést migraci aniontontoménicovou pripadné kati-
ontoménidovou membranou v elektrickém poli pfevést do
druhého roztoku (roztok koncentratu, KONZ) a tak je
odstranit z roztoku obsahujiciho kyselinu pantothenovou
(roztok diluatu, DIL). S vyhodou se podle vynalezu odstrani
z roztoku obsahujiciho kyselinu pantothenovou nizkomoleku-
larni ionty. Jako nizkomolekularni ionty se podle vynalezu
rozumi takové ionty, které jsou do fermentacni brecky
vnageny sloZenim kultivaéniho media a/nebo pufrovaciho
systému, v kone¢ném produktu jsou vsak nezadouci. Prikladne
se pfitom jednd o nésledujici ionty : amoniovy, draselny,
sodny, ionty Zeleza, chloridové ionty, fosfatové nebo sira-

nové ionty.

V jedné dalsi varianté provedeni predloZeného vynalezu
je mozné provést vymenu jednomocnych kationtd, jako jsou
sodné rebo amoniové icnty, =za vicemocné katiscnty, jake je
vipenat?y kation. K tomu s2 pro iednosytné ionty pouziji se-
lektivni kationtoménidové membrany. Tak se prikladné do ok-
ruhu I predlozi roztok CaClz a do druhého okruhu II,
oddéleného od okruhu I kationtoménicovou membréanou, se
ptedlozi roztok kyseliny pantothenové obsahujici jednomocné
kationty. Do t¥eti komory III se potom prevedou kationtomé-

nic¢ovou membrénou selektivni pro jednomocné ionty a umisté-
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nou mezi komorou IT a komorou III, s vyhodou jednomocné
kationty. Zarovern se do komory I z komory 111 pfevedou ani-
ontoménidovou membrinou umisténou mezi komorou I a komorou
11 anionty, jako chloridové ionty. Vapenaté ionty se z
komory I ptevedou do komory II kationtomé&nicovou membranou.
Timto zptisobem se ziska primo kalcium-D-pantothendt. Pfi
vyskytu soli slabé kyseliny, jako prikladneé kyseliny pantot-
henové, je mozné takovym usporadanim ziskat také volnou ky—
selinu D-pantothenovou, jestliZe se do komory I predlozi

misto CaCl, vodny roztok HCI.

Podle vynalezu je zahrnuto také pouziti véapenatych
a/nebo horedénatych soli ve formé anorganickych nebo organic-
kych aniont@i. S vyhodou se podle vyndlezu pouziji chlorid
vapenaty a/nebo hoifecnaty, dusi¢nan, hydroxid, mravencan,

acetat, propionat, glycindt nebo laktat.

V jedné formé& provedeni pfedlozeného vynadlezu se mohou
pii pouziti bipolarni elektrodialyzy prevést vyhodnym
zpisobem kationty pfi soucasné ptipravé protonfi - disociaci
vody v bipoldrni membréné - z roztoku obsahujiciho
pantothenat kationtoménicovou membranou do druhého roztoku
a tak je odstranit z roztoku obsahujiciho kyselinu
pantothenovou. Ve druhém roztoku tvori hydroxidové ionty
vytvorené disociaci vody na bipolarni membrane odpovidajici

#

téze prevedenych kationtd.

<

V dalgi formé& provedeni pfedlozeného vynalezu se mohou
pri pouziti bipolarni elektrodialyzy vyhodnym zplsobem pre-
vést anionty pti soucasném uvolnéni hydroxidovych iontl -
disociaci vody v bipolarni membréané - z roztoku obsahujiciho
pantothenidt pfes aniontoménicovou membranu do druhého

roztoku a tak je odstranit z roztoku obsahujiciho kyselinu
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pantothenovou. Ve druhém roztoku se tvori kyseliny odpovi-
dajici ptrevedenym aniontim s pomoci protont uvolnénych

disociaci vody na bipolarni membranée.

Podle vynalezu je zahrnuta také dals$i varianta prove-
deni pri které se pii pouziti bipolarni elektrodialyzy na
jedné strané vyhodnym zplsobem pfevedou anionty pri soudas-
ném uvolnéni hydroxidovych iontl - disociaci vody v bipolér—
ni membrané - z roztoku obsahujiciho pantothenit pfes anion-
toménid¢ovou membranu do druhého roztoku a tim se odstrani
2z roztoku obsahujiciho kyselinu pantothenovou a na druhé
strané se prevedou kationty pri soudasném uvolnéni protoni
- disociaci vody v bipolarni membrané - z roztoku obsahuji-
ciho pantothenit pres kationtoménicovou membranu do tfetiho
roztoku a tim se odstrani z roztoku obsahujiciho kyselinu
pantothenovou. Ve druhém roztoku se tvori kyseliny odpovi-
dajici ptevedenym aniontlm s pomoci protont: uvolnénych diso-
ciaci vody na bipolarni membrané a ve tfetim roztoku se tvo-
¥i baze odpovidajici prevedenym kationtlm s pomoci hydroxi-
dovych iontd uvolnénych disociaci vody na bipolarni membra-

v

ne.

Podle vynalezu je pfi pfedlozeném zpusobu dale vyhodné
nastaveni pH hodnoty roztoku obsahujiciho pantothenadt na

isoelektricky bod kyseliny pantothenové s pomoci kyselin ne-

le zvydit vizdZek volné

e

i
iny D-pantothenové pfipadné déale snizit ztréty.

Monopolarni elektrodialyza je obzvlaste vyhodnou vari-
antou, protoze je ve srovnani s bipolarni elektrodialyzou

cenové velmi vyhodna.

Bipolarni elektrodialyza se nabizi obzvlasté tehdy,
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kdy se nemaji pridavat kyseliny k nastaveni pH hodnoty nebo

jestlize se maji vznikajici kyseliny nebo louhy dale pouzi-

vat.

VSechny varianty elektrodialyzy podle vynalezu nabize-
ji vyhodu v tom, Ze z regenerace iontoménicdovych pryskyfic

v 2

nevznikaji Zadné odpadni vody.

