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Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Herstellung von Erythrit durch Gewinnung
aus dem Kulturmedium einer Mikroorganismenzucht.

Stand der Technik

Nach dem Stand der Technik sind zahlreiche Verfahren zur Produktion von Erythrit durch Mik-
roorganismen, vor allem durch Hefepilze bekannt, wobei verschiedenste Stickstoffquellen zum
Einsatz kommen. So beschreibt etwa die JP-A 47-41549 die Verwendung eines Caseinhydroly-
sats als Stickstoffquelle fur Stamme der Spezies Trigonopsis und Candida. JP-A 51-21072
offenbart die Verwendung von Hefeextrakt und Harnstoff fir verschiedene Hefestamme.

JP-A 60-110295 und JP-A 1-199584 beschreiben jeweils die Verwendung von Moniliella tomen-
tosa var. pollinis zur Produktion von Erythrit. Da bekannt ist, dass diese Varietdt hohe Nahr-
stoffanspriiche aufweist, enthalten die dafir bekannten Kulturmedien Ublicherweise einen ho-
hen Anteil an komplexen Stickstoffquellen wie Hefeextrakt, Pepton, Maisquellwasser oder 8hn-
lichen proteinreichen Substanzen pflanzlicher oder tierischer Herkunft. In JP-A 60-110295 und
JP-A 1-199584 werden daher Maisquellwasser, Harnstoff und Hefeextrakt als Stickstoffquellen
eingesetzt.

Diese komplexen Stickstoffquellen stellen jedoch nicht nur einen entscheidenden Kostenfaktor
dar, sondern erschweren auch die Reinigung des gebildeten Erythrits und verringern die Aus-
beute bei der Kristallisation. Es wurden daher umfangreiche Bemuhungen unternommen, den
Anteil an komplexen Stickstoffquellen so weit wie moglich zu reduzieren. Dies kann durch Ver-
wendung organischer Stickstoffquellen wie Harnstoff oder auch von anorganischen Salzen wie
Ammoniumsulfat geschehen. Da bei der Fermentation von Erythrit nicht unerhebliche Mengen
Ethanol gebildet werden, ist die Verwendung von Harnstoff durch die mégliche Bildung des als
kanzerogen eingestuften Ethylcarbamats problematisch (G. HaRelbeck, W. Henke; Erbsl6h-
Weinkompendium Enzyme; Erbsloéh Geisenheim Getréanketechnologie; D-65366 Geisenheim;
S. 14).

Die sich mit dieser Problematik befassende EP 0.845.538 B1 sowie deren deutsche Uberset-
zung DE 697 20 379 T2 offenbaren daher die Verwendung von Ammoniumsulfat als anorgani-
sches Salz zusammen mit Maisquellwasser, wobei Ersteres als "Hauptstickstoffquelle" bezeich-
net wird und 50 bis 85 % der Stickstoffquellen ausmacht, wahrend Letzteres die Gbrigen 15 bis
50 % darstellt. Als Hefestamme werden neben Moniliella (auch "Moniliella pollinis") auch Vertre-
ter von Yarrowia und Trichosporonoides genannt. Als ein Verfahrensschritt wird die Einstellung
des pH-Werts auf Werte zwischen 3 und 7 genannt (siehe u.a. den dortigen Anspruch 12). Die
potenzielle Verwendbarkeit von Kaliumnitrat als Stickstoffquelle wird allgemein in einer Tabelle
erwahnt.

Aus der EP-A-0.136.802 war freilich seit 1985 bekannt, dass die Polyolbildung durch Moniliella
tomentosa var. pollinis in einem pH-Bereich von 3 bis 6, vorzugsweise in einem pH-Bereich von
4 bis 5, in wiinschenswerter Weise ablauft. Die Einfliisse des pH-Werts auf die Polyolausbeute
wurden bereits 1972 von L. Hanssens, A. van Regenmortel und H. Verachtern beschrieben
(Applied Microbiology, Nov. 1972, S. 831-833).

