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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Mischungsvorbereitung zur Stickstoffbindung aus
der Luft, zur Erhéhung der Léslichkeit von Phosphorverbin-
dungen und zur Zersetzung von Lebensmittelélsediment und
die genannte Mischung selbst. GemaR der Erfindung wer-
den durch gemeinsame Fermentation von mindestens zwei
Mikroorganismenstdammen in einem nicht stickstoffhaltigen
Nahrboden mit einem Inhalt von Phosphorverbindungen die
Bakterienstamme Azotobacter chroococcum CCM 4642 und
Azospirillum brasilense CCM 4644 wahrend 22 Stunden bei
einer Temperatur von 28°C vermehrt, dann werden zu die-
sen Bakterienstdmmen der Bakterienstamm Bacillus mega-
therium CCM 4643 und der Bakterienstamm Pseudomonas
putida CCM 4641 zugegeben und alle diese Bakterienstam-
me werden gemeinsam 44 bis 46 Stunden bei einer Tempe-
ratur von 28°C und bei einer Bellftung mit 0,6 Liter Luft/1
Liter des Nahrbodens kultiviert.
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Beschreibung
Erfindungsgebiet

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Vorbe-
reitung einer Mikroorganismenmischung zur bakteri-
ellen Bindung von atmosphéarischem Stickstoff, zur
Erhdéhung der Léslichkeit von im Wasser unléslichen
Phosphor, der im Erdboden enthalten ist, und zur
bakteriellen Zersetzung des bei der Herstellung von
Speiseolen anfallenden, unbearbeitbaren Schlamms
im Ol, und die genannte Mischung. Die Erfindung ist
fur den Umweltschutz wegen der Wirkung der Mikro-
organismenmetabiose von Bedeutung.

Stand der Technik

[0002] In den letzten Jahrzehnten wurden in der
landwirtschaftlichen Produktion Uberwiegend stick-
stoffhaltige Kunstdiinger verwendet. Dabei wurden
hohe Ertrége erzielt. Die stédndige Anwendung von
Kunstdiingern ohne gemeinsame Verwendung von
Stalldung verursachte, dass der Erdboden durch ho-
he Chemikaliengaben sauer wurde und das mikro-
bielle Leben im Erdboden unterdriickt wurde, dass
sich der Erdboden verdichtet hat und dass sich die
Wasser- und Luftbedingungen des Erdbodens ver-
schlechtert haben. AuBBerdem ist schadliches Nitrat
in das Grundwasser eingedrungen. Bei starkem Re-
gen hat das Regenwasser den granulierten Kunst-
dunger in Béache weggeschwemmt, und so ist das Ni-
trat auch in die Fliisse gelangt. Durch eine einmalige
Gabe gréRerer Mengen des stickstoffhaltigen Kunst-
dingers haben die Pflanzen, vor allem Gartenpflan-
zen, eine Uberdosis von Stickstoff aufgenommen, der
eine schédliche Wirkung vor allem auf Sduglinge und
Kleinkinder hat, da er im Blut die Methemoglobie ver-
ursacht, die auch tédlich sein kann. Deshalb wurde
die Uberwachung des Nitratgehalts vor allem bei Ge-
mise veranlasst, und es wurde eine zulassige Ober-
grenze festgelegt. In der Praxis ist die stédndige Ni-
tratiberwachung in gewtnschtem Mal} sehr schwer
durchfihrbar.

[0003] Deshalb tritt immer mehr die praktische Mog-
lichkeit der bakteriellen Bindung von atmosphéri-
schem Stickstoff in den Vordergrund. Unterstitzend
wirkt auch das Problem des Preisanstiegs von stick-
stoffhaltigem Kunstdinger aufgrund der Preiserho-
hung der Energie, da die Produktion der stickstoffhal-
tigen Kunstdiinger einen hohen Energiebedarf erfor-
dert. Nach der Entdeckung der bakteriellen Bindung
von atmospharischem Stickstoff werden, vor allem in
letzter Zeit, die Bestrebungen zur Nutzung von atmo-
spharischem Stickstoff in groRem Ausmalf in der Erd-
bodenwirtschaft in der Landwirtschaftspraxis erhéht.