Pouzitim elektroseparadnich zptisobll podle vynalezu se
z roztoku obsahujiciho D-pantothendt odstrani vyhodné neza-
doouci nizkomolekularni ionty (cizi ionty) jako jako jsou
amoniové, draselné, sodné, zeleznaté, chloridové, fosforec-
nanové nebo siranové ionty. To znamena, zZe vznika s vyhodou
volna kyselina D-pantothenova nebo pozadované soli, jako je
kalcium- a/nebo magnesium-D-pantothendt. Podle vynalezu se
obsah jednomocnych kationtfi, s vyhodou amoniovych, drasel-
nych a/nebo sodnych iontd sniZi na koncentraci = 1 g/kg

roztoku.

Také obsah nezadoucich aniont®i, jako jsou pfrikladné
chloridové, siranové nebo fosforecnanové ionty se miZze pod-
statné snizit volbou iontoménidové membrény, s vyhodou pou-

2itim aniontomé&nicovych membran.

Takto ziskany roztok obsahujici volnou kyselinu
P-pantothencveu s2 podle vyndlezu upravi pridavkem vépenaté
a/nebo hofednaté bize na hodnotu pH 3 aZ 10. Vyhodnéd je pH
hodnota 5 a% 10. Vyhodné je nastaveni pH hodnoty na 5 aZ
9. obzvlasté vyhodné na 6 az 9 a zcela obzvlaste vyhodné na
hodnotu 6 a® 8. Timto zpGsobem se ziska roztok obsahujici
kalcium- a/nebo magnesium-pantothendt. S vyhodou se do
roztoku k neutralizaci p#idd hydroxid véapenaty, uhlicitan

2

vapenaty, oxid vapenaty, hydroxid hofe¢naty a/nebo bazicky
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uhliditan hore&naty ve form& pevné latky a/mebo vodné sus-

penze.

Pfitom je podle vynalezu vyhodné, jestliZze se neutra-
lizace roztoku obsahujiciho volnou kyselinu D-pantothenovou
provadi s pomoci vapenaté a/nebo hofecnaté baze ve formé
vodné suspenze. Pouzitim vodné disperze probiha neutraliza-
ce rychleji a bez vyraznéj$iho kolisani pH nez jak je tomu

pri pouziti odpovidajici pevné latky.

Zpisob podle vynalezu se vyznacuje tim, Zze se k rozto-
ku v kroku c) prida vodnd suspenze obsahujici 2 az 55 %

hmotnostnich, s vyhodou 10 az 50 % hmotnostnich a obzvlasté

vyhodné 20 az 40 % hmotnostnich hydroxidu vapenatého.

Podle vynalezu je dale zahrnut zpusob, ptri kterém se
k roztoku v kroku c¢) pridd vodnad suspenze obsahujici 2 azZ
65 % hmotnostnich, s vyhodou 10 aZ 50 % hmotnostnich a obzv-
143té vyhodné 20 aZ 40 % hmotnostnich uhli¢itanu vapenatého.
V jedné dal$i varianté provedeni predlozeného vynalezu se
k roztoku v kroku c) zplsobu podle vyndlezu pfidd vodnéd sus-
penze obsahujici 2 aZ 60 % hmotnostnich, s vyhodou 10 az
50 % hmotnostnich a obzvla3té vyhodné 20 az 40 % hmotnost-
nich hydroxidu hoteénatého. Podle vyndlezu je zahrnut také
zpiisob, pri kterém se k roztoku v kroku c) prida vodna sus-
penze obsahujici 2 a2 25 % hmotnosinich, = vvhodou 10 azZ

20 % hmotnostnich bazického uhlic¢itanu hofecnatého.

Suseni a/nebo formulace fermenta¢niho roztoku se pro-
vadi znamymi zpfisoby, jako pfikladné rozstfikovacim
su$enim, rozstrikovaci granulaci, susSenim ve vitivé vrstve,
granulaci ve vifivé vrstvé, suSenim v bubnu nebo susenim

spin-flash (Ulimann s Encyclopedia of Industrial Chemistry,

o009

.o
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6. vydani, 1999, elektronicka forma, kapitola "Drying of So-
1id Materials"). Vstupni teplota plynu pfi konvekCnim suse-
ni je v rozmezi 100 az 280 °C, s vyhodou 120 az 210 °C. Vys-
tupni teplota plynu je v rozmezi 50 az 180 °C, s vyhodou 60
a® 150 °C. K nastaveni pozadované velikosti c¢astic a tim
spojenymi vlastnostmi produktu se mohou jemné Catice oddeélit
a uvést zpét. Dale se mohou velké castice semlit v mlyné

a nasledné rovnéZz uvést zpét.

Podle vynédlezu je vyhodné pfi vyse popsaném zplasobu
redukce nakladnych zpracovatelskych kroki, obzvlasté
nepouzivani organickych rozpoustédel pfi soucasné priprave
pozadovaného produktu s dobrou biologickou bonitou. Dale se
podle vynalezu podstatné sniZuje mnozstvi vznikajicich
odpadnich vod. Vysledkem jsou tak dals$i Uspory na néaklad-
nych &isticich a zneskodnovacich zatrizenich. Tak se vyzna-
Guje zplsob podle vyndlezu vyhodné tak, Ze je jednodussi,
méné nachylny k poruchém, méné casové narocny, vyrazné

ekonomi¢téjsi a tim hospodarnéjs$i nez obvyklé zplsoby.

To v&ak nevyluduje, aby se zpasob podle vynalezu
neobmé&nioval. Vyse uvedené procesni korky a) az d) podle vy-
nalezu se mohou doplnit jednim nebo nékolika nasledujicimi
procesnimi kroky, které jsou samy o sobé odbornikdm znamé.
Zde jsou podle vynédlezu zahrnuty vSechny mozné kombinace do-
datednych (fakultativnich) procesnich krok? se (zé&kladnimi)

procesnimi kroky a) azZ d).
Tak se mohou vysledné roztoky z procesnich krokd a) az
c) zbavit zarodkl zahfatim (sterilizaci) nebo jinymi metoda-

mi, jako je ptikladn& pasterizace nebo sterilni filtrace.

