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(57)  Anotécia:

Sposob spodiva v tom, Ze spolotnym kultivovanim
aspofi dvoch kmefiov mikroorganizmov v ¥ivnej pdde
bez dusika s obsahom zli€enin fosforu sa mnozia bak-
teridlne kmene Azotobacter croococcum CCM 4642 a
Azospirillium brasiliense CCM 4644 potas 22 hodin pri
teplote 28 °C, potom sa k nim pridé bakterialny kmeft
Bacillus megatherium CCM 4643 a bakteridlny kmeft
Pseudomonas putida CCM 4641 a dalej sa spolone
kultivaji 44 aZ 46 hodin pri teplote 28 °C pri prevzdus-
fiovani 0,6 litrov vzduchu/liter Zivnej pody.
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Oblast’ techniky

Vynilez sa tyka spOsobu pripravy zmesi mikroorga-
nizmov na bakterialne viazanie dusika zo vzduchu, na zvy-
§ovanie rozpustnosti vo vode nerozpustného fosforu ob-
siahnutého v pdde a na bakterialny rozklad nespracovatel-
ného kalu v oleji vznikajiceho pri vyrobe jedlych olejov.
Vynalez je vyznamny z hladiska ochrany Zivotného pros-
tredia pomocou pdsobenia metabidzy mikroorganizmov.

Doterajsi stav techniky

V niekolkych poslednych desatroiach sa v polnohos-
podérskej vyrobe pouZivali prevazne dusikaté umelé hnoji-
va. Dosahovali sa tym velké vynosy urod. Stale pouZivanic
umelych hnojiv, ak to nebolo v spojeni s pouZitim mastal-
ného hnojiva, spdsobilo, Ze sa pbda vplyvom velkého
mnoZstva chemikalii stala kysla a mikrobidlny Zivot v pdde
bol potlaleny, poda sa zhutiovala, zhorSili sa vodné a
vzduiné podmienky pddy. Okrem toho do spodnych vdd
prenikal $kodlivy dusi¢nan. Pri velkych daZdoch vodny
prid odplavil granulované umelé hnojivo do potokov a
takto sa dostaval dusinan aj do vodnych tokov. Jednora-
zovym davkovanim velkého mnoZstva dusikatého umelého
hnojiva rastliny, najmi zahradué rastliny, prijimali nadmer-
né mnoZstvo dusicnanu, ktory negativne pdsobi na biolo-
gicky organizmus, najmi zv1a$t' Skodlivo pdsobi dusiCnan
na dojdata a malé deti, lebo v krvi vyvolava methemoglobi-
némiu, ktora mdZe byt aj smrtefna. Preto sa zaviedlo sle-
dovanie obsahu dusi¢nanov najma v zelenine a urcila sa ich
hom4 pripustnd hranica. Ale v praxi sa velmi tazko usku-
todfiuje stala kontrola obsahu dusiénanov v Ziaducom Siro-
kom rozsahu.

Preto sa dostiva stile viac do popredia praktickd moZ-
nost bakteridlneho viazania dusika zo vzduchu. Podpome
posobi aj problém zvySovania cien dusikatych umelych
hnojiv v nadviiznosti na zvySovanie cien energii z dévodu,
7e vyroba dusikatych umelych hnojiv vyZaduje velké
mno?stvo energie. Po objaveni bakteridlneho viazania
vzdu$ného dusika sa zvy$uje Gsilie o vyuZitie dusika zo
vzduchu vo velkom rozsahu v pddnom hospodarstve v
pornohospodarskej praxi, najma v poslednom obdobi.

Zname je viazanie dusika baktériami rodu Rhizobium,
ktoré na korefioch vikokvetych rastlin, napr. fazule, soji,
dateliny vytvaraja hluzy, ktoré viazu dusik zo vzduchu.
Toto viazanie dusika je viak ohraniené len pre oblast’ vi-
kokvetych rastlin.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody do zna¢nej miery odstrafiuje spo-
sob pripravy zmesi na viazanie dusika podla vynalezu, kto-
rého podstata spodiva v spdsobe vyuZitia niektorych dru-
hov baktérii rodu Azotobacter, ktoré si schopné viazat' du-
sik zo vzduchu tym, Ze v priebehu ich mnoZenia v péde,
pocas ich Zivotnosti, vydifunduji nimi syntetizované tormy
dusika do pddy ako dusiénany, dusitany, aménium, amino-
kyseliny, bielkoviny s malymi molekulami, ktoré sa viaZu
na organick hmotu pddy odkial’ ich korene rastlin vstre-
bavaju. Takto priebeZne vznikajuce dusikaté latky sa ne-
vymyvajli z pddy a neznefistuji prostredie. Velkou vyho-