[0004] Die Stickstoffbindung durch Bakterien des
Stamms Rhizobium ist bekannt, die auf Wurzeln von
Wickenpflanzen, wie z. B. Bohne, Soja, Klee, Knollen
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bilden, die atmosphéarischen Stickstoff binden. Diese
Bindung des Stickstoffs ist aber nur auf Wickenpflan-
zen (Schmetterlingsblitler) begrenzt.

[0005] Weiterhin sind Verfahren zur Gemischvorbe-
reitung bekannt, die Mikroorganismen zur Erdboden-
aufbereitung verwenden. Beispielsweise wird in der
russischen Patentschrift RU 2072756 C1 ein Rekulti-
vierungsverfahren fir durch Kohleabbau beschadig-
ten Boden beschrieben. Das Wesentliche dieses Ver-
fahrens liegt in der mechanischen Bodenbearbeitung
mit nachfolgender Sameneinsaat, die mit Mikroorga-
nismen geimpft ist, oder es wird bei Bedarf in sehr
saurem Boden zusétzlich ein anderer Mikroorganis-
mus zugegeben. Diese bekannte Erfindung l6st we-
der das Verfahren der Gemischvorbereitung durch
gemeinsame Fermentation, noch regt sie die Herstel-
lung der genannten Mischung an.

[0006] In weiteren verdffentlichten Artikeln, die sich
mit der genannten Problematik befassen, sind wei-
tere Verfahren zur Mikroorganismenanwendung be-
schrieben. Beispielsweise wird in der Zeitschrift Che-
mical Abstract, Vol. 124, Nr. 2, Columbus Ohio, US-
Nr. 147114 ein Verfahren zur biologischen Entfer-
nung von einem in Form eines Benzin-, Diesel- und
Schmierdlgemischs im Wasser enthaltenen Erddl-
kohlenwasserstoff offenbart. Im Wesentlichen han-
delt es sich um eine Grund- und Abwasserregenerie-
rung. Eine weitere Veréffentlichung in der Zeitschrift
Compendex Engineering Information, US, Biol. Was-
tes, 1987, informiert Gber den Einflul} einer nichtsym-
biotischen Stickstoffbindung an organische Abfélle
bei Mitwirkung eines Mikroorganismus. Die zitierten
Quellen 16sen weder das Verfahren zur Vorbereitung
des Mikroorganismengemischs noch die damit her-
gestellte Mischung.

[0007] Eine andere bekannte Lésung nach der Pa-
tentschrift HU 207751 B beseitigt teilweise die dem
Erdboden zugeflhrten, anorganischen, nitrat- und
phosphathaltigen Kunstdiinger; diese Erfindung l6st
jedoch die Kaliumriickgabe nicht. Ein weiterer Nach-
teil dieser Mischung ist deren bis 28°C temperatur-
begrenzte Wirksamkeit; deswegen wirkt diese Mi-
schung nur in der kurzen Frihlingszeit.

[0008] In der verdffentlichten Patentanmeldung
WO 96/34840 A1 ist die Anwendung von neuen stick-
stoffbindenden Bakterienstdmmen mit erhdhter Alka-
liebestandigkeit und eine zwei-Bakterien-Mischung in
wassriger Lé6sung mit einem Gehalt an Zusatzen und
Mikroelementen beschrieben und beansprucht. Der
Nachteil dieser Mischung ist die Anwendungsbegren-
zung, da die Anwendung bevorzugt nur auf Erdbéden
mit hohem pH-Wert begrenzt ist.

