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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccién de 4dcido D-pantoténico y/o sus sales como aditivo de alimentos para animales.

La presente invencion se refiere a un método mejorado para la produccion de dcido D-pantoténico y/o sus sales y
a su uso como aditivo de alimentos para animales.

El D-pantotenato es un producto de partida de la biosintesis de la coenzima A muy extendido en el mundo animal
y vegetal. En contraposicion con el ser humano, que ingiere el 4dcido pantoténico en cantidades suficientes a través
de la alimentacién, sin embargo se describen con frecuencia tanto para las plantas como para los animales sintomas
de deficiencia para el D-pantotenato. Por tanto, la disponibilidad de D-pantotenato es de gran interés econdmico,
especialmente en la industria de los alimentos para animales.

De manera convencional, la produccién de D-pantotenato tiene lugar mediante la sintesis quimica a partir de
D-pantolactona y g-alaninato de calcio (Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6* edicién, 1999, versién
electrénica, capitulo “Vitamins”). Para la preparacién de D-pantolactona se necesita un cldsico desdoblamiento de
racematos costoso a través de sales diasteredmeras. El producto comercial que resulta a partir de la sintesis quimica es
en la mayoria de los casos la sal de calcio del dcido D-pantoténico, D-pantotenato de calcio.

Con respecto a la sintesis quimica la ventaja de los procedimientos de produccidén biotecnoldgicos con microorga-
nismos radica en la preparacion selectiva (pura desde el punto de vista de los enantiémeros) de la forma D del dcido
pantoténico Util para los organismos superiores. Por consiguiente se suprime un desdoblamiento de racematos costoso,
tal como es necesario en el caso de la sintesis quimica.

Se conocen numerosos casos de procedimientos fermentativos para la produccién de dcido D-pantoténico con mi-
croorganismos, asi entre otros a partir de los documentos EP 0 590 857, WO 96/33283, US 6.013.492, WO 97/10340,
DE 198 46 499, EP 1 001 027, EP 1 006 189, EP 1 006 192 y EP 1 006 193.

Asi describian los documentos EP 1 006 189 y EP 1 001 027 procedimientos para la produccién de pantotenato
en los que en la solucién de fermentacion se alcanza un contenido como maximo de 1 g/l de dcido D-pantoténico.
Sin embargo, tales contenidos reducidos de dcido pantoténico en la solucién de fermentacidn, o sea inferiores al 10%
en peso con respecto al contenido en sélidos, no son adecuados para una produccién econdmica de complementos
de alimento para animales que contienen dcido D-pantoténico. Otro inconveniente en los procedimientos descritos
hasta el momento es, que el aislamiento del producto a partir del medio de fermentacion requiere numerosas etapas de
tratamiento costosas. No se da a conocer un procedimiento de produccién econdmico para la escala industrial.

En la publicacién para informacién de solicitud de patente alemana DE 100 16 321 se describe un procedimiento
de fermentacion para la produccién de un complemento de alimento para animales que contiene dcido D-pantoténico.
Sin embargo un inconveniente esencial de este procedimiento es, al igual que en el caso de los procedimientos fer-
mentativos mencionados anteriormente para la produccién de dcido D-pantoténico, que al microorganismo se le debe
afiadir a través del medio de fermentacién obligatoriamente el precursor del 4cido pantoténico B-alanina, para obtener
rendimientos econémicos del producto deseado.

Ademais los documentos US 6.013.492 y WO 96/332839 describen el tratamiento del dcido D-pantoténico a partir
de la solucién de fermentacién mediante la filtracién de componentes insolubles (por ejemplo material celular) del
medio de cultivo, una adsorcién del filtrado en carbén activado, una elucién posterior del 4cido D-pantoténico con un
disolvente orgdnico, preferiblemente metanol, una neutralizacion con hidréxido de calcio y una cristalizacién posterior
de D-pantotenato de calcio. Inconvenientes esenciales son las pérdidas de producto de valor que aparecen durante la
cristalizacion asi como el uso de un disolvente orgdnico, que sélo puede eliminarse del producto con dificultad y que
hace necesaria una recuperacion del disolvente costosa.

El documento EP 0 590 857 describe un procedimiento de fermentacién para la produccion de dcido D-pantoténico,
en el que el cultivo de un microorganismo requiere obligatoriamente la adicién de S-alanina. Se filtra la solucién
de fermentacion para la separacidon de la biomasa, entonces se conduce a través de un intercambiador catidénico y
posteriormente a través de un intercambiador aniénico, a continuacién de esto se neutraliza con hidréxido de calcio,
se concentra, se mezcla con carbdn activado, se filtra otra vez y se cristaliza con la adicién de metanol y cloruro de
calcio. El producto que contiene pantotenato de calcio resultante contiene ademds de dcido D-pantoténico en forma
de la sal de calcio incluso cloruro de calcio en una razén molar de 1:1. Para la reduccién del contenido en cloruro de
calcio se requiere una electrodialisis con un secado por pulverizacién posterior. Este procedimiento tiene la desventaja
de no ser econdmico ni ecoldgico debido el gran nimero de etapas de procedimiento costosas y al uso de disolventes
organicos.

Es objetivo de la presente invencién la preparaciéon de un complemento de alimento para animales que contiene
dcido D-pantoténico y/o sus sales asi como su produccién mediante un procedimiento mejorado para la produccion de
acido D-pantoténico y/o sus sales, que no presenta los inconvenientes mencionados anteriormente. A este respecto es
deseable, por motivos econdmicos, un procedimiento, en el que se reduce drasticamente una adicién de S-alanina o ni
siquiera es necesaria. Ademds es deseable la produccién de dcido D-pantoténico en forma de sus sales bivalentes y a
este respecto sobre todo de las sales alcalinotérreas, dado que las sales bivalentes presentan menos propiedades higros-

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2274967 T3

copicas que las sales monovalentes del 4cido pantoténico y para el uso adicional, por ejemplo como complemento de
alimento para animales, tienden por consiguiente con menor intensidad a apelmazamientos. Este objetivo se soluciona
ventajosamente mediante la presente invencion.

Objeto de la presente invencidn es un procedimiento para la producciéon de dcido D-pantoténico y/o sus sales,
caracterizado porque

a) se utiliza al menos un microorganismo que produce 4dcido D-pantoténico, cuya biosintesis de dcido panto-
ténico (pan) y/o de isoleucina/valina (ilv) estd desregulada y que forma al menos 2 g/l de sales del 4cido
pantoténico mediante la fermentacion en un medio de cultivo, afiadiéndose al medio de cultivo 0 - 20 g/l de
[B-alanina libre y/o sal de -alanina,

b) se conduce la solucién de fermentacién que contiene D-pantotenato mediante la aplicacién de un campo
eléctrico a través de una o varias membranas selectivas de iones, elimindndose los iones de bajo peso
molecular de la solucién que contiene D-pantotenato,

c) se ajusta el 4cido D-pantoténico libre contenido en la solucién mediante la adicién de una base de calcio
y/o de magnesio hasta un valor de pH de 5-10, obteniéndose una solucién, que contiene pantotenato de
calcio y/o de magnesio y

d) se somete la solucién que contiene pantotenato de calcio y/o de magnesio a un secado y/o formulacién.

En una variante del procedimiento segin la invencién se obtiene o se coloca previamente en la etapa c) o d) una
suspension, que contiene pantotenato de calcio y/o de magnesio.

Ademéds la fermentacion que tiene lugar segiin la invencion en la etapa a) puede realizarse segiin modos de proceder
conocidos con un funcionamiento discontinuo, discontinuo con alimentacién o discontinuo con alimentacién repetida
o con una direccién del proceso continua. A este respecto para la neutralizacion del 4dcido pantoténico que se produce
se utilizan sistemas tamp6n habituales, tales como por ejemplo tampén fosfato con NaOH, KOH o amoniaco.

En variantes adicionales del procedimiento segin la invencién se forman en la etapa a) al menos 10 g/l, preferi-
blemente al menos 20 g/1, especialmente preferible al menos 40 g/, lo mds especialmente preferible al menos 60 g/1'y
especialmente al menos 70 g/l de sales del dcido D-pantoténico mediante fermentacién en el medio de cultivo.

Segtn la invencion debe entenderse por la formulacion “producir”, que el microorganismo puede sintetizar mayo-
res cantidades de dcido D-pantoténico y/o sus sales, que las que son necesarias para las propias demandas metabdlicas.
En una variante ventajosa segun la invencién la cantidad sintetizada de dcido D-pantoténico y/o sus sales no se en-
cuentra en el interior de las células, sino que se desprende de manera ideal del microorganismo al medio de cultivo.
Esta expulsion puede tener lugar de manera activa o pasiva segtin mecanismos en si conocidos.

Segtn la invencién se utilizan como microorganismos que producen dcido D-pantoténico hongos, levaduras y/o
bacterias. Segun la invencién se utilizan preferiblemente hongos tales como por ejemplo Mucor o levaduras, tales
como por ejemplo Saccharomyces o Debaromyces 'y a este respecto preferiblemente Saccharomyces cerevisiae. Ven-
tajosamente se utilizan segin la invencion bacterias corineformes o Bacillaceae. Segin la invencién se comprenden
preferiblemente por ejemplo bacterias de los géneros Corynebacterium, Escherichia, Bacillus, Arthrobacter, Brevi-
bacterium, Pseudomonas, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Acinetobacter o Rhizobium. A este respecto se prefieren
especialmente por ejemplo Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium breve o Bacillus subtilis, B. licheniformis,
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 y otras clases de Bacillus del grupo 1, que
se caracterizan por su 16s ARN o Actinum mycetalis. Esta enumeracion sirve para la explicacién y no es de ninguna
manera limitante para la presente invencion.

Ademais la presente invenciéon comprende también la utilizacién de microorganismos modificados genéticamente
para la produccién segin la invencion de un complemento de alimento para animales que contiene d4cido D-pantoténico
libre y/o sus sales. Los microorganismos modificados genéticamente de este tipo pueden aislarse por ejemplo mediante
mutagénesis quimica y seleccidon posterior mediante un “procedimiento de seleccién” adecuado. Segin la invencién
se comprenden también las denominadas “cepas de produccién”, que son adecuadas para la produccién del producto
en el sentido de la presente invencidn y que presentan modificaciones genéticas con respecto al flujo metabdlico en
la direccion del dcido D-pantoténico, estando incluidas también las modificaciones con respecto a la expulsién del
dcido D-pantoténico y/o sus sales a través de la membrana celular. Esto puede conseguirse por ejemplo mediante
modificaciones en las posiciones clave en rutas de biosintesis metabdlicas del microorganismo utilizado.