V dalgich variantach zptsobu podle vyndlezu se mizZe
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pfed sudenim a/nebo formulaci roztoku provést nejméne jeden
a/nebo kombinace nasledujicich krokfi, zahrnujici lysi a/nebo
usmrceni biohmoty a/nebo oddéleni biohmoty od fermentacniho
roztoku a/nebo ptidavek dal$ich prisad a/nmebo koncentraci

fermentadniho roztoku, s vyhodou odtaZenim vody.

Predmétem predlozeného vynalezu je tak také zpisob,
kdy se lyse a/nebo usmrceni biohmoty provadi jesté ve fer-
mentadénim roztoku nebo teprve po oddéleni biohmoty od fer-
mentadniho roztoku. To se miZe provadét prikladné tepelnym
oSetfenim, s vyhodou pti teploté& 80 az 200 °C a/nebo okyse-
lenim, s vyhodou kyselinou sirovou nebo kyselinou solnou

a/nebo enzymaticky, s vyhodou pomoci lysozymu.

V dal$i formé& provedeni pfedlozeného vyndlezu se mohou
buitky fermentadnich mikroorganismi z roztoklt v krocich
a), b) nebo c) zplsobu podle vynidlezu oddélit filtraci,
separaci (pfikladné odstredénim) a/nebo dekantovénim. MoZné
je také uvadét roztoky z krokll a), b) nebo c) bez oddéleni
obsaZenych mikroorganismii pf¥imo pfes jednu nebo nékolik

iontoselektivnich membran v elektrickém poli.

Vysledny roztok ze zpracovani membranovou elektrolyzou
nebo elektrodialyzou se miZe navazné na neutralizaci

koncentrovat na vhodné odparce, prikladné€ odparce se

A

stékajicim filmem, odparce v tenké vrstveé nebo rotaln
odparce. Takové cdparky vyrabi pfikladné firmy GIG /4800
Attnang Puchheim, Rakousko), GEA Canzler (52303 Diiren, Né-
mecko), Diessel (31103 Hildesheim, Né&mecko) a Pitton (35274

Kirchhain, Némecko).

Ke zlep$eni barevnych vlastnosti kone¢ného produktu se

mdze provést krok dodatecné filtrace, pri kterém se k rozto-
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kdm ziskanym bé&hem procesu pfidd néco aktivniho uhli a tato
suspenze se nasledné filtruje. Nebo se roztoky ziskané

bé&hem fermentace mohou vést pres malé loZze s aktivnim uhlim.
K tomu pozadované mnozstvi aktivniho uhli je v rozmezi néko-
lika madlo % hmotnostnich roztoku a je na znalostech a uva-

zeni odbornika.

Tyto filtace se mohou usnadnit, jestlize se k danémﬁ
roztoku pred filtraci pr¥ida obvykly komercéni flokulacni
pomocny prostredek (p¥ikladné Sedipur CF 902 nebo Sedipur CL
930 firmy BASF AG, Ludwigshafen).

V jedné vyhodné formé provedeni predlozeného vynalezu
se vysledny materidl fermentace (fermentaéni brecka) steri-
lizuje zahtatim a potom se zbavi bunééné hmoty odstredénim,
filtraci nebo dekantaci. Po p¥idavku 50 az 1000 mg/kg, s
vyhodou 100 aZz 200 mg/kg komeréné dodavaného flokulacniho
pomocného prostredku vztaZeno na vytézek fermentace se
filtruje pres kratké loze aktivniho uhli a pisku, aby se
ziskal roztok s vysokym obsahem kyseliny D-pantothenové zba-
veny biohmoty. Nasledné se tento vyc¢istény roztok vede v
elektrickém poli pres jednu nebo nékolik iontoselektivnich

membran.

Nasledné suseni tohoto roztoku se mizZe provadét

piiviadnd rozstiikovacim sufenim. To se miZe provadét v
couproudun, protiproudu nebe ve smifeném proudéni. K rozpra-

Seni se mohou pouzit vSechny znamé rozprasovace, obzvlaste
odstfedivé rozprasovade (rozprasovaci disky), jednodruhové
trysky nebo dvoudruhové trysky. Vyhodné teplotni podminky
jsou 150 az 250 °C na vstupu do véze a 70 az 130 °C na

vystupu z véze. MaZze se ale také suSit pri vysSsSi nebo pri

nizsi teploté. K dosazeni velmi nizké zbytkové vlihkosti se
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ale mize dodatedné provést dalsi faze suSeni ve virivém

lozi.

Rozstrikovaci su$eni se miZe provadét v susarniach FSD
nebo SBD (FSD : Fluidized Spray Dryer, SBD : Spray Bed Dry-
er), které vyrabi firmy Niro (Kodai, Dansko) a APV-Anhydro
(Kodari, Dansko), které predstavuji kombinaci rozstrikovaci

suSarny a virivého loze.

Pi#i rozstrikovacim sus$eni se mfzZe pfidat pomocny pros-
tr¥edek ke zlepseni tekutosti. Tim se sniZi tvorba povlakt
na sténach susarny a zlep3i se i chovani pri tecleni, zejména
u jemnozrnnych pradkii. Jako prostiedky ke zlepseni
tekutosti prichazeji v uvahu obzvlasté silikaty, stearaty,

fosfaty a kukuriény Skrob.

V zasadé se ale miize suSeni provadét také v nastriiko-
vané vitrivé vrstveé, pridemZ tato se miZe provozovat kontinu-
4lné nebo diskontinuidlné. Nastrikovani roztoku se mizZe pro-
vadét jak zeshora (Topspray), tak i zespoda (Bottomspray)

nebo také ze strany (Sidespray).