[0009] Im Patent US 4 952 229 A wird die Anwen-
dung bestimmter Boden- bakterien und stickstoffbin-
dender Bakterien mit einem Zusatz an Mikroelemen-
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ten, z. B. in Form von Chelat, und verschiedenen Mi-
neralen beschrieben. Der Gegenstand der Erfindung
ist der Zusatz und ein Verfahren zur Erhéhung der
Fruchtbarkeit und der Pflanzenqualitat fir die Anwen-
dung im Erdboden oder an Pflanzenblattern. Der Zu-
satz enthalt spezifische Mikroorganismen und eine
organische Saure, wie Huminsaure, Fulminséure und
Ulvinsaure, und es kénnen Spurenmineralien oder
ein Feuchtigkeitsstabilisator zugegeben werden. Im
Wesentlichen handelt es sich um die Festlegung der
Art der Zusatzauswahl und der Art der Zusatzanwen-
dung bei verschiedenen Pflanzenarten. Diese be-
kannte Erfindung befasst sich nicht mit einem Ver-
fahren zur Vorbereitung (Herstellung) einer Mikroor-
ganismenmischung durch gemeinsame Fermentati-
on von Mikroorganismen ohne Mineralien oder stick-
stoffhaltige Mikroelemente, wobei keine Anwendung
den wichtigen Bakterienstamm Bacillus megatherium
beinhaltet. Der Nachteil ist, dass diese bekannte Er-
findung eine grolRe Menge an Mineralien und Mikro-
elementen beansprucht.

Kurzfassung der Erfindung

[0010] Die oben angegebenen Nachteile werden im
Wesentlichen durch die im Folgenden beschriebene
Erfindung vermieden, deren Ziel die Vorbereitung ei-
ner solchen Mischung ist, die den Erdboden frucht-
bar macht, den Erdboden mit Stickstoff aus der Luft
anreichert, gleichzeitig den unléslichen Phosphor im
Erdboden in eine 16sliche Phosphorform umwandelt
und das bei der Speisedlherstellung als Abfall anfal-
lende und die Umwelt schadigende Olsediment ver-
wertet und als Qualitatsdinger fur Pflanzennahrung
entsorgt. Die Erfindung basiert auf der unerwarteten
Entdeckung, dass bei der gemeinsamen Fermentati-
on der Mikroorganismen ohne Gehalt an Mineralien
und stickstoffhaltigen Mikroelementen bei bestimm-
ten, genau festgelegten Bedingungen eine Gemisch-
bildung erreicht wird, die nach der Anwendung im Bo-
densystem fur Pflanzen eine Stickstoffbindung aus
der Luft gewahrleistet und gleichzeitig die unldsliche
Phosphorform in eine l6sliche Phosphorverbindung
umwandelt, wobei eine Zersetzung des Olsediments
aus der Lebensmittelindustrie gesichert wird, wobei
dies alles durch einzige Anwendung erfolgt und diese
Mischung aktiv in einem breiten Temperaturbereich
bis 36-38°C wirkt, also im ganzen Zeitraum der Ve-
getation.

[0011] Die Grundlage des Verfahrens zur Vorberei-
tung einer stickstoffbindenden Mischung nach der
Erfindung liegt in der Nutzungsart einiger Bakteri-
enstdmme Azotobacter, die den atmosphérischen
Stickstoff dadurch binden, dass sie wahrend ihrer Le-
bensdauer bei der Vermehrung im Boden die durch
sie synthetisierten Stickstoffformen, wie Nitrate, Nitri-
te, Ammonium, Aminosauren, Eiweil3stoffe, mit klei-
nen Molekiilen in den Boden ausdiffundieren. Diese
Stickstoffformen binden sich an die organische. Bo-
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denmasse, aus der sie durch die Pflanzenwurzel ein-
gesogen werden. Die so kontinuierlich entstehenden
Stickstoffverbindungen werden aus dem Boden nicht
ausgewaschen und verunreinigen die Umwelt nicht.
Ein grol3er Vorteil ist die kontinuierliche und harmoni-
sche Zufuhr des Stickstoffs zu den Pflanzen wahrend
des vegetativen Zeitraums der Pflanzen. Bevorzugt
wird der Bakterienstamm Azotobacter chroococcum
CCM 4642 und der Bakterienstamm Azospirillum bra-
silense CCM 464 verwendet. Diese Bakterienstam-
me wurden in der authentisierten Tschechischen Mi-
kroorganismensammlung, Brno, Tvrdého Nr. 14 un-
ter den oben angegebenen Nummern deponiert.