Es concebible también la utilizaciéon de microorganismos transgénicos, que resultan de la transferencia de secuen-
cias de nucleétidos homélogas y/o heterélogas, que son necesarias o pueden ser favorables para la sintesis del producto
deseado. A este respecto es concebible la sobreexpresion y/o desregulacion de uno o varios genes individualmente y/o
en combinacioén, localizados en el genoma y/o en un vector. Los microorganismos transgénicos de este tipo pueden
contener ventajosamente copias adicionales y/o genes modificados genéticamente seleccionados del grupo de panB,
panC, panD, panE y/o sus combinaciones y/o incluso unidades de organizacion, tal como el operén panBCD. Ademas
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pueden manipularse ventajosamente en los microorganismos otras rutas metabdlicas, tales como por ejemplo la ruta
de biosintesis de isoleucina-valina, tal como se describe por ejemplo en los documentos EP 1 006 189, EP 1 006 192,
EP 1 006 193 o EP 1 001 027. Mediante esto se ponen a disposiciéon multiplicadas, las sustancias precursoras de ca-
dena ramificada de la biosintesis del dcido pantoténico. Ventajosamente se sobreexpresan dado el caso los genes para
esta ruta de biosintesis, es decir ilvB, ilvN, ilvC y/o ilvD. Ademas se comprenden segiin la invencién modificaciones
genéticas de la aspartato-a-descarboxilasa (panD), por ejemplo mediante la sobreexpresion y/o desregulacién, en el
microorganismo que produce dcido D-pantoténico utilizado.

Por la formulacién “desregulacion” debe entenderse segun la invencion lo siguiente: modificaciones o alteraciones
de al menos un gen, que codifica para una enzima en una ruta metabdlica biosintética, de modo que la actividad de
la enzima estd modificada o alterada en el microorganismo. Se prefiere que al menos un gen, que codifica para una
enzima de una ruta metabdlica biosintética, esté modificado de tal manera, que el producto génico se forma de manera
reforzada o presenta una actividad aumentada. El término “ruta metabdlica desregulada” incluye también una ruta
metabdlica biosintética, en la que mds de un gen, que codifica para mas de una enzima, estd modificado o alterado de
tal manera, que las actividades de mds de una enzima estdn modificadas o alteradas. Las modificaciones o alteraciones
pueden comprender, pero no se limitan a: eliminacion del promotor endégeno o de elementos reguladores; insercién de
promotores fuertes, promotores inducibles o varios promotores simultdneamente; eliminar secuencias de regulacion,
de modo que la expresién del producto génico estd modificada; modificacién de la situacién cromosémica del gen;
modificacion de la secuencia de ADN en la proximidad del gen o dentro del gen tal como por ejemplo del sitio de
unién al ribosoma (RBS); aumento del ndmero de copias del gen en el genoma o diferente nimero de copias mediante
la introduccién de plasmidos; alteracion de proteinas (por ejemplo proteinas de regulacidn, supresores, potenciadores,
activadores transcripcionales, y similares), que desempefian un papel en la transcripcion del gen y/o en la traduccién
al producto génico. A éstas pertenecen también otras posibilidades para la desregulacion de la expresion de genes
que son estado de la técnica, tal como por ejemplo el uso de oligonucledtidos antisentido, o el bloqueo de proteinas
represoras. La desregulacién puede incluir también modificaciones en la regién codificante de genes, que conducen
por ejemplo a la anulacién de la regulacion por retroalimentacion en el producto génico o a una actividad especifica
mayor o menor del producto génico.

Ademads son ventajosas segun la invencién las modificaciones de ingenieria genética en enzimas, que influyen en la
emision de precursores del 4cido pantoténico y/o el flujo del dcido pantoténico para dar coenzima A. A modo de ejem-
plo, los genes que codifican para tales enzimas son: alsD, avtA, ilvE, ansB, coaA, coaX y otros mds. Esta enumeracién
sirve para la explicacion y no es limitante de ninguna manera para la presente invencién. Ademds son ventajosas las
modificaciones de ingenieria genética, que garantizan una preparacién celular de cofactores (por ejemplo de tetrahidro-
folato de metileno, equivalentes redox y similares) en una cantidad 6ptima para la produccién de dcido pantoténico.

De manera ventajosa se encuentra entonces ya la $S-alanina en las células en concentraciones aumentadas con
respecto a los microorganismos no modificados genéticamente de manera correspondiente y no debe afiadirse por con-
siguiente como precursor al medio de cultivo, tal como es necesario en el documento EP-A-0 590 857. Son ventajosos
los microorganismos, cuya biosintesis del dcido pantoténico (pan) y/o la isoleucina-valina (ilv) y/o aspartato-a-des-
carboxilasa (panD) esta desregulada. Ademads es ventajosa una sobreexpresion adicional de la cetopantoato-reductasa
(panE) en los microorganismos.

Ademds es ventajoso segtin la invencion si dado el caso el gen coaA, que es necesario para la sintesis de coenzima
A, tiene su actividad reducida o (por ejemplo en las especies de Bacillus) estd completamente inactiva. Es decir
Bacillus contiene ademds de coaA otro gen para esta funcién enzimdtica (= coaX). También la actividad de este gen
coaX o de la enzima correspondiente pueden modificarse, preferiblemente reducirse, o incluso delecionarse, siempre
que el propio coaA presente todavia una actividad enzimdtica suficiente, aunque reducida, es decir que la actividad
enzimatica de coaA no se ha perdido completamente. Ademads de la sobreexpresion de los diferentes genes también es
ventajosa una manipulacién genética de las regiones promotoras de estos genes de tal manera, que esta manipulacién
conduce a una sobreexpresion de los productos génicos.

En una variante de realizacion de la presente invencion se utilizan las cepas bacterianas descritas segin el anexo
(documento WO 01/21772), tales como por ejemplo Bacillus subtilis PA 824 y/o derivados de los mismos. En una
variante de realizacion preferida se utiliza segtn la invencién el microorganismo Bacillus subtilis PA 668, tal como
se describe segun el anexo (documento US 2004/0091979), en el procedimiento segun la invencidén. Estas cepas de
Bacillus subtilis PA 824 y PA 668 se produjeron tal como sigue:

Partiendo de la cepa de Bacillus subtilis 168 (cepa Marburg ATCC 6051), que presenta el genotipo trpC2
(Trp™), se generé mediante transduccién del marcador Trp* (del tipo natural W23 de Bacillus subtilis) la
cepa PY79. En la cepa PY79 se insertaron mediante métodos de ingenieria genética clasicos (tal como se
describen por ejemplo en Harwood, C. R. y Cutting, S. M. (editores), Molecular Biological Methods for
Bacillus (1990) John Wiley & Sons, Ltd., Chichester, Inglaterra) las mutaciones ApanB y ApanEI.

La cepa resultante se transformé con ADN gendmico de la cepa PA221 de Bacillus subtilis (genotipo
PpanBCD, trpC2 (Trp-)) y ADN gendémico de la cepa PA303 de Bacillus subtilis (genotipo PspanEl).
La cepa PA327 resultante tiene el genotipo P,spanBCD, PypanEl y es auxétrofo con respecto al triptéfano
(Trp™). Con la cepa PA327 de Bacillus subtilis se consiguieron en cultivos de 10 ml con medio SVY (llenar
25 g/l de caldo infusién de ternera de Difco, 5 g/l de extracto de levadura de Difco, 5 g/l glutamato de Na,
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2,7 g/l sulfato de amonio hasta 740 ml de agua, introducir en autoclave, posteriormente adicién de 200 ml
de fosfato de potasio 1 M, pH 7,0 y 60 ml de solucién de glucosa estéril al 50%), complementados con 5
g/l de S-alanina y 5 g/l de a-cetoisovalerato, titulos de dcido pantoténico de hasta 3,0 g/l (24 h).

La produccion de la cepa PA221 de Bacillus subtilis (genotipo PyspanBCD, trpC2 (Trp-)) se describe en el parrafo
siguiente:

Mediante métodos de ingenieria genética clasicos con ayuda de la informacién de secuencia del operén
panBCD de E. coli (véase Merkel et al., FEMS Microbiol. Lett., 143, 1996:247-252) partiendo de una bi-
blioteca de plasmidos de Bacillus subtilis GP275 se cloné el operén panBCD de Bacillus. Para la clonacién
se utilizé la cepa BM4062 de E. coli (bir*) y la informacién de que el operén de Bacillus se encuentra en la
proximidad del gen birA. El operén panBCD se insertd en un plasmido replicable de E. coli. Para la mejora
de la expresion del operén panBCD se utilizaron promotores constitutivos fuertes del fago SPO1 de Bacillus
subtilis (Py) v se sustituyd el sitio de unidn al ribosoma (= RBS) antes del gen panB por un RBS artificial.
Antes del casete P,,panBCD en el pldsmido se ligé un fragmento de ADN, que se encuentra directamente
en el sentido 5° del gen panB nativo en Bacillus. Este plasmido se transformé en la cepa RL-1 de Bacillus
subtilis (derivado obtenido mediante mutagénesis clasica del Bacillus subtilis 168 (cepa de Marburg ATCC
6051), genotipo trpC2 (Trp~)) y mediante recombinacién homdloga se sustituyé el operén panBCD nativo
por el operén PypanBCD. La cepa resultante recibe el nombre de PA221 y tiene el genotipo PypanBCD,
trpC2 (Trp™).

Con la cepa PA221 de Bacillus subtilis en cultivos de 10 ml con medio SVY, complementados con 5 g/l de
[-alanina y 5 g/l de a-cetoisovalerato, se consiguieron titulos de dcido pantoténico de hasta 0,92 g/l (24 h).