Predmétem predlozeného vyndlezu je ddle pripravek pro
pouziti jako prisada do zvifeciho krmiva a/nebo doplnék

zvireciho krmiva, vyrobitelny tak, ze

a) se pouije neiméné jeden organismus produkujici ky-
selinu D-pantothenovou, jehoZz biosyntéza kyseliny
pantothenové- (pan) a/nebo isoleucin/valin- (ilv) je
deregulovana a v kultivacnim mediu se fermentaci
tvori nejméné 2 g/l soli kyseliny D-pantothenové,
pri¢emz se do kultiva¢niho media uvadi 0 az

20 g/1l, s vyhodou 0 g/l volného f-alaninu a/nebo
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soli B-alaninu

b) fermentadni roztok obsahujici D-pantothenat se uva-
di vytvorenim elektrického pole pifes jednu nebo neé-
kolik iontoselektivnich membréan, pfidemz se z roz-
toku obsahujiciho D-pantothenidt odstrani nizkomole-

kularni ionty,

c) volna kyselina D-pantothenovad obsazend v roztoku se
pridavkem védpenaté a/nebo hofecCnaté baze upravi na
hodnotu pH 3 aZz 10, pfidemZ se ziska roztok, ktery
obsahuje kalciumpantothendt a/nebo magnesiumpanto-

thenat a

d) roztok obsahujici kalciumpantothenat a/nebo magne-
siumpantothenit se podrobi sus$eni a/nebo tvorbe

formulace.

Pri jedné varianté predlozeného vynalezu se vyznacuje
pripravek tim, Ze se v kroku c) nebo d) ziska nebo predlozi
suspenze, ktera obsahuje kalciumpantothenat a/nebo magnesi-

umpantothendt.

Podle vynédlezu se ptipravek dale vyznacuje tim, Ze
obsahuje soli kysleiny D-pantothenové v koncentraci nejméné

2

1 af 100 % hmotncstnich, s vyhodou nejméneé 20 aZ 100 %
hmotnostnich a obzvlasté vyhodné nejméné 50 % hmotnostnich.
Piedmétem ptedloZeného vyndlezu je pfipravek, ktery obsahuje
soli kyseliny D-pantothenové ve formé& dvojmocnych kationtn,
s vyhodou kalcium-D-pantothenat a/nebo magnesium-D-panto-
then4at. Podle vynalezu je vyhodny pripravek, ktery se vyz-
nac¢uje tim, Ze obsah soli kyseliny D-pantothenové ve forme

jednomocnych kationtl je = 1 g/kg.
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Podle vyndlezu se vyse popsanym zplsobem ziska
kalcium-D-pantothenat a/nebo magnesium-D-pantothenat, ktery
vyhovi pozadavkim na pfisady do krmiv. Témito pozadavky je
prikladné relativné vysoky obsah D-pantothendtu a dobra sna-
Senlivost cilovym organismem a rovnéz biologicka bonita ve

smyslu "vitaminovy uéinek" produktu podle vynalezu.

PifedloZzeny vyndlez bude bliZe vysvétlen néasledujicimi

ptiklady, které vSak pro vyndlez nejsou limitujici.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

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

o nasledujicim slozZeni

Nasada Koncentrace
(g/1)
Kvasnicovy extrakt 10
Natriumglutamat 5
Siran amonny 8
Pripravek proti pénéni 1 ml/1

Po sterilizaci byly navic pifidany nédsledujici sterilni

komponenty media:
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Nasada Koncentrace
(g/1)
KH,PO 4 10
K,HPO, 20
Glukoza 2,5
Chlorid véapenaty 0,1
Chlorid hofecnaty 1
Natriumcitrat 0,1
FeSO, x 7 H,0 0,1
Roztok stopovych soli 1 ml/1

Roztok stopovych soli mé nasledujici slozeni

0,15 g Na,MoO, x 2 H,0, 2,5 g H3BO3, 0,7 g CoCl, x 6 Hy0,
0,25 g CusO, x 5 Hy0, 1,6 g MnCl, x 4 Hy0, 0,3 g ZnSO, x 7

H,0, doplnéno vodou na 1 1. Ptidavek roztoku stopovych soli
se provadi po sterilizaci. Podéatedni objem kapaliny ¢&ini
8,4 1. Vys$e uvedené obsahy jsou vztazeny na tuto hodnotu.

K tomuto roztoku se prida 160 ml odkovaci kultury
(OD = 10 v mediu SVY (25 g Difco Veal Infusion Broth, 5
g Difco Yeast Extract, 5 g glutamatu sodného, 2,7 g siranu
ancnpého ve 740 ml vody, sterilizuje se, ndsledné se pridé
200 ml sterilniho 1 M K, HPQ, (oH 7,0) 2 60 ml 50 %-niho ste-
rilniho roztoku glukozy (kone¢ny objem 1 1)) Bacillus
subtilis PA 824 a za intenzivniho michani se fermentuje pri
teploté 43 °C pri plynovani 12 1/min. Tento kmen se popisu-
je v priloze ptihlasky PCT/US 0025993.

V prtbéhu 52 hodin se naddvkuje 6 1 sterilniho vodného
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roztoku. SloZeni je nasledujici
Nasada Koncentrace
(g/1)
Glukoza 500
Chlorid véapenaty 0,6
Roztok stopovych soli 7 ml/1

Fermentace se provadi s limitovanou glukozou. V
pribéhu fermentace se davkovéanim 25 %-niho roztoku amoniaku
piipadné 20 %-ni kyseliny fosforec¢né udrZuje hodnota pH na
7,2. Amoniak zAroven slouzi jako zdroj dusiku pro
fermentaci. Podet otacek michadla se reguluje, pricemz ob-
sah rozpus$téného kysliku se udrZuje na hodnoté 30 % hodnoty
pri nasyceni. Tvorba pény se ridi obcasnym nadavkovanim
prostfedku proti pénéni. Po preruseni davkovani zdroje uh-
liku se fermentace vede dale tak dlouho, dokud obsah rozpus-
téného kysliku (pO,) nedoséhne hodnoty 95 % pri nasyceni .
Potom se fermentace ukon¢i a organismy se tepelné usmrti.

K tomu se fermentadni roztok sterilizuje po dobu 60 minut.
Usmrceni bylo prokazano na deskach. Nasledné se odstfedénim
provede oddéleni bunék. Po oddéleni bunék ¢ini koncentrace

D-pantothenatu po 52 hodinach 24,7 g/1.