[0012] Der Bakterienstamm Azotobacter chroococ-
cum vermehrt sich am besten bei Temperaturen von
16-30°C, wahrend der Bakterienstamm Azospirillum
brasilense ein Temperaturoptimum von 24-38°C hat.
Mit diesen beiden Bakterienstdmmen wird der Erdbo-
den geimpft, dann werden diese Stdmme im Boden
kultiviert, der im Frihling auf 16°C und im Sommer
auf 38°C aufgewarmt ist. Damit werden die Pflanzen
mit Stickstoff harmonisch versorgt.

[0013] Ferner haben sich im Boden aufgrund
der Ubermafligen Anwendung von phosphorhalti-
gen Kunstdinger sehr grole Mengen an Phos-
phorverbindungen gesammelt, die im Wasser un-
I6slich und fur den Phosphor benétigende Pflanzen
deshalb nicht benutzbar sind. Die Mikroorganismen
des Stamms Bacillus megatherium CCM 4643, der
in der authentisierten Tschechischen Mikroorganis-
mensammlung, Brno, Tvrdého Nr. 14 unter der oben
angegebenen Nummer deponiert ist, besitzt bei gro-
Ren Molekilen der Phosphorverbindungen die Fa-
higkeit, bei seinem energetischen Metabolismus die
im Wasser unlésbaren Phosphorverbindungen in in
Wasser l6sliche Verbindungen umzuwandeln und da-
mit den Boden mit fir Pflanzen benutzbaren, 16sli-
chen Phosphorverbindungen zu versorgen.

[0014] Durch Impfung des Bodens mit stickstoffbin-
denden Mikroorganismenstdmmen und gleichzeitig
mit Mikroorganismenstdmmen, die unldsliche Phos-
phorverbindungen zersetzen, entsteht die sogenann-
te Metabiose, in der die Stickstoffbinder den nétigen
Stickstoff féordern und der Mikroorganismus Bacillus
megatherium die unléslichen Phosphorverbindungen
inin Wasser l6sliche Phosphorverbindungen umwan-
deln, wobei beide Bakterienarten die fir das Wachs-
tum und die Vermehrung erforderliche Energie ge-
winnen und gleichzeitig die Pflanzen mit Stickstoff
und Phosphor versorgen.

[0015] Bei der Herstellung von Speisetlen entsteht,
besonders am Ende der Produktion, ein Olschlamm,
der nicht weiter gereinigt werden kann und der we-
der zur Nutzung in der Lebensmittelindustrie noch
fur eine andere Anwendung, z. B. in der Kraftfahr-
zeugindustrie, geeignet ist. Die Entsorgung dieses
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Olschlamms kann nicht frei in der Umwelt durch-
gefiihrt werden; deshalb werden flr die Entsorgung
Neutralisations- und Klaranlagen bendtigt. Daher ist
es gunstig, die beschriebene Eigenschaft des Bak-
teriums des Mikroorganismenstamms Pseudomonas
putida CCM 4641 zu verwenden, der in der authen-
tisierten Tschechischen Mikroorganismensammlung,
Brno, Tvrdého Nr. 14 unter der oben angegebenen
Nummer deponiert ist. Diese Mikroorganismen zer-
setzen durch ihre Wirkung die Olverbindungen mit of-
fener Kohlenwasserstoffkette zu Glyzerin und organi-
sche Sauren.

[0016] Der Olschlamm wird mit Fruchterde ver-
mischt und diese Mischung wird mit Kulturen Azoto-
bacter chroococcum, Azospirillum brasilense, Bacil-
lus megatherium und danach auch mit Pseudomo-
nas putida geimpft. Die Mischung wird mehrmals ver-
mischt, und der Inhalt des Olschlamms wird in zwei
bis drei Monaten mineralisiert und zersetzt. Nach
der Anwendung im Ackerboden gemeinsam mit ei-
ner groBen Mikroorganismenmenge stellt dieser Ol-
schlamm einen nahrhaften Stoff mit den charakteris-
tischen Eigenschaften von Stalldung dar.