La produccién de la cepa PA303 de Bacillus subtilis (genotipo P,spanEl) se describe en el parrafo siguiente:

Con ayuda de la secuencia génica panE de E. coli se cloné de manera andloga la secuencia panE de Bacillus.
Se demostrd, que en B. subtilis existen dos homdlogos del gen panE de E. coli, que se denominaron panE]
y panE2. Mediante andlisis de delecién se demostrd, que el gen panEl es responsable del 90% de la
produccién de 4cido pantoténico, mientras que la delecién del gen panE2 no tuvo ningtin efecto significativo
en la produccién de dcido pantoténico. También aqui de manera andloga para la clonacién del operén
panBCD se sustituy6 el promotor por el promotor constitutivo fuerte Pys y el sitio de unién al ribosoma
antes del gen panEl por el sitio de unién artificial. Se cloné el fragmento PypanEl en un vector, que
estaba configurado de tal manera, que el fragmento P,spanEl podia integrarse en el locus panE1 original
en el genoma de Bacillus subtilis. La cepa resultante tras la transformacion y la recombinacién homdloga
recibe el nombre de PA303 y tiene el genotipo PypanEl.

Con la cepa PA303 de Bacillus subtilis, en cultivos de 10 ml con medio SVY, complementados con 5 g/l de
B-alanina y 5 g/l de a-cetoisovalerato, se consiguieron titulos de dcido pantoténico de hasta 1,66 g/l (24 h).

La construccion de la cepa adicional tuvo lugar mediante la transformacién de PA327 con un plasmido, que conte-
nia el operén PyilvBNC y el gen marcador para espectinomicina. El operén P,silvBNC se integraba en el locus amyE,
lo que pudo confirmarse mediante PCR. Un transformante se denominé PA340 (genotipo PypanBCD, PypanEl,
PyilvBNC, specR, trpC2 (Trp~)). Con la cepa PA340 de Bacillus subtilis en cultivos de 10 ml con medio SVY, com-
plementados sélo con 5 g/l de 8-alanina, se consiguieron titulos de dcido pantoténico de hasta 3,6 g/l (24 h), en cultivos
de 10 ml con medio SVY, complementados con 5 g/l de S-alanina y 5 g/l de @-cetoisovalerato, se consiguieron titulos
de 4cido pantoténico de hasta 4,1 g/l (24 h).

Por lo demés se insert6 en la cepa PA340 un casete ilvD desregulado. Para ello se transformé un plasmido, que
contiene el gen ilvD bajo el control del promotor P, con el RBS2 artificial, en PA340. A este respecto se integro el
gen PygilvD mediante recombinacién homoéloga en el locus ilvD original. La cepa PA374 resultante tiene el genotipo
PypanBCD, PyspanEl, PysilvBNC, PasilvD, specR y trpC2 (Trp~). Con la cepa PA374 de Bacillus subtilis en cultivos
de 10 ml con medio SVY, complementados s6lo con 5 g/l de S-alanina, se consiguieron titulos de 4dcido pantoténico
de hasta 2,99 g/1 (24 h).

Para producir con la cepa PA374 dcido pantoténico sin adicién de S-alanina, se insertaron en la cepa PA374 copias
adicionales del gen panD que codifica para la aspartato-a-descarboxilasa. Para ello se transformé ADN cromosémi-
co de la cepa PA401 en PA374. Mediante la seleccion sobre tetraciclina se obtuvo la cepa PA377. La cepa PA377
resultante tiene el genotipo PrspanBCD, PypanEl, PysilvBNC, PyilvD, specR, tetR y trpC2 (Trp™).

Con la cepa PA377 de Bacillus subtilis en cultivos de 10 ml con medio SVY se consiguieron titulos de dcido
pantoténico sin adicion de precursores de hasta 1,31 g/l (24 h).

La produccién de la cepa PA401 de Bacillus subtilis (genotipo P,spanD) se describe en el parrafo siguiente:
Se cloné el gen panD de Bacillus subtilis a partir del operén panBCD en un vector, que porta el gen
marcador de tetraciclina. Antes del gen panD se clonaron el promotor P,s y un RBS artificial descrito

anteriormente. Mediante digestion de restriccion se produjo un fragmento, que contenia el gen marcador de
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tetraciclina y el gen PypanD. Volvié a ligarse este fragmento y se transformé en la cepa PA221 mencionada
anteriormente. A este respecto se integré el fragmento en el genoma de la cepa PA221. La cepa PA401
resultante tiene el genotipo P,spanBCD, PypanD, tetR y trpC2 (Trp™).

Con la cepa PA401 de Bacillus subtilis, en cultivos de 10 ml en medio SVY, complementados con 5 g/l de
a-cetoisovalerato, se consiguieron titulos de dcido pantoténico de hasta 0,3 g/l (24 h). En cultivos de 10 ml
con medio SVY, complementados con 5 g/l de dcido D-pantoico y 10 g/l de L-aspartato, se consiguieron
titulos de acido pantoténico de hasta 2,2 g/l (24 h).

Partiendo de la cepa PA377 se generé mediante la transformacién con ADN cromosémico de la cepa PY79 una
cepa prototrofa frente al triptéfano. Esta cepa PA824 tiene el genotipo PrspanBCD, PypanEl, PyilvBNC, PysilvD,
specR, tetR y Trp*. Con la cepa PA824 de Bacillus subtilis en cultivos de 10 ml con medio SVY, se consiguieron
titulos de 4cido pantoténico sin adicion de precursores de hasta 4,9 g/l (48 h) (Comparacién con PA377: hasta 3,6 g/l
en 48 h).

La produccion de PA688 se describe en el parrafo siguiente:

Se cloné el gen panB de Bacillus a partir del operén panBCD de tipo natural y se inserté en un vector, que
ademds de un gen de resistencia al cloranfenicol contiene también secuencias de B. subtilis del locus vpr.

El promotor constitutivo fuerte P26 se inserté antes del extremo 5’ del gen panB. Se obtuvo un fragmento,
que contiene el gen PypanB, el gen marcador para la resistencia frente al cloranfenicol asi como secuencias
vpr de Bacillus subtilis, mediante digestion de restriccion. Volvié a ligarse el fragmento aislado y con ello
se transformo la cepa PA824. La cepa obtenida se denominé PA668. El genotipo de PA668 es: PypanBCD,
PypanEl, PyilvBNC, PyilvD, PypanB, specR, tetR, CmR y Trp*.

Se aislaron dos colonias de PA668 y una se denominé PA668-2A y la otra PA668-24.

Con la cepa PA668-2A de B. subtilis, en cultivos de 10 ml en medio SVY, sin la adicién de precursores, se
consiguieron titulos de dcido pantoténico de 1,5 g/l en 48 h. En cultivos de 10 ml, complementados con 10
g/l de aspartato, se consiguieron titulos de dcido pantoténico de hasta 5 g/1.

Con la cepa PA668-24 de B. subtilis, en cultivos de 10 ml en medio SVY, sin la adicién de precursores, se
consiguieron titulos de dcido pantoténico de 1,8 g/l en 48 h. En cultivos de 10 ml, complementados con 10
g/l de L-aspartato, se consiguieron titulos de 4cido pantoténico de hasta 4,9 g/1.

La construccion exacta de las cepas debe tomarse segin los anexos de los documentos WO 01/21772 y US
2004/0091979.

Con la cepa PA377 descrita anteriormente con fermentacion limitada en glucosa en medio SVY (25 g/l de caldo
infusién de ternera de Difco, 5 g/l de extracto de levadura de Difco, 5 g/l de triptéfano, 5 g/l de glutamato de Na, 2 g/l
de (NH,),S0O,, 10 g/l de KH,PO,, 20 g/l de K,HPO,, 0,1 g/l de CaCl,, 1 g/l de MgSO,, 1 g/l de citrato de sodio, 0,01
g/l de FeSO, x 7 H,O y 1 ml/l de una solucién salina de oligoelementos de composicion siguiente: 0,15 g de Na,MoO,
x 2 H,0, 2,5 gde H;BO;, 0,7 g de CoCl, x 6 H,0, 0,25 g de CuSO, x 5 H,0, 1,6 g de MnC], x 4 H,0, 0,3 g de ZnSO,
x 7 H,0, llena con agua hasta 1 1) en la medida de 10 I con alimentacién continua de una solucién de glucosa en 36 h
(48 h) se consiguieron concentraciones de dcido pantoténico en el caldo de fermentacién de 18-19 g/l (22-25 g/l).

Con una fermentacién limitada en glucosa de PA824, el derivado prototrofo frente a triptéfano de PA377, en medio
de extracto de levadura (10 g/l de extracto de levadura de Difco, 5 g/l de glutamato de Na, 8 g/l de (NH,),SO,, 10 g/1
de KH,PO,, 20 g/l de K,HPO,, 0,1 g/l de CaCl,, 1 g/l de MgSQO,, 1 g/l de citrato de sodio, 0,01 g/l de FeSO, x 7H,0y
1 ml/1 de la solucién salina de oligoelementos descrita anteriormente) en la medida de 10 1 con alimentacién continua
de una solucién de glucosa en 36 h, 48 h'y 72 h se consiguen las concentraciones de 4cido pantoténico siguientes en
caldos de fermentacién: 20 g/l, 28 g/l y 36 g/l.