Die in der EP 0.845.538 B1 beschriebene Verwendung von Ammoniumsulfat, das ein Salz einer
sehr starken zweibasigen Saure (pKa = -3 und 1,9) und einer vergleichsweise schwachen Base
(pKg = 4,75, d.h. pKa = 9,25) ist, erfordert somit zwingend die Regelung des pH-Werts, da sonst
der pH durch die Freisetzung von Schwefelsaure auf einen fiir das Wachstum und die Produkti-
on unguinstigen Wert von unter 3, mitunter sogar unter 2, abfallt. EP 0.845.538 B1 |0st das
durch automatische Zudosierung von 35%iger Natronlauge, was einen erheblichen regelungs-
technischen Mehraufwand darstellt und bei einem Versagen zu einem Totalausfall der Fermen-
tation fihren kann.
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Ein weiterer Aspekt bei der Fermentation zur Erythritgewinnung ist die Unterdrickung von
Nebenprodukten wie Ribit und Glycerin. In EP 0.845.538 wird hierzu beschrieben, dass ein
hoherer Anteil an komplexen Stickstoffquellen (in diesem Fall Maisquellwasser) die Bildung von
Glycerin anregt. Eine Limitierung der komplexen Wuchsstoffquellen geht aber immer mit einer
Verminderung der Wachstums- und Produktionsgeschwindigkeit einher. Das Verfahren gemaf
EP 0.845.538, worin neben Ammoniumsulfat bis zu 50 % Maisquellwasser als Stickstoffquelle
eingesetzt werden, |6st dieses Problem der Nebenproduktbildung jedoch unzureichend, wie die
in den dortigen Ausflhrungsbeispielen nicht vollstandig unterdriickbare Bildung von Glycerin
zeigt: Die gebildete Menge an Glycerin, bezogen auf Erythrit, schwankt zwischen etwa 1,9 %
(Beispiel 5) und 50,2 % (Beispiel 12).

In Biotechnology and Bioengineering vom 5. August 2006, S. 899-908, untersuchten Diano et
al. den Einfluss verschiedener Parameter, u.a. jenen der Stickstoffquellen Ammonium und
Nitrat, auf den Stoffwechsel von Aspergillus niger. Der pH-Wert wurde dabei anfanglich auf 3
eingestellt und anschlieRend schrittweise auf 4,5 erhoht. Als Ergebnis wird festgestellt, dass
sich Nitrat gegeniiber Ammonium positiv auf die Produktion mancher Alkohole, u.a. von Erythrit,
durch Aspergillus auswirkt.

In der US-A-6.030.820 wird ein Verfahren zur Herstellung von hochreinem kristallinem Erythrit
aus einer Mikrobenkulturldsung als Ausgangsmaterial beschrieben. Als ein moglicher Mikroor-
ganismus zum Erhalt des Ausgangsmaterials werden Moniliella tomentosa var. pollinis und als
mogliche Stickstoffquelle Ammoniumnitrat beschrieben. Weder darauf noch auf den pH-Wert
wahrend der Kultivierung wird ndher eingegangen.

Auch die EP 0.327.342 A2 offenbart ein Verfahren zur Herstellung von Erythrit durch Kultivieren
eines diesen produzierenden Mikroorganismus, wobei die Zellkonzentration im Fermenter mit-
tels Zyklieren eines Teils der Kulturbriihe durch einen auReren Zellseparator kontinuierlich
gesteuert wird. Ammoniumnitrat ist ganz allgemein als mogliche Stickstoffquelle aufgelistet. Als
einziges Beispiel fur den Mikroorganismus wird Aureobasidium sp. SN-G42 genannt, und ledig-
lich im letzten Ausfihrungsbeispiel wird ein pH-Wert des Kulturmediums angegeben (pH 4,2),
ansonsten jedoch nicht erwahnt.

In Biotechnology and Bioprocess Engineering 8(3), 173-178 (2003), beschreiben Lee, Kwang-
Jun et al. die Verbesserung der Erythrit-Produktivitat bei Kultivierung verschiedener Penicillium-
Mutanten. Fir eine davon wird erwahnt, dass durch Zusatz von Ammoniumcarbonat, Kaliumnit-
rat und Natriumnitrat die Ausbeute an Erythrit betrachtlich erhéht werden konnte. Als Beispiel
wird in der CAS-Zusammenfassung ein Versuch mit 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % (NH,)>.C,O, (of-
fenbar Ammoniumoxalat), 0,1 % KNO; und 0,1 % NaNO; als Stickstoffquellen angefihrt (wobei
unter den Stickstoffquellen somit die beiden Nitrate einen Gewichtsanteil von unter 17 % und
einen Anteil an verwertbarem Stickstoff von etwa 15 % ausmachen).