[0017] Die Erfindung kann derart verwendet werden,
dass die dicke Biomasse von Mikroorganismen Azo-
spirillum brasilense, Azotobacter chroococcum und
Bacillus megatherium nach der Verdinnung in eine
glnstige Konzentration in der Menge von zehn Liter
auf ein Hektar auf den Erdboden zerstdubt wird. Da-
nach wird der Erdboden in Saattiefe gewendet, wo-
bei der Boden gleichzeitig so geimpft wird, dass auf
die Anwendung von stickstoffhaltigem und phosphor-
haltigem Kunstduinger teilweise oder vollig verzichtet
werden kann.

[0018] Weiterhin kann zu den oben genannten Mi-
kroorganismenkulturen noch eine weitere Mikroorga-
nismenkultur Pseudomonas putida zugegeben wer-
den, wobei die Mischung so angewendet wird, dass
zu zehn Tonnen des Erdbodens zehn Liter der giins-
tig verdinnten Mikroorganismenmischung zugege-
ben wird und der Boden mehrmals vermischt wird.
Mit diesem Verfahren kénnen 500 Liter Olschlamm
zersetzt werden. Das Endprodukt des Verfahrens ge-
mal der Erfindung ist eine nahrhafte Mischung reich
an Mikroorganismen, die Stickstoff binden und Phos-
phor und Olsediment zersetzen. Dieses Vierkompo-
nentenmittel kann als Ersatz flr Kunstdiinger ange-
wendet werden.

[0019] Der Gegenstand der Erfindung ist ein Verfah-
ren zur Herstellung einer Mikroorganismenmischung
zur Bindung von atmospharischem Stickstoff, zur Er-
héhung der Loslichkeit von unléslichen Phosphor
im Boden und zum Mineralisieren des Speisedl-
schlamms.
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[0020] Nach der Erfindung vermehrt sich der Bakte-
rienstamm Azotobacter chroococcum CCM 4642 im
Néhrboden, der weder organischen noch anorgani-
schen Stickstoff enthalt, durch subversive Fermenta-
tion bei einer Temperatur um 28°C wahrend 22 St-
unden; danach wird das Ferment des Azobacter's
mit 10% des 22stlindigen Impfstoffs des Bakterien-
stamms Pseudomonas putida CCM 4641 geimpft.
Der Mikroorganismus des Stamms Azobacter produ-
ziert in 22 Stunden in das Fermentationsmedium ei-
ne solche Menge Stickstoff, die den Mikroorganis-
mus des Stamms Pseudomonas zu ihrem Wachstum
braucht. Die zweifache Fermentation wird noch 22—
24 Stunden bei Beluftung mit 0,6 Liter Luft/1 Liter des
Néhrbodens, 120 Umdrehungen pro Minute und ei-
ner Temperatur von 28°C fortgesetzt. Nach der Be-
endung der Kultivierung nach 44-46 Stunden liegt der
pH-Wert des kultivierten Bodens im Bereich von 7,5-
8,5 und der Anstieg der Zellenmenge in 1 ml des Me-
diums liegt beim Stamm Azotobacter chroococcum
im Bereich von 4-6 Mrd. und beim Stamm Pseudo-
monas putida im Bereich von 150-200 Mio.

[0021] Weiterhin vermehrt sich nach der Erfindung
der Bakterienstamm Azospirillum brasilense CCM
4644 im Nahrboden, der weder eine organische noch
anorganische Stickstoffquelle enthalt, durch Fermen-
tation bei einer Temperatur um 28°C wahrend 22
Stunden; danach wird die vermehrte Kultur des Mi-
kroorganismus Azospirillum brasilense mit 10% des
22-stiindigen Impfstoffs des Bakterienstamms Bacil-
lus megatherium CCM 4643 geimpft, wobei der Bak-
terienstamm Azospirillum brasilense wahrend die-
ses Zeitraums im Néhrmedium eine solche Menge
Stickstoff produziert, die der Mikroorganismus des
Stamms Bacillus megatherium zu seinem Wachstum
braucht. Die zweifache Tauchfermentation wird noch
22-24 Stunden bei einer Bellftung mit 1 Liter Luft/
1 Liter des Fermentationsmediums, bei 120 Umdre-
hungen pro Minute und einer Temperatur von 28°C
fortgesetzt. Nach der Beendung der Fermentation
liegt der pH-Wert des Fermentationsmediums im Be-
reich von 6,8-8,5, und der Anstieg der Zellenmenge
in 1 ml des Mediums liegt beim Stamm Azospirillum
brasilense im Bereich von 4 Mrd. und beim Stamm
Bacillus megatherium im Bereich von 200-300 Mio.