Mediante una optimizacién de los medios adicional con la cepa PA824 con una fermentacién limitada en glucosa
en un medio que consiste en 10 g/l de extracto de levadura de Difco, 10 g/l de NZ Amine A (Quest International
GmbH, Erftstadt), 10 g/l de glutamato de Na, 4 g/l de (NH,),SO,, 10 g/l de KH,PO,, 20 g/l de K,HPO,, 0,1 g/l de
CaCl,, 1 g/l de MgS0O,, 1 g/l de citrato de sodio, 0,01 g/l de FeSO, x 7 H,O y 1 ml/l de la solucién salina de oligoe-
lementos descrita anteriormente en la medida de 10 1 con alimentacién continua de una solucién de glucosa en 36 h
(48 h) se consiguen las concentraciones de 4cido pantoténico de 37 g/l (48 g/1) en caldos de fermentacién. Aumentos
adicionales de la concentracién de dcido pantoténico en el caldo de fermentacién son concebibles mediante optimiza-
cién adicional de los medios, mediante aumento de la duracion de la fermentacién, mediante la mejora de la cepa y del
procedimiento asi como mediante combinaciones de las etapas individuales. Asi pueden conseguirse las concentra-
ciones de 4cido pantoténico descritas anteriormente también mediante la fermentacion de cepas, que son derivados de
la PA824 descrita anteriormente. Los derivados pueden producirse mediante el desarrollo de la cepa clasico asi como
mediante manipulaciones de ingenieria genética adicionales. Mediante el desarrollo del procedimiento de fermenta-
cion, de los medios y de la cepa pueden aumentarse los titulos de acido pantoténico en los caldos de fermentacién
hasta mas de 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 y > 90 g/I.
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Una ventaja esencial del procedimiento segtn la invencién es que la fermentacién se realiza en un medio de cul-
tivo, que ademds de al menos una fuente de carbono y de nitrégeno como compuestos de partida no contiene otras
etapas previas (precursores). Es decir la biosintesis del dcido D-pantoténico es independiente de la alimentacién de
otros precursores. Por precursores de este tipo deben entenderse segin la invencidn sustancias tales como por ejemplo
[B-alanina y/o L-aspartato y/o L-valina y/o a-cetoisovalerato y/o sus combinaciones. En una variante preferida del pro-
cedimiento segun la invencién se realiza la fermentacioén del microorganismo que produce dcido D-pantoténico en un
medio de cultivo, que contiene una fuente de carbono y una de nitrégeno, pero que no se mezcla con ninguna -alanina
libre y/o sales de B-alanina o no se le afiade en el transcurso de la fermentacién. Es decir para la produccién de acido
D-pantoténico en intervalos de al menos 10 g/l de medio de cultivo, preferiblemente de al menos 20 g/1, especialmente
preferible de al menos 40 g/1, lo més especialmente preferible de al menos 60 g/l y especialmente de al menos 70 g/1,
no se necesita segtin la invencidn ninguna alimentacién de S-alanina libre y/o sales de -alanina. La independencia de
la alimentacién de precursores representa especialmente una ventaja econdémica esencial del procedimiento segtn la
invencion con respecto a los procedimientos conocidos, dado que un gran nimero de precursores son muy caros.

Sin embargo la adicién de S-alanina y/o sales de -alanina no se descarta, de modo que en consecuencia puede
mejorarse todavia adicionalmente el rendimiento de 4dcido D-pantoténico mediante la adicién de S-alanina y/o sales
de B-alanina. Si se parte por ejemplo de la base de que todos los precursores necesarios del dcido pantoténico es-
tan presentes en una cantidad suficiente y dnicamente la actividad del gen panD limita un aumento adicional de la
produccién de 4cido pantoténico, entonces puede aumentarse el rendimiento de dcido pantoténico por ejemplo en un
50% adicional mediante la adicién de B-alanina libre y/o sales de S-alanina. En una variante ventajosa de la presente
invencién pueden afiadirse hasta 20 g/l de B-alanina libre y/o sales de S-alanina al medio de cultivo para el aumento
adicional del rendimiento de dcido pantoténico en mas del 50%. Se prefiere la adicion de aproximadamente 15 g/l de
[-alanina libre y/o sales de S-alanina al medio de cultivo.

Ejemplos de fuentes de carbono adecuadas segtin la invencion para su utilizacién en un medio de cultivo para la
fermentacién de los microorganismos mencionados anteriormente son azucares, tales como hidrolizados de almidén
(mono, di, oligosacdridos), preferiblemente glucosa o sacarosa asi como melaza de remolacha o de cafia de azicar, pro-
tefnas, hidrolizados de proteina, harina de soja, agua empleada para remojar maiz, grasas, dcidos grasos libres, células
recirculadas de fermentaciones ya realizadas o su hidrolizados asi como extracto de levadura. Estas enumeraciones no
son limitantes para la presente invencion.

Ademéds el presente procedimiento se caracteriza de manera ventajosa porque el contenido en azicar total se
reduce hasta un minimo hasta el final de la fermentacién, dado que de otra manera éste dificulta un secado posterior
y/o formulacién de la solucién de fermentacién por adhesion. Esto puede conseguirse segun la invencién porque la
fermentacién continda realizdndose todavia algin tiempo después de que se haya consumido la fuente de carbono
(en el caso del cultivo en funcionamiento discontinuo) o después de interrumpir la alimentacién de carbono (en el
caso de una direccion del proceso en funcionamiento discontinuo con alimentacién o discontinuo con alimentacién
repetida) y/o se regula de tal manera, que la concentracion de la fuente de carbono practicamente es cero (en el caso de
una direccién del proceso discontinua con alimentacion, discontinua con alimentacién repetida o continua). Esto tiene
lugar segtn la invencién porque tras la interrupcién de la dosificacion de la fuente de carbono (por ejemplo solucién
de azicar) continda realizdndose la fermentacion hasta conseguir una concentracién de oxigeno disuelto (pO,) de al
menos el 80%, preferiblemente del 90% y especialmente preferible del 95% del valor de saturacién en la solucién de
fermentacion.

Ejemplos de fuentes de nitrégeno adecuadas segin la invencién son amoniaco, sulfato de amonio, urea, proteinas,
hidrolizados de proteina o extracto de levadura. Tampoco esta enumeracién es limitante para la presente invencion.

Ademis el medio de fermentacion contiene sales minerales y/o oligoelementos, tales como aminoécidos y vitami-
nas. Las composiciones exactas de los medios de fermentacién adecuados son muy conocidas y son accesibles para
el experto. Tras la inoculacién del medio de fermentacion con un microorganismo adecuado que produce acido D-
pantoténico (con los espesores celulares conocidos por el experto) tiene lugar, dado el caso con la adicién de un agente
antiespumante, el cultivo del microorganismo. Una regulacién dado el caso necesaria del valor de pH del medio puede
tener lugar con diferentes 4cidos o bases inorgdnicas u orgéanicas, tales como por ejemplo NaOH, KOH, amoniaco,
acido fosférico, acido sulfirico, acido clorhidrico, acido férmico, adcido succinico, acido citrico o similares.

Debido a los sistemas tamp6n utilizados durante la fermentacién, que pueden ser tal como se describieron anterior-
mente, por ejemplo NaOH, KOH, amoniaco, dcido fosférico, dcido sulfirico, 4cido clorhidrico, dcido férmico, 4cido
succinico, dcido citrico o similares, se encuentra el dcido D-pantoténico formado en la solucién de fermentacion segtin
el sistema tampdn utilizado en forma de (de las) sal(es) respectiva(s). Dado que a este respecto segtn la invencién son
desventajosas sobre todo las sales del 4cido D-pantoténico en forma de sus cationes monovalentes o se prefiere sobre
todo el 4cido D-pantoténico en forma de sus sales de calcio o de magnesio, se trata la solucién de fermentacioén segtiin
la invencién mediante un procedimiento de separacién por electromembrana.

A este respecto la presente invencion comprende todos los tipos de procedimientos disponibles de separacién por
electromembrana, tales como las electrolisis de membrana o las electrodidlisis. Pertenece al conocimiento del experto
hacer una seleccion adecuada. Segin la invencién se prefiere la utilizacién de la electrodidlisis. A este respecto se
utilizan tanto electrodidlisis con membranas exclusivamente monopolares como electrodidlisis con membranas mono
y/o bipolares. Especialmente se prefieren electrodidlisis con membranas exclusivamente monopolares, especialmente
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electrodidlisis con membranas monopolares selectivas para iones monovalentes, las denominadas membranas monose-
lectivas. En principio, puede utilizarse cualquier membrana utilizada habitualmente en el contexto de los procedimien-
tos de electrodidlisis para la realizacién del procedimiento segin la invencién. En el caso de la membrana utilizada en
el contexto de la electrodidlisis segin la invenciodn, se utilizan preferiblemente membranas de intercambio i6nico habi-
tuales en el comercio. Como membranas de intercambio aniénico que pueden usarse deben mencionarse por ejemplo:
Neosepta AM1, AM2, AM3, AMX, AMH, AFN, de Tokuyama Corp. y AMV de Asahi Glass. Como membranas de
intercambio catiénico deben mencionarse a modo de ejemplo Neosepta CM1, CM2, CMX, CMH, CMB, Asahi Glass
CMYV asi como Nafion 435 0 350 de Du Pont de Nemours. Como membrana de intercambio catiénico monoselectiva
debe mencionarse por ejemplo la membrana Neosepta CMS. Como membrana de intercambio aniénico monoselectiva
se tienen en consideracion por ejemplo las membranas Neosepta ACS de Tokuyama Corp. o Selmion ASV de Asahi
Glass. Como electrodos pueden utilizarse aceros afinados, niquel, metales nobles tales como por ejemplo platino u
otros materiales adecuados conocidos por el experto.

Mediante la utilizacién de la electrodialisis monopolar, pueden conducirse segiin la invencion tanto los aniones
como los cationes de la soluciéon que contiene pantotenato mediante la migracion en el campo eléctrico por las mem-
branas de intercambio aniénico o catiénico a una segunda solucién (solucién concentrada, CONC) y por consiguiente
pueden eliminarse de la solucidn que contiene 4cido pantoténico (solucién de material diluido, DIL). De manera ven-
tajosa, los iones de bajo peso molecular se eliminan segin la invencién de la solucién que contiene dcido pantoténico.
Por iones de bajo peso molecular se entienden aquéllos segtin la invencién que se introducen mediante la composicién
del medio de cultivo y/o el sistema tampdn en el caldo de fermentacién, pero que no son deseables en el producto final.
A este respecto, por ejemplo se trata de los siguientes iones: iones amonio, potasio, sodio, hierro, cloruro, fosfato o
sulfato.

En una variante de realizacién adicional de la presente invencidn es posible realizar un intercambio iénico de ca-
tiones monovalentes, tales como iones Na* o amonio, por cationes polivalentes, tales como Ca®*. Para esto se utilizan
membranas de intercambio catiénico selectivas para iones monovalentes. Asi, por ejemplo se coloca previamente una
solucién de CaCl, en un circuito I y la solucién de dcido pantoténico que contiene los cationes monovalentes en un
segundo circuito II separado del circuito I mediante una membrana de intercambio catiénico. Entonces, los cationes
monovalentes preferiblemente se conducen hacia una tercera cdmara III mediante una membrana de intercambio ca-
tiénico selectiva para iones monovalentes que se encuentra entre la cdmara Il y la cdmara III. Simultdneamente, se
conducen los aniones, tales como iones cloruro, de la cimara I a la camara III mediante una membrana de intercambio
aniénico que se encuentra entre la cdmara I y la cdmara III. Los iones Ca,, se conducen de la cdmara I a la cdmara II
mediante una membrana de intercambio catiénico. De esta manera se obtiene directamente el D-pantotenato de calcio.
En el caso de que exista una sal de un dcido débil, tal como por ejemplo el dcido pantoténico, también puede obtenerse
acido D-pantoténico libre en un sistema de este tipo, si se coloca previamente una solucién de HCI acuosa en vez de
CaCl, en la camara I.