dou je, Ze poéas vegetativneho obdobia je dusik rastlinam
dodavany kontinudlne a harmonicky. Vhodnymi druhmi su
bakterialny kmefi Azotobacter croococcum CCM 4642 a
bakteridlny kmen Azospirillium brasiliense CCM 4644,
Tieto bakterilne kmene boli uloZené v autentizovanej
Ceskej zbierke mikroorganizmov, Bmo, Tvrdého ¢. 14 pod
uvedenymi islami.

Bakterialny kmeti Azotobacter croococcum sa najlepsie
mmno¥i pri teplote od 16 °C do 30 °C, kym bakteridlny kmefi
Azospirillium  brasiliense méa teplotné optimum od
24 °C do 38 °C. Tymito dvoma druhmi kmefiov baktérii sa
naotkuje péda a potom sa kultivuju v pdde zohriatej v jar-
nom obdobi na 16 °C a v lete pri teplote pody 38 °C. Tymto
spdsobom sa zabezpetuje rastlinim harmonické zasobova-
nie dusikom.

Dalej sa v pode v ddsledku nadmemého pouZivania u-
melych hnojiv s obsahom fosforu nazhromazdilo velmi ve-
l'a zlu¢enin fosforu, ktory je vo vode nerozpustny, a preto
pre rastliny vyZadujice fostor je nevyuzitelny. Mikroorga-
nizmus druhu Bacillus megatherium CCM 4643, ktory bol
uloZeny v autentizovanej Ceskej zbierke mikroorganizmov,
Bmo, Tvrdého ¢. 14 pod uvedenym ¢&islom, je schopny, v
ramei svojho energetického metabolizmu menit” zli¢eniny
fostoru s velkymi molekulami, ktoré si vo vode neroz-
pustné na zhideniny fosforu vo vode rozpustné, a tym z4-
sobovat pddu, pre rastliny vyuZitelnymi, rozpustnymi zli-
Ceninami fosforu.

Naot¢kovanim pédy kmefimi mikroorganizmov viaZu-
cich dusik a su¢asnym naotkovanim pédy kmefimi mikro-
organizmov rozkladajicich nerozpustné zligeniny tosforu
vznika takzvana metabioza, kde viazace dusika dodavaji
potrebny dusik a mikroorganizmus Bacillus megatherium
premiciia nerozpustné zludeniny fostoru na zlCeniny fos-
foru vo vode rozpustné, pri¢om obidva druhy bakténi zis-
kavaju energiu, potrebnl na vlastny rast a mnoZenie a za-
roveti doddvaji dusik a fostor rastlinAm.

Pri vyrobe jedlych olejov vznikd najmé na konei vyro-
by olejovy kal, ktory sa uZ neda d’alej Cistit, nie je vhodny
na pouZitie v potravinarskom priemysle ani na iné vyuZitie
napr. v automobilovom priemysle. Likvidécia tohto olejo-
vého kalu nemdZe prebiehat volne v Zivotnom prostredi,
preto st na jeho likvidaciu potrebné neutralizadné a Cistiace
zariadenia. Preto je vyhodné vyuZivat' opisani vlastnost
mikioorganizmov kmetia baktérie Pseudomonas putida
CCM 4641, ktory bol ulozeny v autentizovanej Ceskej
zbierke mikroorganizmov, Bmo, Tvrdého €. 14 pod uvede-
nym ¢&islom. Tieto mikroorganizmy svojim pdsobenim roz-
kladaju olejové zlu¢eniny s otvorenym uhlovodikovym re-
fazcom na glycerin a organické kyseliny.

Olejovy kal sa zmieSa s vrodnou pddou a tito zmes sa
naockuje kulthrami Azotobacter croococcum, Azospirillium
brasiliense, Bacillus megatherium a potom aj kultirou
Pseudomonas putida, zmes sa niekolkokrat premieSa, ob-
sah olejového kalu sa za dva-tri mesiace mineralizuje a
rozklada. Po aplikacii na omu podu spolu s velkym mnoz-
stvom mikrébov predstavuje vyZivni latku s charakteristic-
kymi vlastnostami mastalného hnoja.