Aufgabe der Erfindung

Aufgabe der Erfindung war es daher, ein verbessertes, kostengtinstiges Verfahren zur Produk-
tion von Erythrit in hoher Ausbeute und Reinheit bereitzustellen, das die obigen Probleme hin-
sichtlich des pH-Werts des Kulturmediums und der Bildung von Nebenprodukten zumindest
abschwacht oder sogar ganzlich beseitigt.

Offenbarung der Erfindung

Dieses Ziel wird durch die erfindungsgemafe Verwendung zumindest eines anorganischen
Nitrats in einem Fermentationsverfahren zur Herstellung von Erythrit unter Einsatz eines Hefe-
stamms der Spezies Moniliella als Erythrit produzierender Mikroorganismus, wobei das zumin-
dest eine anorganische Nitrat gleichzeitig sowohl als Hauptstickstoffquelle als auch als pH-
Regler im Kulturmedium dient, sowie durch ein solcherart verbessertes Verfahren zur Herstel-
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lung von Erythrit erreicht. In einem erfindungsgemalen Verfahren wird in bekannter Weise ein
Hefestamm der Spezies Moniliella in einem eine oder mehrere Kohlenstoff- und eine oder meh-
rere Stickstoffquellen enthaltenden Kulturmedium geziichtet, wobei zumindest ein anorgani-
sches Nitrat als Stickstoffquelle im Kulturmedium eingesetzt wird, und Erythrit aus dem Medium
gewonnen. Das erfindungsgemaRe Verfahren weist analog zur erfindungsgemafien Verwen-
dung das Kennzeichen auf, dass das zumindest eine anorganische Nitrat gleichzeitig sowohl
als Hauptstickstoffquelle als auch als pH-Regler im Kulturmedium eingesetzt wird. Das zumin-
dest eine anorganische Nitrat wird vorzugsweise aus Kaliumnitrat, Natriumnitrat und Ammoni-
umnitrat, insbesondere Kaliumnitrat und Natriumnitrat, ausgewahilt.

Bei Verwendung dieses zumindest einen anorganischen Nitrats als Hauptstickstoffquelle kon-
nen somit einerseits Verfahrensschritte zur pH-Einstellung entfallen, da der pH-Wert durch die
geeignete Wahl der Art und Menge an Nitrat geregelt wird und wahrend der Fermentation auch
ohne Nachregelung stets im optimalen Bereich bleibt. Andererseits wird die Bildung von ande-
ren Alkoholen wie Glycerin als Nebenprodukte drastisch unterdriickt und kann in bevorzugten
Ausfuhrungsformen sogar ganzlich ausgeschaltet werden. Die gemaR vorliegender Erfindung
eingesetzten anorganischen Nitrate sind - im Gegensatz zu Harnstoff - zugelassene Lebensmit-
telzusatzstoffe (E251, E252), die zudem im Verlauf der Fermentation innerhalb der ersten
2 bis 3 Tage vollstandig abgebaut werden.

Als "Hauptstickstoffquelle” ist hierin eine solche zu verstehen, die zumindest 20 % des verwert-
baren Stickstoffs bereitstellt. Die Vorteile der Erfindung treten jedoch vor allem bei Einsatz des
zumindest einen anorganische Nitrats in einer Menge von 30 bis 85 %, noch bevorzugter
45 bis 65 %, des verwertbaren Gesamtstickstoffgehalts zu Tage, wobei die jeweils optimale
Menge auch von der Basizitéat des Kations abhangt.

Erfindungsgemafl kénnen zusatzlich zu dem zumindest einen anorganischen Nitrat auch eine
oder mehrere organische Stickstoffquellen, z.B. Maisquellwasser, Hefeextrakt und Gemische
davon, sogar in relativ hohen Anteilen eingesetzt werden, ohne dass die Bildung von Neben-
produkten in unerwiinschtem Ausma® auftritt. Entgegen der Lehre wurde vielmehr festgestellt,
dass mit steigenden Konzentrationen an Maisquellwasser der Anteil an Nebenprodukten sogar
sinkt. Bei erfindungsgemafRer Verwendung anorganischer Nitrate kann der Anteil der komple-
xen Stickstoffquelle sowohl an die Bedrfnisse der Fermentation, d.h. moglichst hohe Produkti-
vitat und Ausbeute, als auch an die der Produktisolierung, d.h. méglichst wenig stérende Be-
standteile und Nebenprodukte, optimal angepasst werden.