Segtn la invencién se comprende también la utilizacién de sales de calcio y/o de magnesio en forma de aniones
inorgdnicos u organicos. De manera ventajosa se usan segtin la invencidn cloruro, nitrato, hidréxido, formiato, acetato,
propionato, glicinato o lactato de calcio y/o de magnesio.

En una variante de realizacién de la presente invencién, pueden conducirse los cationes, en el caso de utilizar la
electrodidlisis bipolar de manera ventajosa con la proporcién simultdnea de protones (mediante la disociacidon de agua
en la membrana bipolar), de la solucién que contiene pantotenato mediante las membranas de intercambio catiénico
a una segunda solucién y por consiguiente pueden eliminarse de la solucién que contiene dcido pantoténico. En
la segunda solucién se forman las correspondientes bases de los cationes que se conducen con los iones hidréxido
proporcionados en la membrana bipolar mediante la disociacion de agua.

En otra forma de realizacién de la presente invencion, pueden conducirse los aniones, en el caso de utilizar la elec-
trodidlisis bipolar de manera ventajosa con la proporcién simultdnea de iones hidréxido (mediante la disociacién de
agua en la membrana bipolar), de la solucién que contiene pantotenato a una segunda solucién mediante la membrana
de intercambio anidnico y por consiguiente pueden eliminarse de la solucién que contiene dcido pantoténico. En la se-
gunda solucién se forman los correspondientes 4cidos de los aniones que se conducen con los protones proporcionados
en la membrana bipolar mediante la disociacién de agua.

Segtn la invencién se comprende también una variante de realizacién adicional en la que por un lado los anio-
nes mediante la utilizacién de la electrodidlisis bipolar con la proporcién simultdnea de iones hidréxido (mediante
la disociacion de agua en la membrana bipolar) se conducen de la solucién que contiene pantotenato a una segunda
solucién mediante una membrana de intercambio aniénico y por consiguiente se eliminan de la solucién que contiene
dcido pantoténico y por otro lado los cationes con la proporcién simultdnea de protones (mediante la disociacién de
agua en la membrana bipolar) se conducen de la solucién que contiene pantotenato a una tercera solucién mediante la
membrana de intercambio catidnico y por consiguiente se eliminan de la solucién que contiene 4cido pantoténico. En
la segunda solucién se forman los correspondientes 4cidos de los aniones que se conducen con los protones proporcio-
nados en la membrana bipolar mediante la disociacion de agua y en la tercera solucién se forman las correspondientes
bases de los cationes que se conducen con los iones hidréxido proporcionados en la membrana bipolar mediante la
disociacién de agua.
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Segtn la invencion se prefiere ademds, en el caso del presente procedimiento, el ajuste del valor de pH de la
solucién que contiene pantotenato, hasta el punto isoeléctrico del 4cido pantoténico con ayuda de dcidos o ba-
ses. Debido a eso, el rendimiento del dcido D-pantoténico libre puede aumentarse mds o la pérdida puede minimi-
zarse.

La electrodidlisis monopolar es una variante especialmente preferida, dado que es muy econémica en comparacion
con la electrodidlisis bipolar.

Entonces, la electrodidlisis bipolar es apropiada especialmente si los dcidos o bases no deben afiadirse para el ajuste
del valor de pH o si puede reutilizarse el 4cido o base producido.

Todas las variantes de electrodidlisis ofrecen segun la invencién la ventaja de que no presentan agua residual a
partir de la regeneracion de las resinas de intercambio i6nico.

Mediante la utilizacién segtin la invencién del procedimiento de separacién de electrones preferiblemente se eli-
minan los iones de bajo peso molecular no deseados (iones extrafios), tales como iones amonio, potasio, sodio, hierro,
cloruro, fosfato o sulfato, de la solucién que contiene D-pantotenato. Es decir, se produce(n) preferiblemente dcido D-
pantoténico libre o las sales deseadas, tales como D-pantotenato de calcio y/o de magnesio, Segtn la invencion se re-
duce el contenido en cationes monovalentes, preferiblemente iones amonio, potasio y/o sodio, hasta una concentracién
de < 1 g/kg de solucién.

También puede reducirse esencialmente el contenido en aniones no deseados, tales como por ejemplo iones cloruro,
sulfato o fosfato, mediante la eleccién de la membrana de intercambio i6nico, preferiblemente mediante la utilizacién
de una membrana de intercambio anidnico.

La disolucién asi obtenida que contiene d4cido D-pantoténico libre se ajusta segtin la invencién mediante la adicién
de bases de calcio y/o de magnesio hasta un valor de pH de 3-10. De manera ventajosa es un valor de pH de 5-10. Se
prefiere el ajuste del valor de pH hasta un valor de 5-9, especialmente preferible de 6-9 y muy especialmente preferible
de 6-8. De esta manera se obtiene una solucién que contiene pantotenato de calcio y/o de magnesio. Preferiblemente,
se le afade a la solucién para la neutralizacién hidréxido de calcio, carbonato de calcio, 6xido de calcio, hidréxido
de magnesio y/o carbonato de magnesio basico en forma de un sélido y/o como suspensién acuosa. A este respecto,
se prefiere segin la invencidn, si la neutralizacién de la solucién que contiene dcido D-pantoténico libre tiene lugar
con ayuda de una base de calcio y/o de magnesio en forma de una suspensién acuosa. Mediante la utilizacién de una
dispersion acuosa, la neutralizacion tiene lugar més rdpidamente y sin grandes fluctuaciones de pH como es el caso de
la utilizacién de un sélido correspondiente.

Segin la invencién el procedimiento se caracteriza porque se aflade a la solucion en la etapa c) una suspension
acuosa que contiene el 2-55% en peso, preferiblemente el 10-50% en peso y especialmente preferible el 20-40% en
peso de hidréxido de calcio. Segun la invencién se comprende ademds un procedimiento, en el que se afiade a la
solucién en la etapa c) una suspensién acuosa que contiene el 2-65% en peso, preferiblemente el 10-50% en peso
y especialmente preferible el 20-40% en peso de carbonato de calcio. En una variante de realizacion adicional de la
presente invencidn se afiade a la solucidn en la etapa c) del procedimiento segin la invencién, una suspension acuosa
que contiene el 2-60% en peso, preferiblemente el 10-50% en peso y especialmente preferible el 20-40% en peso de
hidréxido de magnesio. Segin la invencién se comprende también un procedimiento, afladiéndose a la solucién en la
etapa ¢) una suspension acuosa que contiene el 2-25% en peso, preferiblemente el 10-20% en peso de carbonato de
magnesio bdsico.

El secado y/o la formulacién de la solucién de fermentacion tiene lugar segiin procedimientos en si conocidos,
tal como por ejemplo el secado por pulverizacion, la granulacién por pulverizacion, el secado en lecho fluidizado,
la granulacién en lecho fluidizado, el secado de tambor o el secado spin-flash (Ullmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry, 6" edicion, 1999, version electrénica, capitulo “Drying of Solid Materials™). La temperatura de entrada de
gas en el caso del secado por conveccion se encuentra en el intervalo de 100-280°C, preferiblemente a 120-210°C. La
temperatura de salida de gas se encuentra a 50-180°C, preferiblemente a 60-150°C. Para el ajuste de una distribucién
del tamafio de particula deseado y de las propiedades del producto relacionadas con ello pueden separase o recircularse
particulas finamente divididas. Ademas, puede molerse la particula gruesa en una moledora y también posteriormente
recircularse.

Segtin la invencién es ventajosa en el caso del procedimiento presentado anteriormente la reduccién de las etapas
costosas, especialmente prescindir de la utilizacién de disolventes orgdnicos, con la proporcién simultinea de un
producto deseado con buena valencia bioldgica. Ademds, segin la invencion se reduce esencialmente la cantidad
en agua residual que se produce. Por consiguiente, esto da como resultado ahorros adicionales en las instalaciones
y plantas de eliminacidn costosas. Por consiguiente, el procedimiento segtn la invencidn se caracteriza de manera
ventajosa porque es mas sencillo, menos propenso a averias, de menor consumo de tiempo, claramente con menor
coste y por tanto mds econdmico, que los procedimientos habituales.

Sin embargo, esto no excluye que pueda variarse el procedimiento segin la invencion. Las etapas del procedimiento
a) hasta d) segtn la invencién mencionadas anteriormente, pueden complementarse mediante una o mas de las etapas
de procedimiento siguientes, que por si mismas son familiares para el experto. A este respecto, se comprenden segin
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la invencién todas las combinaciones concebibles de las etapas de procedimiento adicionales (facultativas) con las
etapas del procedimiento a) hasta d) (esenciales).

Ast, las soluciones que resultan a partir de las etapas del procedimiento a)-c) pueden esterilizarse por ejemplo me-
diante calentamiento (esterilizacién) u otros métodos, tales como por ejemplo pasteurizacion o filtracion esterilizante.

En una variante adicional del procedimiento segun la invencién antes del secado y/o de la formulacion de la
solucién, puede realizarse al menos una y/o combinaciones de las etapas siguientes, que comprenden lisar y/o provocar
la muerte de la biomasa y/o separar la biomasa de la solucién de fermentacién y/o afiadir aditivos adicionales y/o
concentrar la solucién de fermentacién, preferiblemente mediante deshidratacion.

Por consiguiente, también es objeto de la presente invencién un procedimiento realizandose la lisis y/o la provo-
cacion de la muerte de la biomasa ya en la solucién de fermentacién o no hasta que se produce la separacion de la
biomasa de la solucién de fermentacion. Esto puede tener lugar por ejemplo mediante un tratamiento de temperatu-
ra, preferiblemente a 80-200°C y/o un tratamiento 4cido, preferiblemente con dcido sulfiirico o 4cido clorhidrico y/o
enzimatico, preferiblemente con lisozima.

En una forma de realizacién adicional de la presente invencion pueden eliminarse las células de los microorganis-
mos que fermentan mediante la filtracion, separacion (por ejemplo centrifugacién) y/o decantacion de las soluciones
de las etapas a), b) o c¢) del procedimiento segtin la invencion. También es concebible que las etapas a), b) o ¢) pueden
conducirse sin la separacién de los microorganismos que estdn contenidos directamente mediante la aplicacion de un
campo eléctrico a través de una o varias membranas selectivas de iones.