Vynalez je mozné vyuZit tak, Ze hustd biomasa mikro-
organizmov Azospirillium brasiliense, Azotobacter croo-
coceum a Bacillus megatherium sa po nariedeni na vhodmi
koncentraciu v mnoZstve desat’ littov na hektar rozpraSuje
na pddu, potom sa pdda prevracia do hibky sejby, ¢im sa
poda zaroven naotkuje tak, 7e sa méZe Ciastocne alebo 1
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Uplne upustit’ od pouzitia umelych hnojiv s obsahom dusika
a fosforu.

Dalej sa moze k uvedenym trom kultiram mikroorga-
nizmov pridat efte daltia kultira mikroorganizmu
Pseudomonas putida, a zmes sa powZiva tak, Ze na 10 ton
pody sa pridd 10 litrov vhodne nariedenej zmesi mikroor-
ganizmov a pdda sa viackrat premie$a. Touto metédou sa
mdZe rozloZit' 500 litrov olejového kalu. Vyslednym pro-
duktom spdsobu podl'a vynalezu Jje vyZivna zmes bohatd na
mikroorganizmy viaZuce dusik, rozkladajiice fosfor a ole-
jovy sediment. Tento Stvorkomponentovy pripravok sa mo-
Ze pouzit’ ako néhrada za umelé hnojivo.

Podstatou vynalezu je spdsob vyroby zmesi mikroor-
ganizmov na viazanie dusika zo vzduchu, zvySovanie roz-
pustnosti nerospustného fosforu v pdde a mineraliziciu
kalu z jedlého oleja.

Podla vynalezu sa bakteridlny kel Azotobacter croo-
coccum CCM 4642 mnoZi na Zivnej pdde, ktora neobsahuje
organicky ani anorganicky dusik, submermou fermentd-
ciou pri teplote okolo 28 °C poéas 22 hodin, potom sa fer-
ment Azobacteru naockuje 10 % -mi 22 hodinového ino-
kula kmefia baktérie Pseudomonas putida CCM 4641. Mik-
roorganizmus rodu 4zobacter podas 22 hodin naprodukuje
do fermentacného média tolko dusika kolko potrebuje
mikroorganizmus rodu Pseudomas X svojmu rastu. V dvo-
Jitej fermenticii sa pokraduje edte 22 - 24 hodin, pri pre-
vzdusiiovani 0,6 litrov vzduchu na liter Zivnej pddy, pri
potte otd¢ok 120/min. a pri teplote 28 °C. Po ukondeni kul-
tivacie, po uplynuti 44 - 46 hodin, je pH kultivacnej pédy v
rozmedzi 7,5 - 8,5 a nérast 4 - 6 mlidrd buniek/ml. média
kmetia 4zotobacter croococcum a 150 - 200 miliénov bu-
nick/ml. kmefla Pseudomonas putida.

Dalej podla vynalezu sa bakteridlny kmefi Azospiril-
lium brasiliense CCM 4644 mnozi na Zivnej péde, ktora
neobsahuje organicky ani anorganicky zdroj dusika fer-
mentaciou pri teplote 28 °C pocas 22 hodin, potom sa po-
mnoZend kultura mikroorganizmu Azospirillium brasilierr-
senaockuje 10 % -mi 22 hodinového inokula kmetia bakté-
rii Bacillus megatherium CCM 4643, pricom bakterialny
kmetl Azospirillium brasiliense do toho &asu naprodukuje
do 7ivného média tolko dusika, kolko potrebuje mikroor-
ganizmus Bacillus megatherium na svoj rast. V dvojitej
submerznej fermentécii sa pokratuje este 22 - 24 hodin pri
prevzdustiovani 1 liter vzduchu na 1 liter fermentaéného
média pri polte otaok 120/minutu a pri teplote 28 °C. Po
ukonéeni fermentacie je pH fermentaéného média 6,8 - 8,5
a narast kmefia Azospirillium brasiliense 4 - 6 miliard bu-
niek/ml média a kmefia Bacillus megatherium 200 - 300
miliénov buniek/ml média.