[0022] Bei der technischen Realisierung entsteht
kein Nebenprodukt. Die Biomasse der Mikroorganis-
men kann als Ferment verwendet werden, das weiter
nicht verarbeitet wird. Das Wasser kann nach dem
Auswaschen von Fermentoren der Kanalisation zu-
geflhrt werden, da es das Flusswasser mit wertvol-
len Bakterienarten bereichert.
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Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung
Beispiel 1

[0023] In einen Kolben werden 200 ml eines Ge-
mischs mit einer Zusammensetzung von 0,3 g Ka-
liumdihydrogenorthophosphat, 0,2 g Kalziumchlorid,
0,3 g Magnesiumsulphat, 0,2 g Kaliumsulphat, 0,4 g
Natriumchlorid, 0,05 g Eisen(lll)-chlorid, 5,0 g Kalzi-
umkarbonat, 30 g Melasse, 10,0 g garfahigem Zucker
auf 1000 ml des Nahrbodens angesetzt, und wahrend
40 Minuten wird der Boden bei einer Temperatur von
125°C sterilisiert. Danach wird 1 ml einer Spurenele-
mentenldsung mit einer Zusammensetzung von 5,0
g Borséaure, 6,0 g Ammoniummolybdat, 0,5 g Kalium-
jodid, 0,5 g Natriumbromid, 0,3 g Zinksulphat, 0,3 g
Aluminiumsulphat auf 1000 ml des Nahrbodens zu-
gegeben. In den Inhalt einer lyophylisierten Ampulle
der beiden Bakterienstdmme Azotobacter chroococ-
cum und Azospirillum brasilense werden 5 ml steri-
lisiertes Wasser zugegeben, und es wird eine Sus-
pension gebildet. Mit 1 ml dieser Suspension werden
beide Kolben geimpft. Die geimpften Kolben werden
waagerecht in eine Schuttelanlage gelegt und bei ei-
ner Temperatur von 28°C und bei 160 Umdrehungen
pro Minute wahrend 48-72 Stunden kultiviert, bis die
Biomasse ausreichend aufwachst. Auf diese Weise
wird der Grundimpfstoff vorbereitet.

[0024] Weiterhin werden 400 ml des Nahrbodens
der obengenannten Zusammensetzung in einem Kol-
ben angesetzt, mit 3-4 ml des Grundimpfstoffs ge-
impft und in einer waagerechten Schiittelanlage bei
einer Temperatur von 28°C wahrend 48 Stunden kul-
tiviert. Auf diese Weise wird der Vorbereitungsimpf-
stoff vorbereitet.

[0025] Weiterhin werden 1000 Liter des Nahrbodens
in einem Fermentor bei 125°C wéahrend 40 Minuten
sterilisiert und nach der Abklhlung mit 1,6 Liter des
Vorbereitungsimpfstoffs geimpft. Der geimpfte Boden
wird wahrend 22 Stunden bei einer Temperatur von
28°C, bei einer Bellftung mit 0,6 Liter Luft/1 Liter des
Fermentationsmediums und bei 120 Umdrehungen
pro Minute fermentiert. Auf diese Weise wird von bei-
den Mikroorganismenarten ein Betriebsimpfstoff mit
einer gunstigen Konsistenz erhalten. Zur Unterdru-
ckung der Schaumbildung wird 0,2-1,0 Liter/m? eines
Entschdumers zugegeben. Der pH-Wert des Néhrbo-
dens liegt im Bereich von 6,8-7,0.