Als Mikroorganismen werden erfindungsgemaR Vertreter der Spezies Moniliella, vorzugsweise
ein Stamm von Moniliella tomentosa, noch bevorzugter ein Stamm der Varietét pollinis, einge-
setzt, um aufgrund der bei diesen Pilzen besonders gut zur Geltung kommenden Wirkung der
Erfindung Erythrit in moglichst hoher Ausbeute und Reinheit zu erhalten.

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend unter Bezugnahme auf konkrete Ausfihrungsbei-
spiele beschrieben, die zur lllustration, aber nicht als Einschrénkung dienen.

Beispiele
Beispiel 1
100 ml eines Vorkulturmediums, bestehend aus

15 % Glucose

0,4 % KNO;

0,1 % Hefeextrakt

0,6 % Maisquellwasser
10 ppm MnS0,.H,0O
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2 ppm Thiamin-hydrochlorid

wurde mit Zitronensaure auf pH 3,6 eingestellt und in einem 500-ml-Rundkolben 20 min lang
bei 110 °C sterilisiert. Der auf 30 °C abgekuhlte Kolben wurde aus einer Glycerinkonserve mit
Moniliella tomentosa var. pollinis beimpft und 24 Stunden bei 30 °C und 200 min"' geschiittelt.

1 ml dieser Vorkultur wurde steril auf 100 ml Produktionsmedium, bestehend aus

35 % Glucose
0,35 % KNO;3
0,05 % Hefeextrakt
0,40 % Maisquellwasser
0,025 % KH,PO,
5 ppm MnSQO,.H;0
3 ppm Thiamin-hydrochlorid

Uberimpft. Das Medium wurde in vier 500-ml-Schiittelkolben vor dem Beimpfen mit Zitronensau-
re auf pH 3,6 eingestellt, 20 min lang bei 110 °C sterilisiert und auf 30 °C temperiert. Die Kolben
wurden 9 Tage lang mit 200 min™ geschiittelt. Wahrend der Dauer der Fermentation wurden
steril Proben entnommen und mittels HPLC analysiert. In diesem Beispiel wurden 62 % des
verwertbaren Gesamtstickstoffgehalts des Mediums in Form von Kaliumnitrat zugesetzt.

Nachstehend sind die HPLC-Analysenergebnisse nach jeweils 0, 42, 116, 165 und 210 Stunden
Fermentation fur die vier Testkolben angefuhrt.

Kolben 1 Kolben 2
Dauer (h)| % Glucose | % Erythrit [ pH Dauer (h){% Glucose| % Erythrit| pH
0 35,00 0,00 3,60 0 35,00 0,00 3,60
42 27,86 0,36 5,24 42 27,99 0,35 5,24
116 12,11 7,06 4,25 116 12,92 7,44 4,26
165 4,23 12,80 3,95 165 4,54 12,87 3,96
210 0,00 13,71 4,00 210 0,00 14,52 4,01
Kolben 3 Kolben 4
Dauer (h)| % Glucose | % Erythrit | pH Dauer (h){% Glucose| % Erythrit | pH
0 35,00 0,00 3,60 0 35,00 0,00 3,60
42 27,86 0,37 5,22 42 27,32 0,36 5,24
116 12,90 7,59 4,27 116 12,75 7,66 4,26
165 4,29 13,04 3,97 165 3,96 12,66 3,97
210 0,00 15,25 4,04 210 0,00 14,26 4,04

Der Mittelwert des Erythritgehalts in den vier Kolben betrug 14,4 %. Der pH-Wert verblieb wah-
rend der gesamten Fermentationsdauer ohne jeglichen Basenzusatz im optimalen Bereich von
3 bis 6.