La solucién que resulta a partir del tratamiento a través de la electrolisis de membrana o electrodidlisis puede con-
centrarse a continuacién de la neutralizacién a través de un concentrador adecuado, por ejemplo evaporador de pelicula
descendente, evaporador de pelicula delgada o evaporador de rotacidon. Concentradores de este tipo se producen por
ejemplo por las empresas GIG (4800 Attnang Puchheim, Austria), GEA Canzler (52303 Diiren, Alemania), Diessel
(31103 Hildesheim, Alemania) y Pitton (35274 Kirchhain, Alemania).

Para mejorar las propiedades de color del producto final, puede realizarse una etapa de filtracién adicional, en la
que se afiaden algo de carbdn activado a las soluciones obtenidas durante el procedimiento y posteriormente se filtra
esta suspensién. O pueden conducirse las soluciones obtenidas durante la fermentacién a través de un lecho de carbén
activado. Las cantidades necesarias para esto de carbén activado que se utiliza se encuentran en el intervalo inferior al
% en peso de la solucién y se encuentran en el conocimiento y calculo del experto. Estas filtraciones pueden facilitarse
mientras afiadiendo a cada solucién antes de la filtracién un agente auxiliar de floculacién habitual en el comercio (por
ejemplo Sedipur CF 902 o Sedipur CL 390 de la empresa BASF AG, Ludwigshafen).

En una forma de realizacién ventajosa de la presente invencidn se esteriliza el producto de salida de la fermentacién
(caldo de fermentacién) mediante calentamiento y entonces se libera de la masa celular mediante centrifugacion,
filtracién o decantacién. Tras la adicién de 50-1000 mg/kg, preferiblemente de 100-200 mg/kg de un agente auxiliar
de floculacién habitual en el comercio con respecto al producto de salida de la fermentacion, se filtra a través de
lecho corto de carbén activado y arena, para obtener una solucién libre de biomasa con alto contenido en dcido D-
pantoténico. Posteriormente se desplaza esta solucion tratada mediante la aplicacion de un campo eléctrico a través de
una o varias membranas selectivas de iones.

El secado posterior de esta solucién puede tener lugar por ejemplo mediante secado por pulverizacion. Este puede
tener lugar en equicorriente, en contracorriente o corriente mixta. Para la pulverizacién puede recurrirse a todos los
pulverizadores conocidos, especialmente el pulverizador centrifugo (pulverizador de disco), tobera para sustancia
Unica y tobera para dos sustancias. Preferiblemente las condiciones de temperatura de secado son de 150-250°C de
temperatura de entrada a la torre y de 70-130°C de temperatura de salida de la torre. Pero también puede secarse a un
nivel de temperatura mayor o menor. Para generar una humedad residual muy baja, puede conectarse a continuacién
incluso una etapa de secado adicional en un lecho fluidizado.

El secado por pulverizacion puede realizarse también en una secadora FSD o SBD (FSD: Fluidized Spray dr-
yer (secadora de pulverizacion fluidizada); SBD: Spray Bed Dryer (secadora de lecho de pulverizacién), tal como
se construyen por las empresas Niro (Copenhague, Dinamarca) y APV-Anhydro (Copenhague, Dinamarca), que re-
presentan un combinacién de secadora por pulverizacién y lecho fluidizado. En el caso del secado por pulverizacién
puede anadirse un fluidificante. Debido a esto pueden reducirse las capas en las paredes de la secadora y mejorarse
las propiedades del flujo, justamente en el caso de polvos de grano fino. Como fluidificantes se tienen en conside-
racion especialmente silicatos, estearatos, fosfatos y almidén de maiz. En principio, el secado también puede tener
lugar en un lecho fluidizado por pulverizacién, pudiéndose realizarse tanto de manera continua como discontinua. La
pulverizacidn de la solucién puede tener lugar tanto por la parte superior (pulverizacion superior), por la parte inferior
(pulverizacién inferior) como por los lados (pulverizacién lateral).

Es ademds objeto de la presente invencién una composicion para su utilizacién como aditivo de alimento para
animales y/o como complemento de alimento para animales, pudiéndose producirse
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a) utilizando al menos un microorganismo que produce dcido D-pantoténico, cuya biosintesis de dcido pan-
toténico (pan) y/o de isoleucina/valina (ilv) estd desregulada y que forma al menos 2 g/l de sales del 4cido
D-pantoténico mediante la fermentacién en un medio de cultivo, afiadiéndose al medio de cultivo 0-20 g/1,
preferiblemente O g/l de -alanina libre y/o sal de S-alanina,

b) conduciendo la solucién de fermentacién que contiene D-pantotenato mediante la aplicacién de un campo
eléctrico a través de una o varias membranas selectivas de iones, elimindndose los iones de bajo peso
molecular de la solucién que contiene D-pantotenato,

¢) ajustandose el dcido D-pantoténico libre contenido en la solucién mediante la adiciéon de una base de calcio
y/o de magnesio hasta un valor de pH de 3-10, obteniéndose una solucién, que contiene pantotenato de
calcio y/o de magnesio y

d) sometiendo la solucién que contiene pantotenato de calcio y/o de magnesio a un secado y/o formulacién.

En una variante de la presente invencion, la composicidn se caracteriza porque se obtiene o se coloca previamente
una suspension en la etapa c) o d), que contiene el pantotenato de calcio y/o de magnesio.

Segtin la invencién la composicion se caracteriza ademds porque contiene sales del dcido D-pantoténico en una
concentracion de al menos el 1-100% en peso, preferiblemente de al menos el 20-100% en peso y especialmente
preferible de al menos el 50% en peso. Es objeto de la presente invencién una composicion, que contiene sales del
dcido D-pantoténico en forma de cationes bivalentes, preferiblemente D-pantotenato de calcio y/o de magnesio. Segin
la invencidn se prefiere una composicién que se caracteriza porque el contenido en sales del 4cido D-pantoténico en
forma de cationes monovalentes es < 1 g/kg.

Segtn la invencién se obtiene mediante el procedimiento descrito anteriormente un D-pantotenato de calcio o de
magnesio, que satisface las exigencias para un aditivo de alimento para animales. Estos requisitos son por ejemplo
un contenido relativamente alto en D-pantotenato y una buena tolerancia para los organismos objetivo asi como una
valencia bioldgica en el sentido de “accién de vitamina” del producto segtn la invencién.

La presente invencién se explica més detalladamente mediante los ejemplos siguientes, que sin embargo no son
limitantes para la invencidn:

Ejemplo 1

Se colocé previamente en un fermentador de laboratorio con agitador y dispositivo de gasificacién con 14 1 de
contenido un medio de fermentacién acuoso con la siguiente composicién:

Sustancia utilizada | Concentracion [g/1]
Extracto de levadura 10
Glutamato de sodio 5

Sulfato de amonio 8
antiespumante 1 ml/1

Tras la esterilizacion se afiadieron adicionalmente los siguientes componentes de los medios estériles:

Sustancia utilizada Concentracion [g/1]
KH,PO, 10
K,HPO, 20
Glucosa 2,5
Cloruro de calcio 0,1
Cloruro de magnesio 1

Citrato de sodio 0,1

FeSO, x 7 H,0 0,1
Solucion salina de oligoelementos I mVl
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La solucién salina de oligoelementos se compone tal como sigue:

0,15 g de Na,MoO, x 2 H,0, 2,5 g de H;BO;, 0,7 g de CoCl, x 6 H,0, 0,25 g de CuSO, x 5 H,0, 1,6 g de
MnCl, x 4 H,0, 0,3 g de ZnSO,4 x 7 H,O se rellenan con agua hasta 1 litro. La adicién de la solucién salina de
oligoelementos tiene lugar mediante una filtracion esterilizante. El volumen de liquido inicial asciende a 8,4 1. Los
contenidos mencionados anteriormente se refieren a este valor.

Se afadieron a esta solucién 160 ml de cultivo inoculante (OD = 10 en medio SVY (esterilizar el medio SVY:
25 g caldo infusién de ternera de Difco, 5 g de extracto de levadura de Difco, 5 g de glutamato de sodio, 2,7 g de
(NH,),SO, en 740 ml de H,O; afiadir 200 ml de K,HPO, 1 M (pH 7) estéril y 60 ml de solucién estéril de glucosa
al 50% (volumen final 1 1))) de Bacillus subtilis PA824 y se fermentd a 43°C con agitacion fuerte a una velocidad de
gasificacion de 12 I/min. Se describe esta cepa segtin el anexo en el documento WO 01/21772.

Se dosificaron 6 1 de una solucién acuosa estéril en el plazo de 52 h. La composicién fue:

Sustancia utilizada Concentracion [g/1]
Glucosa 500
Cloruro de calcio 0,6
Solucion salina de oligoelementos 7 ml/1

Se llevé a cabo la fermentacion limitada en glucosa. Durante la fermentacion se mantuvo el valor de pH a 7,2 me-
diante la dosificacion de solucién de amoniaco al 25% o de 4cido fosférico al 20%. El amoniaco sirve simultdneamente
como fuente de nitrégeno para la fermentacién. Se regulé el nimero de revoluciones del elemento agitador, mante-
niendo el contenido en oxigeno disuelto al 30% del valor saturacién. Se control6 la formacién de espuma mediante
dosificaciones ocasionales de un agente antiespumante. Tras la interrupcion de la dosificacion de la fuente de carbono
se continu6 tanto la fermentacién, hasta que el contenido en oxigeno disuelto (pO,) hubo alcanzado un valor del 95%
del valor de saturacién. Posteriormente, se finalizé la fermentacidn y se provocé la muerte térmicamente del microor-
ganismo. Para ello se esteriliz6 la solucién de fermentacién durante 60 min. Se comprobd la muerte mediante siembra.
A continuacion tiene lugar la separacién celular mediante centrifugacion. Tras la separacién celular, la concentracién
de D-pantotenato tras 52 h asciende a 24,7 g/1.

De manera anéloga, también pueden producirse caldos de fermentacidn, que presentan titulos de dcido pantoténico
libre de alimentacién de S-alanina superiores a 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85y > 90 g/l.