Pri technickej realizécii vynalezu nevznika Ziadny ved-
I'aji produkt. Biomasa mikroorganizmov sa méze vyuZivat
ako ferment, ktory sa uz d'alej nijako nespracovava. Voda z
umyvania fermentorov sa moéZe dostat do kanalizdcie,
pretoZe vyhodne obohacuje vodu riek vzacnymi druhmi
baktérii.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Do banky sa da 200 ml zmesi zloZenia dihydrogenfos-
fore¢nan draselny 0,3 g, chlorid vapenaty 0,2 g, siran ho-
renaty 0,3 g, siran draselny 02 g, chlorid sodny 04 g,

chlorid Zelezity 0,05 g, uhlititan vapenaty 5,0 g, melasa
30,0 g, skvasitelny cukor 10,0 g na 1000 ml Zivnej pédy a
potas 40 minit sa péda sterilizuje pri teplote 125 °C, potom
sa pridd 1 ml roztoku stopovych prvkov zloZenia kyselina
borita 5,0 g, molybdénan amonny 6,0 g, jodid drasclny
0,5 g, bromid sodny 0,5 g, siran zino&naty 0,3 g, siran hli-
nity 0,3 g na 1000 ml Zivnej pédy. Do obsahu lyofylizova-
nej ampulky oboch bakteridlnych kmefiov Azotobacter
croococcum a Azospirillium brasiliense sa pridé 5 ml steri-
lizovanej vody a vytvori sa suspenzia, 1,0 ml -om suspen-
zie sa naokuji obidve banky. Naotkované banky sa polo-
Zia na horizontdlne trepacie zariadenie a kultivuji sa
pri teplote 28 °C a pri polte otédok 160 za mintity pocas
48 - 72 hodin, do vytvorenia dostatoéného ndrastu biomasy.
Takto sa pripravi zakladné inokulum,

Dalej 400 ml Zivnej pody uvedeného zloZenie sa da do
banky a naotkuje sa 3 - 4 ml -mi zdkladného inokula a kul-
tivuje sa na horizontdlnom trepacom zariadeni pri teplote
28 °C pocas 48 hodin. Takto sa ziska pripravné inokulum.

Dalej 1000 litrov Zivnej pddy sa sterilizuje vo fermento-
1e pri 125 °C po¢as 40 minat, po ochladeni sa naockuje
1,6 1 -mi pripravného inokula. Naogkovana poda sa fer-
mentuje po¢as 22 hodin pri teplotc 28 °C za prevzdusiiova-
nia 0,6 litta vzduchu na 1 liter fermentacného média, pri
potte otaCok 120 za minitu. Takto sa ziska z oboch druhov
mikroorganizmov prevadzkové inokulum vhodnej konzis-
tencie. Na zamedzenie tvorby peny sa pridd odpefioval v
mnozstve 0,2 - 1,0 litrov/m3. Hodnota pH Zivnej pody je v
rozsahu 6,8 - 7,0.

Priklad 2

Do banky sa d4 200 ml Zivnej pody zloZenia dihydro-
genfosforecnan draselny 0,3 g, chlorid vipenaty 0,2 g, sitan
horecnaty 0,3 g, melasa 30,0 g, coom - steep 0,5 g, peptén
0,3 g, uhli¢itan vapenaty 5,0 ¢ a podas 40 minit sterilizu-
Jjeme pri 125 °C.

Do obsahu lyofylizovanej ampulky oboch bakterisl-
nych kmetiov Bacillus megatherium a Pseudomonas putida
sa pridd 5 ml sterilizovanej vody a vytvori sa suspenzia,
potom 1,0 ml -om suspenzie sa naodkuji obidve banky.
Naotkované banky sa poloZia na horizontdlne trepacie za-
riadenie a kultivuji sa pri teplote 28 °C podas 48 hodin pri
pocte otacok 160 za minitu.

Dalej 400 m! uvedenej Zivnej pddy sa d4 do banky a
naotkuje sa 1 - 2 ml -mi zakladného inokula a mie$a sa na
horizontdlnom trepacom zariadeni pri teplote 28 °C pocas
24 - 48 hodin, pritom mikroskopickym sledovanim sa zis-
tuje vegetativny stav kultiry a vznik spor. Tymto postu-
pom sa ziska pripravné inokulum.

Dalej 1000 litrov Zivnej pddy sa sterilizuje vo fermento-
re pri 125 °C pocas 40 minl, po ochladeni sa naockuje
3 kusmi pripravného inokula s obsahom 400 m1. Naocko-
vana pdda sa fermentuje poéas 22 hodin pri teplote 28 °C
za prevzdustiovania 0,6 litrov vzduchu na 1 liter Zivnej po-
dy, pri poéte otaCok 120 za minttu. Na zamedzenie tvorby
peny sa pridd odpefiovad v mnoZstve 02 - 1,0 litrov/m3.
Mikroskopicky sa sleduje nérast kulttiry tak, aby prebiehal
len do vegetativneho stava bez tvorby spor. Hodnota pH
Zivnej pody je v rozsahu 6,8 - 7,0.
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Priklad 3