Analogickym zplsobem je také mozZné vyrobit fermentacni
bre¢ky, které vykazuji titr kyseliny pantothenové bez dokr-
movAni B-alaninu vice jak 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85 a > 90 g/1.

Tento produkt fermentace, ktery se vyse popsanym zpu-
sobem sterilizuje zahtéatim a v podstaté se zbavi biohmoty

odstiedénim se smichd s dodatedénou kyselinou D-pantotheno-
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vou a pomoci kyseliny sirové se upravi hodnota pH na prib-
lizneé 2. Takto ziskany roztok se filtruje pres malé loze
pisek/aktivni uhli. Obsah kysleiny D-pantothenové v tomto

roztoku ¢ini 67,7 g/1.

900 g tohoto filtratu se zpracuje elektrodialyticky
nasledovneée
do elektrodialyzadni buiky se (vybavené aniontoméniéovymi>
a kationtoménicovymi membrénami (typ Neosepta AMX Sb prfipad-
né CMX Sb firmy Tokuyama Corp.) s efektivni plochou buriky
1,85 dm? a s péti komorami se nasadi filtréat pri pocatecni
proudové hustoté 29 mA/cmz. Hustota proudu se v prubéhu po-
kusu po dosazZeni predem daného hranic¢niho napéti 20 V
kontinualné snizuje. Teplota je mezi 33 a 40 °C. Jako
nasada koncentratu se pfedlozi 0,5 %-ni (w/w) roztok NaCl.
Tento koncentrat (KONZ) se v pribeéhu pokusu obohacuje cizimi
ionty odstranénymi z filtratu (diluatu, DIL) (prikaldné
amoniové, chloridové, Zeleznaté, draselné sodné nebo fosfo-
re¢nanové ionty). Do elektrolytického okruhu se k promyti
elektrod pfedloZzi 5 %-ni roztok (w/w) siranu sodného . V
pribéhu pokusu se pri rozdilnych hodnotach ionické vodivosti
odebiraji vzorky roztoku diluatu z komory obsahujici diluat
a analyzuji se. Analyze je uvedena v nédsledujici tabulce
a vyplyva z ni, Ze s pokracujici dobou pokusu se z diluatu
odstrarnuji uvedené ionty a vodivost diluatu odpovidajicim
zplsoben klessd. Malé, jedncmooné ionty, jako jsou prfikiadné
chloridové ionty se odstranuji rychleji neZ objemné, vice-

mocné ionty, jako jsou prikladneé fosforec¢nanové ionty.

Vysledky analyzy diludtu jsou uvedeny v nasledujici

tabulce
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Hodnoty pH vs$ech vzorkl diluatu lezi mezi 2 az 3. Ve
vytézku 771 g diluatu je obsazeno 76 g/1 volné kyseliny

D-pantothenové.

Tim je dolozeno, ze fermentativné ziskany roztok
kyseliny D-pantothenové lze uspésSné elektrolyticky zbavit
rusdivych kationtil. Ze ziskané odsolené kyseliny
D-pantothenové se necha vyrobit nehygroskopicky prasek

kalcium-D-pantothenatu, jak se popisuje v prikladu 2.
Priklad 2

Do laboratorniho fermentoru s michadlem a plynovacim
zatfizenim o obsahu 14 1 se predloZi vodné fermentac¢ni medium

o nasledujicim slozZeni

Nasada Koncentrace
(g/1)
Kvasnicovy extrakt 10
Natriumglutamat 5
Siran amonny 8
KH,PO4 8,4
K,HPO, 15

Po sterilizaci byly navic pfidany nésledujici sterilni

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

Roztok stopovych soli m& nasledujici slozZeni

0,15 g Na2M004 x 2 H20, 2,5 g H3B03, 0,7 g C0C12 X 6 H20,
0,25 g CuS0,4 x 5 H,0, 1,6 g MnCl, x 4 H,0, 0,3 g ZnSOy4 x 7
H,0, doplnéno vodou na 1 1. Pridavek roztoku stopovych soli
se provadi po sterilizaci. Podatec¢ni objem kapaliny &ini

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

K tomuto roztoku se prida 55 ml odkovaci kultury
(OD = 10 v mediu SVY (25 g Difco Veal Infusion Broth,
5 g Difco Yeast Extract, 5 g glutamatu sodného, 2,7 g siranu
amonného se rozpusti v 740 ml vody, sterilizuje se, nasledné
se prida 200 ml sterilniho 1 M K,HPO, (pH 7,0) a 60 ml
50 %-niho sterilniho roztoku glukozy (konedny objem 1 1)),
Bacililus subtilis PA 824 a za intenzivniho michani se fer-
mentuje pri teploté 43 °C pfi plynovéani 12 1/min. Tento

kmen se popisuje v pfiloze pfihlasky PCT/US 0025993.

V pribéhu 48 hodin se nadavkuje 6 1 sterilniho vodného

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

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 zdroveri slouzi jako zdroj dusiku pro
fermentaci. Podet otacek michadla se reguluje, pricemz ob-
sah rozpus$téného kysliku se udrzuje na hodnoté 30 % hodnoty
pri nasyceni. Tvorba pény se ridi obcasnym nadavkovanim
prostredku proti pénéni. Po preruSeni davkovani zdroje uh-
liku se fermentace vede dale tak dlouho, dokud obsah rozpus-
téného kysliku (pO,) nedosdhne hodnoty 95 % pfi nasyceni.
Potom se fermentace ukon&¢i a organismy se tepelné usmrti.

K tomu se fermentad¢ni roztok sterilizuje po dobu 30 minut.
Usmrceni bylo prokdzano na deskach. Nasledné se odstfedénim
provede oddéleni bunék. Po oddéleni bunék ¢ini koncentrace

D-pantothenidtu po 48 hodinach 24,1 g/1.

Analogickym zpasobem je také mozZné vyrobit fermentacni
bred¢ky, které vykazuji titr kyseliny pantothenové bez dokr-
movani B-alaninu vice jak 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85 a > 90 g/1.