Vergleichsbeispiel 1

Der Versuch aus Beispiel 1 wurde wiederholt, wobei das Produktionsmedium jedoch 0,23 %
(NH,),S0, anstelle von 0,35 % KNO; enthielt. Der Anteil an anorganischem Stickstoff wurde in
beiden Versuchen mit etwa 0,05 % Stickstoff gleich gehalten und entsprach 62 % der verwert-
baren Gesamtstickstoffmenge.
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Kolben 1 Kolben 2
Dauer (h)| % Glucose | % Erythrit | pH Dauer (h){ % Glucose| % Erythrit | pH
0 35,00 0,00 3,60 0 35,00 0,00 3,60
42 28,75 0,31 2,15 42 30,62 0,29 2,11
116 26,19 1,13 2,00 116 25,13 0,90 1,96
165 25,18 1,26 2,01 165 25,18 0,93 1,97
210 26,77 1,47 1,99 210 22,82 0,85 1,95
Kolben 3 Kolben 4
Dauer (h)|% Glucose | % Erythrit | pH Dauer (h)| % Glucose| % Erythrit | pH
0 35,00 0,00 3,60 0 35,00 0,00 3,60
42 26,41 0,28 2,12 42 30,93 0,31 2,12
116 25,69 0,98 1,96 116 24,52 0,95 1,94
165 28,37 1,07 1,98 165 26,83 1,06 1,98
210 21,50 0,84 1,96 210 26,90 1,06 1,93

Wie aus den obigen Werten hervorgeht, fallt durch die Assimilation von Ammonium der pH-Wert
in der Wachstumsphase auf Werte von etwa 2 und darunter ab. Eine Produktion ohne pH-
Regelung ist also nicht mdglich. Die Mengen an gebildetem Erythrit sind dementsprechend
niedrig und betragen bestenfalls nur etwa 1/10 jener im erfindungsgemafien Beispiel 1.

Beispiel 2

Beispiel 1 wurde wiederholt, wobei die Mengen an Maisquellwasser (MQW) (0,40 %) und an
Kaliumnitrat (0,35 %) aus Beispiel 1 jeweils sowohl gleich belassen, verdoppelt als auch halbiert
wurden. Nach 10 Tagen wurden die Konzentrationen von Glycerin und Ribit sowie die Ausbeute
an Erythrit, bezogen auf die eingesetzte Glucose, bestimmt. Jeder Versuch wurde in Doppelan-
satzen durchgefihrt, deren Mittelwerte nachstehend angegeben sind.

Glycerin (%) Ribit (%)

KNO,; / MQW| 0,20 % | 0,40 % | 0,80 % KNO; / MQW| 0,20 % | 0,40 % | 0,80 %
0,18 % 6,63 4,68 0,00 0,18 % 3,66 3,88 0,80
0,35 % 3,31 0,70 0,00 0,35 % 2,32 2,26 0,36
0,70 % 0,78 0,00 0,00 0,70 % 0,16 0,15 0,16

Ausbeute an Erythrit (%) Produktivitat (g/l.h)

KNO,;/ MQW| 0,20 % | 0,40 % | 0,80 % KNO; / MQW| 0,20 % | 0,40 % | 0,80 %
0,18 % 26,0 38,1 49,8 0,18 % 0,55 0,96 1,21
0,35 % 42,5 50,0 50,1 0,35 % 0,88 1,06 1,38
0,70 % 42,3 45,7 44,0 0,70 % 0,96 1,27 1,31

Es ist offensichtlich, dass unter Verwendung von anorganischem Nitrat als Hauptstickstoffquelle
mit zunehmenden Mengen an Maisquellwasser gleichzeitig sowohl die Nebenproduktbildung
unterdriickt als auch die Ausbeute gesteigert werden kann. Durch das erfindungsgemalie Ver-
fahren kann Glycerin als Nebenprodukt ganziich vermieden werden, wéhrend die Menge an
gebildetem Ribit weit unter 1 % gedriickt werden kann. Zusatzlich steigt Produktivitat mit hohe-
ren Stickstoffgaben merklich an.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

7 AT 504 230 B1

Beispiel 3

50 ml einer Vorkultur wie in Beispiel 1 beschrieben wurden auf einen 3-Liter-Fermenter mit
einem Medium, bestehend aus

34 % Glucose

0,20 % KNO;

0,08 % NH4NO;

0,05 % Hefeextrakt

0,30 % Maisquellwasser
0,025 % KH,PO,

3 ppm MnSO,4.H,0

3 ppm Thiamin-hydrochiorid

Uberimpft. Die Fermentation erfolgte bei einer Temperatur von 28 °C ohne pH-Regelung. Die
Beliiftung betrug 0,18 vvm bei einer Riihrerdrehzahl von 500 U.min"'. Nachdem die Glucose
verbraucht war, wurden folgende Werte gefunden:

Erythrit 16,11 %
Ribit 0,26 %
Glycerin 0,00 %
pH-Wert 3,57

Somit wurde bewiesen, dass ein Teil des Kaliumnitrats auch durch andere anorganische Nitrate
ersetzt werden kann, ohne die oben beschriebenen und durch Messwerte belegten Vorteile der
Erfindung zu beeintrachtigen.