Beispiel 2

[0026] In einen Kolben werden 200 ml des Nahr-
bodens mit einer Zusammensetzung von 0,3 g Ka-
liumdihydrogenorthophosphat, 0,2 g Kalziumchlorid,
0,3 g Magnesiumsulphat, 30 g Melasse, 0,5 g coorn-
steep, 0,3 g Pepton und 5,0 g Kalziumkarbonat ange-
setzt, und diese Zusammensetzung wird wahrend 40
Minuten bei einer Temperatur von 125°C sterilisiert.
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[0027] Inden Inhalt einer lyophylisierten Ampulle der
beiden Bakterienstdmme Bacillus megatherium und
Pseudomonas putida werden 5 ml sterilisiertes Was-
ser zugegeben, und es wird eine Suspension ge-
bildet. Danach werden mit 1 ml dieser Suspension
beide Kolben geimpft. Die geimpften Kolben werden
waagerecht in eine Schuttelanlage gelegt und bei ei-
ner Temperatur von 28°C und bei 160 Umdrehungen
pro Minute wahrend 48 Stunden kultiviert.

[0028] Weiterhin werden 400 ml des oben genann-
ten Nahrbodens in einem Kolben angesetzt, mit 1-
2 ml des Grundimpfstoffs geimpft und in einer waa-
gerechten Schiittelanlage bei einer Temperatur von
28°C wahrend 24-48 Stunden gemischt, wobei der
vegetative Stand der Kultur und die Bildung von Spo-
ren unter dem Mikroskop festgestellt werden. Auf die-
se Weise wird der Vorbereitungsimpfstoff vorbereitet.

[0029] Weiterhin werden 1000 Liter des Nahrbodens
in einem Fermentor bei einer Temperatur von 125°C
wahrend 40 Minuten sterilisiert und nach der Abkuh-
lung mit drei Stick des Vorbereitungsimpfstoffs mit
einem Inhalt von 400 ml geimpft. Der geimpfte Boden
wird wahrend 22 Stunden bei einer Temperatur von
28°C, bei Beluftung mit 0,6 Liter Luft/1 Liter des Nahr-
bodens und bei 120 Umdrehungen pro Minute fer-
mentiert. Zur Unterdriickung der Schaumbildung wird
0,2-1,0 Liter/m? eines Entschaumers zugegeben. Un-
ter dem Mikroskop wird das Kulturenwachstum so be-
obachtet, dass es nur bis zum vegetativen Stand oh-
ne Sporenbildung durchlauft. Der pH-Wert des Nahr-
bodens liegt im Bereich 6,8-7,0.