Un producto de salida de la fermentacién, que tal como se describié anteriormente se esterilizé mediante calenta-
miento y se liberé considerablemente de la biomasa mediante la centrifugacion, se mezcl6 con dcido D-pantoténico
adicional y se ajusté el valor de pH con 4cido sulftrico a aproximadamente 2. Se filtré la solucién obtenida de este
modo sobre un lecho pequefio de arena/carbén activado. El contenido en dcido D-pantoténico en esta solucién asciende
a 67,7 g/l.

Se trataron con electrodidlisis 900 g de este filtrado tal como sigue: en una célula de electrodidlisis (provista de
membranas intercambiadoras de cationes y aniones (de los tipos Neosepta AMX Sb o CMX Sb de Tokuyama Corp.)
con una superficie celular eficaz de 1,85 dm? y cinco cdmaras, se desalinizé el filtrado con una densidad de corriente
inicial de 29 mA/cm?. La densidad de corriente se redujo en el transcurso del ensayo tras alcanzar la tensién limite
preestablecida de 20 V de manera continua. La temperatura estaba entre 33°C y 40°C. Se colocé previamente como
entrada de concentrados una solucién de NaCl al 0,5% (p/p). Se reconcentr6 este concentrado (CONC) en el transcurso
del ensayo con los iones extrafios eliminados del filtrado (material diluido, DIL) (por ejemplo iones amonio, cloruro,
hierro, potasio, sodio o fosfato). Se colocé previamente en el circuito de electrolitos solucién de sulfato de sodio al
5% (p/p) para la limpieza de los electrodos. Se retiraron y analizaron en el transcurso del ensayo a distintos valores
de conductividad i6nica de la solucién de material diluido muestras de la camara que contiene el material diluido.
Se representa el andlisis en la siguiente tabla y dio como resultado que se eliminan del material diluido los iones
mencionados con la duracién progresiva del ensayo y se redujo correspondientemente la conductividad del material
diluido. Los iones pequefios, monovalentes, tales como por ejemplo los iones cloruro, se eliminan més rdpidamente
que los iones voluminosos, polivalentes, tales como por ejemplo, los iones fosfato.

Los resultados del andlisis del material diluido pueden tomarse de la siguiente tabla.
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Los valores de pH de todas las muestras del material diluido estaban entre 2-3. En 771 g del producto de salida
del material diluido estdn contenidos 76 g/l de dcido D-pantoténico libre. Con esto se muestra que puede liberarse
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interferentes. A partir del 4cido D-pantoténico desalinizado obtenido pueden producirse un polvo de D-pantotenato de

calcio no higroscdpico, tal como se describe en el ejemplo 2.
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Ejemplo 2

Se colocé en un fermentador de laboratorio con agitador y dispositivo de gasificacién con 14 1 de contenido un

ES 2274967 T3

medio de fermentacién acuoso con la siguiente composicion:

Sustancia utilizada | Concentracién [g/1]
Extracto de levadura 10
Glutamato de sodio 5

Sulfato de amonio 8
KH,PO, 8,4
K,HPO, 15

Tras la esterilizacion se afiadieron adicionalmente los siguientes componentes de los medios:

Sustancia utilizada Concentraci6n [g/1]
Glucosa 2,5
Cloruro de calcio 0,1

Cloruro de magnesio 1

Citrato de sodio 1

FeSO,x 7 H,0 0,01
Solucién salina de oligoelementos I ml

La solucién salina de oligoelementos se compone tal como sigue:

0,15 g de Na,MoO, x 2 H,0, 2,5 g de H;BO;, 0,7 g de CoCl, x 6 H,0, 0,25 g de CuSO, x 5 H,0, 1,6 g de
MnCl, x 4 H,0, 0,3 g de ZnSO, x 7 H,O se rellenan con agua hasta un litro. La adicién de la solucién salina de
oligoelementos tiene lugar mediante una filtracioén esterilizante. El volumen de liquido inicial asciende a 5,5 1. Los
contenidos mencionados anteriormente se refieren a este valor.

Se afadieron a esta solucién 55 ml de cultivo inoculante (OD = 10 en medio SVY (esterilizar el medio SVY:
disolver 25 g de caldo infusién de ternera de Difco, 5 g de extracto de levadura de Difco, 5 g de glutamato de sodio,
2,7 g de (NH,;),SO, en 740 ml de H,O; afiadir 200 ml de K,HPO, 1 M (pH 7) estéril y 60 ml de solucién estéril
de glucosa al 50% (volumen final 1 1))) de Bacillus subtilis PA824 y se ferment6 a 43°C con agitacién fuerte a una
velocidad de gasificacion de 12 1/min. Se describe esta cepa segtin el anexo en el documento WO 01/21772.

Se dosificaron 6 1 de una solucién acuosa estéril en el plazo de 48 h. La composicién fue:

APT[g/] | Ca® |Na" |K* NH,"

Producto 5329/01/82 ent =0 927 | 0,24% | 0,15% | 0,65% | 0,24%
Producto 5329/01/82 ent = 0,83 h 901 | 0,43% | 0,07% | 0,25% | 0,06%
Concentrado 5329/01/82 ent=0h 0,0 0,0% | 02% | 0,0% | 0,0%

Concentrado 5329/01/82 ent=0,83h | 0,015 0,02% | 0,47% | 0,71% | 0,29%

Se llevé a cabo la fermentacién limitada en glucosa. Durante la fermentacién se mantuvo el valor de pH a 7,2
mediante la dosificaciéon de solucién de amoniaco al 25% o de 4cido fosférico al 20%. El amoniaco sirve simulta-
neamente como fuente de nitrégeno para la fermentacion. Se regul6 el nimero de revoluciones del elemento agitador,
manteniendo el contenido en oxigeno disuelto al 30% del valor saturacién. Se control6 la formacién de espuma me-
diante dosificaciones ocasionales de un agente antiespumante. Tras la interrupcién de la dosificacion de la fuente de
carbono se continué tanto la fermentacién, hasta que el contenido en oxigeno disuelto (pO,) hubo alcanzado un valor
del 95% del valor de saturacion. Posteriormente, se finaliz6 la fermentacidn y se provocd la muerte térmicamente del
microorganismo. Para ello se esteriliz6 la solucién de fermentacién durante 30 min. Se comprobd la muerte mediante
siembra. La separacion celular tuvo lugar mediante centrifugacion. Tras la separacion celular la concentracion en D-
patotenato tras 48 h, ascendié a 24,1 g/l. De una manera andloga, también pueden producirse caldos de fermentacion,
que presentan titulos de dcido pantoténico libre de alimentacion de $-alanina superiores a 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 y > 90 g/l. Se mezclaron 2817 ml del producto de salida de la fermentacién con 1183 ml
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de una solucién de 4cido pantoténico de la concentracién de 178,9 g/l y se neutralizé con una solucién de hidréxido
de amonio al 25% (pH 6,5). A continuacion se filtré sobre arena/carbén activado. El contenido en dcido D-panto-
ténico en el filtrado ascendié a 67 g/l, principalmente en forma de la sal de amonio. Se trataron con electrodidlisis
aproximadamente 720 g de esta solucion segtin el ejemplo 1:

Se ajustaron a un valor de pH de 7,5 550 g del producto de salida del material diluido (con una densidad de 1,017
g/ml) con 3,5 g de una suspension de hidréxido de calcio al 40%. Se obtuvo una solucién acuosa de D-pantotenato de
calcio (551,03 g con un contenido en D-pantotenato de calcio de 40,9 g/1). Se secé la solucién acuosa de pantotenato
de calcio en un secador por pulverizacién de laboratorio de la empresa Niro, tipo Minor. La temperatura de entrada
en la torre ascendié aproximadamente a 200°C, la temperatura de salida de la torre a 90°C. La vaporizacién tuvo lugar
por medio de una tobera de dos sustancias a una presion de 2 bar. Como medio de pulverizacion se afiadié Sipemat
22F. A este respecto se obtuvo un producto pulverizado de la siguiente especificacién (datos en % en peso):

Contenido en agua: 2,3%
D-pantotenato de calcio: 46,1%
Amonio: 0,60%
Potasio: 0,47%
Sodio: 1,1%

Ejemplo 3

Se mezclaron en un fermentador con agitador y dispositivo de gasificacion 800 g de extracto de levadura al 50%,
438 g de glutamato de Na, 3200 g de harina de soja, 640 g de sulfato de amonio, 800 g de KH,PO,, 1600 g de K,HPO,
y 50 ml de agente antiespumante TegoKS con 70 1 de agua con 200 litros de contenido y se esterilizaron durante 30
min a 121°C.

A continuacién se afiadieron la solucién 1 y la solucién 2.

La solucién 1 se prepara tal como sigue: se disuelven en 9 1 de agua 1670 g de glucosa x H,O, 10,2 g de CaCl, x 2
H,0y 170,7 g de MgCl, x 6 H,O y se esterilizan durante 30 min.

La solucién 2 se prepara tal como sigue: se mezclaron 800 ml de solucién de citrato-hierro (200 g/1 de citrato de
sodio, 2 g/l de FeSO, x 7 H,0, sometida a filtracién esterilizante) con 80 ml de solucién salina de oligoelementos
(0,15 g de Na,MoO, x 2 H,0, 2,5 g de H;BO;, 0,7 g de CoCl, x 6 H,0, 0,25 g de CuSO, x 5 H,0, 1,6 g de MnCl, x
4 H,0, 0,3 g de ZnSO, x 7 H,O se rellenan con agua hasta un litro, sometida a filtracion esterilizante).

Se afiadieron a esta solucién 2 1 de cultivo inoculante (OD = 10 en medio SVY (esterilizar el medio SVY: 25
g de caldo infusién de ternera de Difco, 5 g de extracto de levadura de Difco, 5 g de glutamato de sodio, 2,7 g de
(NH,4),SO,4 en 740 ml de H,0O; afiadir 200 ml de K,;HPO, 1 M (pH 7) estéril y 60 ml de solucion estéril de glucosa
al 50% (volumen final 1 1))) de Bacillus subtilis PA668 y se ferment6 a 43°C con agitacién fuerte a una velocidad de
gasificacion de 3 m*/min. Se describe esta cepa segiin el anexo en el documento US 2004/0091979.