Beispiel 4

80 Liter einer Vorkultur wie in Beispiel 1 beschrieben wurden auf eine 3.000-Liter-Blasensaule
mit 2.600 Litern eines Mediums, bestehend aus

23,01 %
17,25 %
0,35 %
0,05 %
0,40 %
0,025 %
5 ppm
3 ppm

Glucose

Fructose

KNO;

Hefeextrakt
Maisquellwasser
KH,PO,

MnSQO,4.H,0
Thiamin-hydrochlorid

Uiberimpft. Die Temperatur wurde auf 30 °C geregelt. Die Beliiftung wurde auf 0,19 vvm einge-
stellt. Nachdem der Zucker vollstandig verbraucht war, wurden folgende Werte gefunden:

Erythrit 19,96 %
Ribit 0,18 %
Glycerin 1,96 %
pH-Wert (Mittelwert) 4,48
Ausbeute an Erythrit 49,4 %

Der pH-Wert schwankte zwischen 4,35 und 4,62 und lag somit ohne jegliche Regelung im
optimalen Bereich. Wahrend der Fermentation wurde zu keinem Zeitpunkt eine Zugabe von
Antischaummittel notwendig. Aus diesem Beispiel geht somit hervor, dass auch andere Kohlen-
stoffquellen als Glucose im erfindungsgemaRen Verfahren unter Verwendung von anorgani-
schem Nitrat als Hauptstickstoffquelle mit der gleichen Effizienz verwertet werden konnen.
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Zusammenfassend stellt die vorliegende Erfindung durch die Verwendung zumindest eines
anorganischen Nitrats sowohl als Hauptstickstoffquelle als auch als pH-Regler somit Verfahren
zur Produktion von Erythrit bereit, durch die das gewiinschte Produkt in hoher Ausbeute und
Reinheit sowie auf kostenglinstige Weise erhalten werden kann: a) Verfahrensschritte zur pH-
Wert-Regelung kénnen géanzlich entfallen; b) es werden &uflerst geringe Mengen an stérenden
Nebenprodukten gebildet, was die Isolierung des Erythrits deutlich vereinfacht; c) die Produktivi-
tat kann erheblich gesteigert werden; und d) die eingesetzten anorganischen Nitrate sind zu
gunstigen Preisen im Handel erhaltlich. Daher besteht auch keinerlei Zweifel an der gewerbli-
chen Anwendbarkeit der Erfindung.

Patentanspriiche:

1.

Verfahren zur Herstellung von Erythrit, umfassend das Zichten eines Hefestamms der
Spezies Moniliella in einem eine oder mehrere Kohlenstoff- und eine oder mehrere Stick-
stoffquellen enthaltenden Kulturmedium, wobei zumindest ein anorganisches Nitrat als
Stickstoffquelle im Kulturmedium eingesetzt wird, sowie das Gewinnen des Erythrits aus
dem Medium,

dadurch gekennzeichnet, dass das zumindest eine anorganische Nitrat gleichzeitig sowohl
als Hauptstickstoffquelle als auch als pH-Regler im Kulturmedium eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das zumindest eine anorgani-
sche Nitrat aus Kaliumnitrat, Natriumnitrat und Ammoniumnitrat, vorzugsweise Kaliumnitrat
und Natriumnitrat, ausgewahlt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das zumindest eine
anorganischen Nitrat in einer Menge von 30 bis 85 % des verwertbaren Gesamtstickstoff-
gehalts eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das zumindest eine anorgani-
schen Nitrat in einer Menge von 45 bis 65 % des verwertbaren Gesamtstickstoffgehalts
eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
zusétzlich zu dem zumindest einen anorganischen Nitrat eine organische Stickstoffverbin-
dung als weitere Stickstoffquelle eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass Maisquellwasser und/oder
Hefeextrakt als weitere Stickstoffquelle eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
ein Stamm von Moniliella tomentosa, vorzugsweise der Varietat pollinis, eingesetzt wird.

Keine Zeichnung
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