2817 ml produktu z fermentace se smisi s 1183 ml roz-
toku kyseliny pantothenové o koncentraci 178,9 g/l a
neutralizuje se 25 %-nim roztokem hydroxidu amonného (pH
6,5). Nasledné se filtruje pfes pisek/aktivni uhli. Obsah

kyseliny D-pantothenové ve filtratu ¢ini 67 g/l, pfevazne ve
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formé& amonné soli.

Priblizné 720 g tohoto roztoku se zpracuje elektrodia-

lyzou podle prikladu 1

550 g produktu diluatu (o hustoté 1,017 g/ml) se s po-
moci 3,5 g 40 %-ni suspenze hydroxidu vapenatého upravi na
hodnotu pH 7,5. Ziska se vodny roztok kalcium-D—pantothe;
natu (551,03 g s obsahem kalcium-D-pantothenatu 40,9 g/1).

Vodny roztok kalcium-D-pantothendtu se vysusi v labo-
ratorni rozstrikovaci susarné firmy Niro, typ Minor. Teplo-
ta na vstupu do véze ¢ini asi 200 °C, teplota na vystupu
z véze je 90 °C. Rozpraseni se provadi pomoci dvoudruhové
trysky pri tlaku 0,2 MPa. Jako pudrovaci prostredek se pou-
Zzije Sipemat 22F. Ziskad se pritom praskovity produkt o nés-

ledujici specifikaci (ddaje v % hmotnostnich)

Obsah vody : 2,3 %
Kalcium-D-pantothenat : 46,1 %
Amonium : 0,60 %
Draslik : 0,47 %
Sodik : 1,1 %

Priklad 3

V laboratornim fermentoru s michadlem a plynovacim za-
rizenim o obsahu 200 1 se smiché& 800 g 50 %-niho kvasnicové-
ho extraktu, 438 g glutamatu sodného, 3200 g sojové moucky,
640 g siranu amonného, 800 g KH,PO,, 1600 g K,HPO, a 50 ml
prostredku proti péneéni TegoKS se 70 1 vody a sterilizuje po

dobu 30 minut pri teploté 121 °C.
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Niasledné se prida roztok 1 a roztok 2.

Roztok 1 se pripravi néasledovné
1670 g glukozy x H,0, 10,2 g CaCl, x 2 Hy0 a 170,7 g MgCl,
x 6 H,0 se rozpusti v 9 1 vody a sterilizuje se po dobu 30

minut.

Roztok 2 se pripravi nasledovné
800 ml roztoku citratu Zeleznatého (200 g/l citratu sodného,
2 g/l FeSO4 X HZO’ sterilizovano) se smichéd s 80 ml roztoku
stopovych soli ( 0,15 g Na2M004 x 2 H20, 2,5 g H3BO3, 0,7 g
CoCl, x 6 Hy0, 0,25 g CusO, x 5 H,0, 1,6 g MnCl, x 4 H,0,
0,3 g ZnSO4 x 7 H20, doplnéno vodou na 1 1, sterilizovano).

K tomuto roztoku se pfidaji 2 1 ockovaci kultury
(OD = 10 v mediu SVY (SVY medium : 25 g Difco Veal Infusion
Broth, 5 g Difco Yeast Extract, 5 g glutamatu sodného,
2,7 g siranu amonného se rozpusti v 740 ml vody, sterilizuje
se, nasledné se prida 200 ml sterilniho 1 M K,HPO, (pH 7,0)
a 60 ml 50 %-niho sterilniho roztoku glukozy (koneény objem
1 1)), Bacillus subtilis PA 668 a za intenzivniho michéni se
fermentuje pii teploté 43 °C pri plynovani 3 m3/min. Tento
kmen se popisuje v ptriloze prihladsky US-Serial-Nr.
60/262995.

-

V priéb&nu 48 hodin se nadévkuje asi 10 & steriiniho
vodnéhe rozioku glukozy. Roztok se pripravi nasledovne

90 kg glukozy x H,0 se smicha s 55 kg vody a sterilizuje se
po dobu 30 minut. Nalsedné se prida 300 ml roztoku
stopovych soli (slozeni viz vyse) a rovnéz 3 1 roztoku cit-
ratu Zeleznatého (slozeni viz vySe). Nasledné se prida

1 1 sterilné filtrovaného roztoku 90 g/l CaCl, x 2 Hy0 a 2 1

sterilné filtrovaného orztoku 375 g/l glutamatu sodného.
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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 jako zdroj dusiku pro
fermentaci. Pocet otacek michadla se reguluje, pricemz ob-
sah rozpusténého kysliku se udrzuje na hodnoté 30 % hodnoty
pri nasyceni. Tvorba pény se fidi obcasnym nadavkovanim
prostiedku proti pénéni. Po pferuseni davkovani zdroje uh-
liku se fermentace vede dale tak dlouho, dokud obsah rozpus-
téného kysliku (pO,) nedoséhne hodnoty 95 % pri nasyceni.
Potom se fermentace ukonc¢i. Oddéleni bunék se provede sepa-
raci na talirovém separatoru. Zbyvajici bumnky se usmrti
termicky sterilizaci. Koncentrace D-pantothenatu pfi pferu-
$eni po 48 hodinach ¢&ini 13,7 g/1. Po separaci a steriliza-

ci je koncentrace D-pantothenatu 10,7 g/1.

Analogickym zplsobem je také mozné vyrobit fermentacni
brecky, které vykazuji titr kyseliny pantothenové bez dokr-
movani B-alaninu vice jak 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 a vice jak 90 g/1.