Se dosificaron aproximadamente 10 1 de una solucién acuosa estéril de glucosa en el plazo de 48 h. La solucién se
prepar6 tal como sigue: se mezclaron 90 kg de glucosa x H,O con 55 kg de agua y se esterilizaron durante 30 min. A
continuacién se afiadieron 300 ml de solucién salina de oligoelementos (véase la composicion mds arriba) asi como
3 1 de solucion de citrato-hierro (véase la composicién mds arriba). A continuacion se afiadieron 11 de solucién de
CaCl, x 2 H,0 de 90 g/l sometida a filtracion esterilizante asi como 2 1 de solucién de glutamato de sodio de 375 g/l
sometida a filtracion esterilizante.

Se llevé a cabo la fermentacién limitada en glucosa. Durante la fermentacién se mantuvo el valor de pH a 7,2
mediante la dosificacién de solucién de amoniaco al 25% o de 4cido fosférico al 20%. El amoniaco sirve simulta-
neamente como fuente de nitrégeno para la fermentacion. Se regul6 el nimero de revoluciones del elemento agitador,
manteniendo el contenido en oxigeno disuelto al 30% del valor saturacién. Se control6 la formacién de espuma me-
diante dosificaciones ocasionales de un agente antiespumante. Tras la interrupcion de la dosificacion de la fuente de
carbono se continué tanto la fermentacién, hasta que el contenido en oxigeno disuelto (pO,) hubo alcanzado un valor
del 95% del valor de saturacién. Posteriormente, se finaliz la fermentacion. La separacién celular tuvo lugar median-
te la separacién en un separador de discos. Se provocé la muerte de las células restantes en el liquido sobrenadante,
térmicamente, mediante esterilizacion. La concentracién en D-pantotenato en la interrupcién tras 48 h ascendi6 a 13,7
g/1. Tras la separacidn y la esterilizacion la concentracién en D-pantotenato ascendié a 10,7 g/l. De, manera andloga,
también pueden producirse caldos de fermentacion, que presentan titulos de 4cido pantoténico libre de alimentacién
de B-alanina superiores a 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 y superiores a 90 g/1.

Se procedi6 con 3000 g de la solucién de fermentacion asi tratada previamente tal como sigue a continuacién: dos
tercios de la mezcla bésica se mezclaron a aproximadamente 10°C con una cantidad de CaCl, correspondiente a la
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concentracion equivalente en aniones polivalentes (solucién al 40%); se hace precipitar un tercio de la mezcla basica
de manera correspondiente con una cantidad equivalente en Ca(OH), (s6lido). Se almacenaron las soluciones durante
toda la noche en el frigorifico y después se separaron por medio de un filtro a presién y vacio (filtro de lecho profundo
700 de Seitz) del cuerpo base precipitado. Posteriormente se mezclaron las soluciones y se ajustaron de manera basica
mediante adicién de 10 g de Ca(OH), adicionales a aproximadamente 10°C (pH = 8,7) y se volvieron a precipitar.
Asimismo se separé por filtracion el precipitado vuelto a precipitar.

Después se transformaron las sales de 1800 g de la solucién a 35°C en una memoria de retencion temporal de
electrodidlisis de tres compartimentos. A este respecto se condujo el caldo de fermentacion a través de una de las dos
cdmaras de productos limitadas por las membranas de intercambio catiénico. En la parte catédica una membrana de
intercambio catiénico monoselectiva (Tokuyama Soda, CMS) separé el producto del circuito del concentrado, en la
parte del anodo se separ6 la cdmara de productos de una membrana de intercambio catiénico convencional (Tokuyama
Soda, CMS) del circuito del CaCl,. El concentrado y el circuito del CaCl, se separaron a través de una membrana de
intercambio aniénico (Tokuyama Soda, AMX). En el concentrado se colocaron previamente 750 g de una solucién
de NaCl al 0,5%, en el circuito de CaCl, 900 g de un solucién de CaCl, al 3,05%. En el circuito de lavado de los
electrodos se hizo circular una solucién de Na,SO, 0,1 molar. El ensayo se llevé a cabo de manera galvanostatica
a 30 mA/cm? en una memoria de retencion temporal constituida por cinco de las unidades fundamentales descritas
anteriormente con una superficie de membrana total de 500 cm? en funcionamiento discontinuo. Como criterio de
interrupcién se eligié una conductividad minima de 4 mS/cm en el circuito de CaCl,. Los resultados de los andlisis de
los cationes en el circuito del concentrado y el producto se resumen en la siguiente tabla.

APT[g/] | Ca® |Na" |K* NH,"

Producto 5329/01/82 ent =0 927 | 0,24% | 0,15% | 0,65% | 0,24%
Producto 5329/01/82 ent = 0,83 h 901 | 0,43% | 0,07% | 0,25% | 0,06%
Concentrado 5329/01/82 ent=0h 0,0 0,0% | 02% | 0,0% | 0,0%

Concentrado 5329/01/82 ent=0,83h | 0,015 0,02% | 0,47% | 0,71% | 0,29%

De ahi se calculan enriquecimientos del 51% para sodio, 66% para amonio y 61% para potasio. El rendimiento de
corriente medio ascendi6 al 82%. La pérdida de dcido pantoténico en ambos circuitos contiguos fue respectivamente
del 0,08% de la cantidad de materia utilizada. El valor de pH del circuito de producto fue en el transcurso de la pérdida
entre pH = 7-7,5, en el concentrado y en el circuito de CaCl, de aproximadamente pH = 6. El residuo de tensién
total aument6 a lo largo del ensayo correspondientemente a la conductividad decreciente en el circuito de CaCl, de
aproximadamente 11 a 16 V.

A continuacién se sec por pulverizacion la solucién asi tratada por electrodidlisis con éxito para dar el producto
final. Con esto se muestra que con el pretratamiento correspondiente puede utilizarse una electrodidlisis en tres circui-
tos con una membrana de intercambio catiénico monoselectiva para el intercambio de iones de cationes monovalentes
por divalentes, para aumentar la capacidad de secado por pulverizacion del producto final.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la produccién de dcido D-pantoténico y/o sus sales, caracterizado porque

e) se utiliza al menos un microorganismo que produce dcido D-pantoténico, cuya biosintesis de dcido panto-
ténico (pan) y/o de isoleucina/valina (ilv) estd desregulada y que forma al menos 2 g/l de sales del 4cido
pantoténico mediante la fermentacién en un medio de cultivo, afiadiéndose al medio de cultivo 0 - 20 g/l de
B-alanina libre y/o sal de -alanina,

f) se conduce la solucién de fermentacién que contiene D-pantotenato mediante la aplicacién de un campo
eléctrico a través de una o varias membranas selectivas de iones, elimindndose los iones de bajo peso
molecular de la solucién que contiene D-pantotenato,

g) se ajusta el dcido D-pantoténico libre contenido en la solucién mediante la adicién de una base de calcio
y/o de magnesio hasta un valor de pH de 3-10, obteniéndose una solucién, que contiene pantotenato de
calcio y/o de magnesio y

h) se somete la solucién que contiene pantotenato de calcio y/o de magnesio a un secado y/o formulacién.

2. Procedimiento segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque no se le afiade al medio de cultivo ninguna S-
alanina libre y/o sal de S-alanina.

3. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque se usa como microorganismo que
forma acido D-pantoténico una bacteria, una levadura o un hongo.

4. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque se usa como microorganismo una
bacteria de la familia de las Bacillaceae.

5. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque se usa una bacteria del género
Bacillus y preferiblemente de la especie B. subtilis, B. licheniformis o B. amyloliquefaciens.

6. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque en la etapa a) se forma un conte-
nido en dcido D-pantoténico y/o sus sales de al menos 10 g/l del medio de cultivo, preferiblemente al menos 20 g/l,
especialmente preferible al menos 40 g/l y lo mds especialmente preferible al menos 60 g/l del medio de cultivo.

7. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque en la etapa c) se ajusta el pH de la
solucién a un valor de 5-10.

8. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque en la etapa c) se ajusta el pH de la
solucién a un valor de 5-9, preferiblemente de 6-9 y especialmente preferible de 6-8.

9. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque en la etapa b) se utilizan membra-
nas de intercambio iénico monopolares y/o bipolares.

10. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque en la etapa b) se utilizan mem-
branas de intercambio i6nico monopolares.

11. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque en la etapa b) se utilizan mem-
branas de intercambio idnico monoselectivas.

12. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque se ajusta el valor de pH de
la solucién de fermentacién que contiene dcido D-pantoténico antes del tratamiento en la etapa b) al valor de pH
isoeléctrico del 4cido D-pantoténico.

13. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque en la etapa b) se ajustan las
densidades de corriente a 1-100 mA/cm?, preferiblemente a 10-80 mA/cm? y especialmente preferible a de 20-40
mA/cm? para membranas de intercambio iénico monopolares.

14. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque en la etapa b) se ajustan las
densidades de corriente a 1-150 mA/cm?, preferiblemente a 30-100 mA/cm? y especialmente preferible a de 70-90
mA/cm? para membranas de intercambio idnico bipolares.

15. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque en la etapa b) se reduce el

contenido en cationes monovalentes, preferiblemente iones amonio, potasio y/o sodio, a una concentracién de < 1
g/kg de solucion.
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16. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque en la etapa c) se afiade a la
solucion, para la neutralizacién hidréxido de calcio, carbonato de calcio, 6xido de calcio, hidréxido de magnesio y/o
carbonato de magnesio bdsico en forma de un sélido y/o como una suspensién acuosa.

17. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizado porque en la etapa c) se le afiade a la
disolucién una suspensién acuosa que contiene el 2-55% en peso, preferiblemente el 10-50% en peso y especialmente
preferible el 20-40% en peso en hidréxido de calcio.

18. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 a 17, caracterizado porque en la etapa c) se le afiade a la
disolucién una suspensién acuosa que contiene el 2-65% en peso, preferiblemente el 10-50% en peso y especialmente
preferible el 20-40% en peso en carbonato de calcio.

19. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 18, caracterizado porque en la etapa c) se le afiade a la
disolucién una suspensién acuosa que contiene el 2-60% en peso, preferiblemente el 10-50% en peso y especialmente
preferible el 20-40% en peso en hidréxido de magnesio.

20. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 19, caracterizado porque en la etapa c) se le afiade a la
disolucién una suspensién acuosa que contiende el 2-25% en peso, preferiblemente el 10-20% en peso en carbonato
de magnesio bdsico.

21. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 20, caracterizado porque en la etapa c) o d) se obtiene o
se coloca previamente una suspension que contiene pantotenato de calcio y/o de magnesio.
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