V dvoch fermentoroch s celkovym obsahom 10 - 12
m?3, jednotlivého uzitoéného objemu 5,0 - 6,0 m3, sa sterili-
Zuje 4,5 a 4,5 m3 Fivnej pody bez obsahu dusika, opisanej
v priklade 1 a naoCkuje sa 10 % -mi prevadzkového ino-
kula s obsahom bakteridlneho kmefa Azotobacter croo-
coceum podla prikladu 2. Potom sa kultivuje pri teplote
28 °C potas 22 hodin za siasného prevzduSiiovania
0.6 litrov vzduchu na liter Zivnej pddy, pri pocte otdCok 120
za mimitu. Potom sa fermentovana pdda naolkuje eSte
10 % - mi kultiry mikroorganizmu Pseudomonas putida
podra prikladu 2, a d'alej sa pokratuje v dvojitej fermenta-
cii este 22 - 24 hodin. Po ukonleni 44 - 46 hodinovej ler-
mentécie je pH Zivnej pddy 7,7 - 8,5 a bakteridlny kmefi
Azotobacter croococcum dosiahol nérast 4 - 8 milidrd bu-
niek /ml média a kmeft Pseudomonas putida 200 - 300 mi-
liénov buniek/ml média.

Do dvoch fermentorov s uZitoénym objemom 5.5 - 6.0
m3 sa vloZi 4,5 a 4,5 m3 Zivnej pddy bez dusika opisanej v
priklade 1 a naockuje sa 10 % -mi prevadzkového inokula s
obsahom bakterialneho kmefia Azospirillium brasiliense
podla prikladu 1, kultivacia trva 22 hodin pri teplote 28 °C
pri prevzduStiovani 0,6 littov vzduchu na liter Zivnej pody,
pri podte otatok 120 za minutu. Fermentacné médium sa
potom naotkuje elte 10 % - mi prevadzkového inokula
kultdry mikroorganizmu Bacillus megatherium podla pri-
Kladu 1, a dalej sa pokracuje v dvojitej fermentdcii ete
22 - 24 hodin. Po ukonéeni fermentacie je pH fermentatné-
ho média 7.5 - 8,5 a kmef Azospirillium brasiliense dosia-
hol narast 4 - 6 miliard buniek /ml média a kmeti Bacillus
megatherium 200 - 300 miliénov buniek/ml média.

Dalej zmie$anim oboch typov fermentov a ich homo-
genizovanim sa ziska Stvorzlozkovy vysledny produkt zlo-
7enia: Azotobacter croococcum 2 - 4 miliard buniek/ ml,
Azospirillium brasilierrse 2 - 4 miliard buniek/ml, Pseudo-
monas putida 150 - 200 miliénov buniek/ml a Bacillus me-
gatherium 150 - 200 milionov buniek/mi, pri¢om v mnoZe-
nej biomase je celkom 4,3 milidrd buniek/ml aZ 8.4 miliard
buniek/ml Zivného média a pH je v rozmedzi 7,5 - 8,5.

Priemyselna vyuZitenost'

Opisanym spdsobom podla vynalezu sa pripravi zmes
mikroorgamizmov na viazanie dusika zo vzduchu, na zvy-
Sovanie rozpustnosti zliZenin fosforu vo vode a na rozklad
potravinarskeho olejového sedimentu, ktord ma vyuZitie v
polnohospodarstve.

PATENTOVE NAROKY

Spbsob pripravy zmesi mikroorganizmov na viazanie
dusika zo vzduchu, na zvySovanic rozpustnosti zlifenin
fostoru a na rozklad potravinarskeho olejového sedimentu,
vyznadujunci sa tym, Ze spolofnou
kultivéciou aspoti dvoch kmefiov mikroorganizmov v Ziv-
nej pode bez dusika s obsahom zlicenin fosforu sa mnoZia
bakteridlne kmene Azofobacter croococcum CCM4642 a
Azospirillium brasiliense CCM 4644 pocas 22 hodin pri
teplote 28 °C, potom sa k nim prida bakteridlny kmefi Be-
cillus megatherium CCM 4643 a kmei Pseudomonas puti-
da CCM 4641, a potom sa spolocne kultivuju 44 aZ 46 ho-

din pri teplote 28 °C pri prevzdusfiovani 0,6 litrov vzduchu
na liter Zivnej pady.

Koniec dokumentu
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