Se 3000 g takto predupraveného fermentadniho roztoku
se postupuje nésledovné
dvé tfetiny nasady se smichaji pri teploté asi 10 °C s mnozZ-
stvim rcztoku Call, (40 %) ocdpovidajicim ekvivalentni kon-
centraci vicemocnych aniontf, tfetina nisady se vysrazi
Ca(OH), (pevny) v ekvivalentnim mnozstvi. Roztoky se ulozi
pifes noc do lednicky a potom se s pomoci tlakové filtracni
nuce (Seitz Tiefenfilter 700) oddéli od vysraZené usady.
Roztoky se potom smisi a pfidavkem dals$ich 10 g Ca(OH), pfi
teploté asi 10 °C se upravi bazické prostfedi (pH = 8,7) a

dosrazi se. Sra’enina se rovneéz odfiltruje.
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1800 g roztoku se potom pri teploté 35 °C zpracuje Vv
trojokruhovém elektrodialyzac¢nim zarizeni. Pritom se fer-
mentadéni bfedka vede pres produktovou komoru ohranicenou
dvéma kationtoménidovymi membrdnami. Na katodové strane od-
déluje monoselektivni kationtoméniCova membrana (Tokuyama
Soda, CMS) produkt z okruhu koncentratu, na anodové strané
se v produktové komofe s obvyklou kationtoménicovou membra-
nou (Tokuyama Soda, CMX) oddé&luje z okruhu CaCl,. Okruh
koncentratu a CaCl, se oddéluje aniontoménicovou membranou
(Tokuyama Soda, AMX). Do koncentrdatu se predlozi 750 g
0,5 %-niho roztoku chloridu sodného, do okruhu CaCl, 900 g
3,05 %-niho roztoku % CaCl,. V promyvacim okruhu elektrod
cirkuluje 0,1 molarni roztok siranu sodného. Pokus se pro-
2

vadi galvanostaticky pfi 30 mA/cm“ v zafizeni sestavajicim

z 5 vyse popsanych zakladnich jednotek s celkovou plochou

2 $arzovym zplsobem. Jako kriterium pro

membrany 500 cm
ukon¢eni byl zvolena minimélni vodivost 4 mS/cm v okruhu
CaCl,. Vysledky analyzy kationtd v produktovém okruhu

a v okruhu koncentratu jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

PTS ca2* Nat Kkt NH,*

5329/01/82 produkt t=0 | 9,27 |0,24 %|0,15 %|0,65 %|0,24 %

5329,/01/82 produkt S 0% (0,43 %|0,07 %|0,25 % 0,06 %
t=0,83 h

5329/01/82 produkt 0,0 {0,0% (0,2% |0,0% |0,0 %
t=0 h

5329/01/82 produkt 0,015]0,02 %|0,47 %|0,71 %|0,29 %
t=0, 83

7Z toho se vypo¢ita obohaceni 51 % pro sodik, 66 % pro
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amonium a 61 % pro draslik. Stfedni proudovy vytézek c¢ini
82 %. Ztrata kyseliny pantothenové v obou hraniénich
okruzich &ini vzdy 0,08 % nasazeného mnozstvi latky. pH
hodnota produktového okruhu je béhem pokusu mezi 7 az 7,5,

v okruhu koncentratu a v okruhu CaCl, asi pH = 6. Celkovy
pokles napé&ti stoupl v pribéhu pokusu ve shodé s poklesajici

vodivosti v okruhu CaCl2 z asi 11 na 16 V.

Roztok takto zpracovany elektrodialyzou se nasledné
Gspés$né vysudi rozstrikovanim na kone¢ny produkt. Tim se
doklad4, Ze pri odpovidajici pfipravé se miZe pouzZit trojok-
ruhovéi elektrodialyza s jednou monoselektivni kationtoméni-
&ovou membranou k vymé&né jednomocnych iontd za dvojmocné ka-
tionty, aby se zleps$ila suSitelnost kone¢ného produktu rozs-

t¥ikovanim.




1.

PATENTOVE NAROKY

Zpsob vyroby kyseliny D-pantothenové a/nebo jejich

soli, vyznacujici se tim, zZe

2.

vyznadcujici 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
deregulovand a v kultivad¢nim mediu se fermentaci
tvorfi nejméné 2 g/l soli kyseliny D-pantothenové,
pricemz 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 uva-
di vytvorenim elektrického pole pres jednu nebo né-
kolik iontoselektivnich membréan, pricemz se z roz-
toku obsahujiciho D-pantothenat odstrani nizkomole-

kularni ionty,

c) volnéd kyselina D-pantothenova obsazZend v roztoku se
pridavkem véapenaté a/nebo horec¢naté baze upravi na
hodnotu pH 5 az 10, pricdemZz se ziska roztok, ktery
obsahuje kalciumpantothenat a/nebo magnesiumpantot-

hendt a

d) roztok obsahujici kalciumpantothenat a/nebo magne-
siumpantothenat se podrobi suseni a/nebo tvorbé

formulace.

Zptsob podle naroku 1,

se ke kultivacdénimu
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mediu nepridava zadny volny B-alanin a/nebo soli B-alaninu.

3. Zplsob podle nékterého z narokd 1 nebo 2,
vyznacujici s e tim, Ze se jako organismy
produkujici kyselinu D-pantothenovou pouziji bakterie, kva-

sinky nebo houby.

4. Zpusob podle nékterého z narokt 1 az 3,
vyznac¢uijici se tim, ze se jako

mikroorganismus pouziji bakterie rodu Bacillaceae.

5. Zpisob podle nékterého z narokd 1 az 4,
vyznacujici s e tim, Ze 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,
vyznadcujici se tim, Z2¢e se v kroku a) tvori
mnozstvi kyseliny pantothenové a/nebo jejich soli nejméne

10 g/1 kultivac¢niho media, s vyhodou nejméné 20 g/1 kulti-
vacniho media, obzvlasté vyhodné nejméne 40 g/1 kultivacniho

media a zcela obzvlasté vyhodné nejméné 60 g/l kultivacniho

media.
7. Zplsob podle nékterého z narokd 1 az 6,
vy zaadcuwijicli s e t im, fe se v kroku c) upravi

pH roztoku na hodnotu 5 az 10.

8. Zptsob podle nékterého z naroktt 1 az 7,
vyznadcu]jici s e tim, zZe se v kroku c) upravi

pH roztoku na hodnotu 5 az 9, s vyhodou 6 az 9 a obzvlasté

vyhodné na 6 az 8.

9. Zptsob podle nékterého z narokl 1 az 8,
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vyznacuijici se tim, ze se v kroku b) pouzi-

je monopolarni a/nebo bipolarni iontomé€nicov4 membrana.

10. Zplsob podle nékterého z narokd 1 az 9,
vyznadc¢ujici se tim, 2Ze se v kroku b) pouzi-

je monopolarni iontoménicova membrana.

11. Zptsob podle nékterého z narokd 1 az 10,

vyznacujici se tim, 2e se v kroku b) pouzZi-

je monoselektivni iontoménicova membrana.

12. Zpisob podle nékterého z ndroklt 1 az 11,
vyznadcujici se tim, Ze se pH hodnota fer-
mentadniho roztoku obsahujiciho kysleinu D-pantothenovou up-
ravi pted zpracovanim v kroku b) na isoelektrickou pH hodno-

tu kyseliny pantothenové.

13. Zptsob podle nékterého z naroktt 1 az 12,
vyznadcujici se tim, 2e se v kroku b) nasta-
vi pro monopoldrni iontoménicovoou membranu hustota proudu

1 az 100 mA/cmz, s vyhodou 10 az 80 mA/cmz, a obzvlasté vy-
hodné 20 az 40 mA/cmZ.

14. Zptsob podle nékterého z ndrokd 1 az 13,
vyznadcujici se tim, ze se v kroku b) nasta-
vi pro bipolarni iontomé&nicovoou membrénu hustota proudu 1
az 150 mA/cmZ, s vyhodou 30 az 100 mA/cmE, a obzvlasteée vy-

hodné 70 az 90 mA/cmz.

15. Zpisob podle nékterého z narokd 1 az 14,
vyznadcuijici se tim, 2e se v kroku b) obsah
jednomocnych kationtl, s vyhodou amoniovych, draselnych

a/nebo sodnych iont sniZi na koncentraci = 1 g/kg roztoku.
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16. Zptsob podle nékterého z narokd 1 az 15,
vyznadcujici se tim, ZzZe se do roztoku v kro-
ku c) prida k neutralizaci hydroxid véapenaty, uhlic¢itan va-
penaty, oxid véapenaty, hydroxid hofecnaty a/nebo bazicky uh-

li¢itan hotecnaty ve form& pevné latky a/nebo vodné suspen-

ze .
17. Zptisob podle nékterého z narokll 1 az 16,
vyznac¢ujici se tim, 2e se do roztoku v kro-

ku c) prida vodnid suspenze obsahujici 2 az 55 % hmotnost-
nich, s vyhodou 10 aZ 50 % hmotnostnich a obzvlasté vyhodné

20 a® 40 % hmotnostnich hydroxidu vépenatého.

18. Zptisob podle nékterého z narokd 1 az 17,
vyznadcujici se tim, Ze se do roztoku v kro-
ku c) ptida vodna suspenze obsahujici 2 az 65 % hmotnost-
nich, s vyhodou 10 az 50 % hmotnostnich a obzvlasté vyhodné

20 az 40 % hmotnostnich uhli¢itanu vapenatého.

19. Zptisob podle nékterého z narokd 1 az 18,
vyznadcujici se tim, Ze se do roztoku v kro-
ku c) prida vodna suspenze obsahujici 2 az 60 % hmotnost-
nich, s vyhodou 10 az 50 % hmotnostnich a obzvlaste vyhodné

20 az 40 % hmotnostnich hydroxidu horecnatého.

20. Zpisob podle nékterého z ndrokl 1 az 19,
vyznadcuijici se tim, 2e se do roztoku v kro-
ku ¢) pridé vodné suspenze obsahujici 2 az 25 % hmotnost-

nich, s vyhodou 10 aZ 20 % hmotnostnich bazického uhlicitanu

hotecnatého.
21. Zptisob podle nékterého z narokl 1 az 20,
vyznadcujici se tim, 26 se v kroku c) nebo

d) ziska nebo ptedlozi suspenze obsahujici kalciumpantothe-
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nat a/nebo magnesiumpantothenat.

22.

Pripravek pro pouziti jako pfisada do zvifeciho krmiva

a/nebo doplnék zvireciho krmiva,

vyznacujici

v

. ze
: 2)
b)
c)
d)

23.

se tim, zZe je vyrobitelny tak,

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

20 g/1, s vyhodou 0 g/1 volného f-alaninu a/nebo

soli B-alaninu

fermentadni roztok obsahujici D-pantothenat se uva-
di vytvofenim elektrického pole pfes jednu nebo né-
kolik iontoselektivnich membran, pricemz se z roz-
toku obsahujiciho D-pantothenat odstrani nizkomole-

kuldrni ionty,

volnad kyselina D-pantothenova obsazend v roztoku se
pridavkem vépenaté a/nebo horecnaté baze upravi na

hodnotu pH 3 az 10, pricemz se ziska roztok, ktery

obsahuje kalciumpantothend:t a/nebo magonesiuvupuanto-

thendt a
roztok obsahujici kalciumpantothenat a/nebo magne-
siumpantothenat se podrobi susSeni a/nebo tvorbé

formulace.

Pripravek podle naroku 22,




~49- FRRCTI

vyznacujici s e tim, 2Ze se v kroku c) nebo
d) ziska nebo predlozi suspenze obsahujici kalciumpantothe-

niat a/nebo magnesiumpantothenat.

24. Pripravek podle nékterého z naroklli 22 nebo 23,
vyznadcuijici s e tim, Ze obsahuje soli kyse-
liny D-pantothenové ve formé dvojmocnych kationtl, s vyhodou

kalciumpantothendt a/nebo magnesiumpantothenat.

25. Pt¥ipravek podle neékterého =z nérbkﬁ 22 nebo 24,
vyznacujici s e tim, Ze obsahuje soli kyse-
liny D-pantothenové o koncentraci nejméné 1 az 100 % hmot-
nostnich, s vyhodou nejméné 20 az 100 % hmotnostnich a obzv-

148t& vyhodné nejméné 50 % hmotnostnich.

26. Pripravek podle nékterého z narokli 22 az 25,
vyznadc¢ujici s e tim, Ze obsah soli kyseliny

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