Beispiel 3

[0030] In zwei Fermentoren mit einem Gesamtinhalt
von 10-12 m? und mit einem einzelnen Nutzungsvolu-
men von 5,0-6,0 m® werden 4,5 und 4,5 m® des nicht
stickstoffhaltigen Nahrbodens sterilisiert, der im Bei-
spiel 1 beschrieben wurde, und dieser wird mit 10%
des Betriebsimpfstoffs mit einem Inhalt des Bakteri-
enstamms Azotobacter chroococcum nach Beispiel
2 geimpft. Danach wird er bei einer Temperatur von
28°C wahrend 22 Stunden bei gleichzeitiger Beluf-
tung mit 0,6 Liter Luft/1 Liter des Nahrbodens und
bei 120 Umdrehungen pro Minute kultiviert. Danach
wird der fermentierte Boden noch mit 10% der Mi-
kroorganismenkultur Pseudomonas putida nach Bei-
spiel 2 geimpft, und weiter wird er in einer zweifachen
Fermentation noch 22-24 Stunden weiterbehandelt.
Nach der Beendung der 44-46stiindigen Fermenta-
tion liegt der pH-Wert des Nahrbodens bei 7,7-8,5,
und es wurde das Wachstum beim Bakterienstamm
Azotobacter chroococcum von 4-8 Mrd. Zellen in 1
ml des Mediums und beim Stamm Pseudomonas pu-
tida von 200-300 Mio. Zellen in 1 ml des Mediums
erreicht.
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[0031] In zwei Fermentoren mit einem Nutzungsvo-
lumen von 5,5-6,0 m® werden 4,5 und 4,5 m® des
nicht stickstoffhaltigen Nahrbodens angesetzt, derim
Beispiel 1 beschrieben wurde, und er wird mit 10%
des Betriebsimpfstoffs mit einem Inhalt des Bakte-
rienstamms Azospirillum brasilense nach Beispiel 1
geimpft. Die Kultivierung dauert 22 Stunden bei einer
Temperatur von 28°C, bei einer Bellftung mit 0,6 Li-
ter Luft/1 Liter des Nahrbodens und bei 120 Umdre-
hungen pro Minute. Danach wird das Fermentations-
medium noch mit 10% des Betriebsimpfstoffs der Mi-
kroorganismenkultur Bacillus megatherium nach Bei-
spiel 1 geimpft, und weiter wird eine zweifache Fer-
mentation noch 22-24 Stunden fortgesetzt. Nach der
Beendung der Fermentation liegt der pH-Wert des
Fermentationsmediums bei 7,5-8,5, und es wurde
ein Wachstum beim Stamm Azospirillium brasiliense
von 4-6 Mrd. Zellen in 1 ml des Mediums und beim
Stamm Bacillus megatherium von 200-300 Mio. Zel-
len in 1 ml des Mediums erreicht.

[0032] Nach dem Vermischen der beiden Fermen-
tarten und nach ihrer Homogenisierung wird ein vier-
komponentenhaltiges Endprodukt mit folgender Zu-
sammensetzung erhalten: Azotobacter chroococcum
2-4 Mrd. Zellen/ml Azospirillum brasilense 2-4 Mrd.
Zellen/ml, Pseudomonas putida 150-200 Mio. Zellen/
ml und Bacillus megatherium 150-200 Mio. Zellen/
ml, wobei in der vermehrten Biomasse insgesamt 4,3
Mrd. Zellen/ml bis zu 8,4 Mrd. Zellen/ml des Nahrme-
diums vorhanden sind und der pH-Wert im Bereich
von 7,5-8,5 liegt.

Industrielle Verwendbarkeit

[0033] Mithilfe des beschriebenen Verfahrens ge-
maR der Erfindung wird eine Mikroorganismenmi-
schung zur Stickstoffbindung aus der Luft, zur Erho-
hung der Léslichkeit von Phosphorverbindungen im
Wasser und zur Zersetzung von Olsediment aus der
Lebensmittelindustrie vorbereitet, die in der Landwirt-
schaft verwendbar ist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Vorbereitung einer Mikroorga-
nismenmischung zur Bindung von atmosphéarischem
Stickstoff, zur Erhéhung der Ldslichkeit von Phos-
phorverbindungen und zur Zersetzung von bei der
Speisedlherstellung entstehenden Olschlamm,
dadurch gekennzeichnet,
dass sich durch gemeinsame Fermentation von zwei
Mikroorganismenstdmmen im nicht stickstoffhaltigen
Nahrboden mit einem Inhalt an Phosphorverbindun-
gen die Bakterienstdmme Azotobacter chroococcum
CCM 4642 und Azospirillum brasilense CCM 4644
wahrend 22 Stunden bei einer Temperatur von 28°C
vermehren,
dass dann diesen Bakterienstdmmen der Bakteri-
enstamm Bacillus megatherium CCM 4643 und der

6/6

Stamm Pseudomonas putida CCM 4641 zugesetzt
wird und

dass alle diese Bakterienstdmme gemeinsam 44 bis
46 Stunden bei einer Temperatur von 28°C und bei
einer Beluftung mit 0,6 Liter Luft/1 Liter des Nahrbo-
dens fermentiert werden.

2. Mischung oder Mittel mit einem Inhalt einer
Mikroorganismenmischung zur Bindung von atmo-
spharischem Stickstoff, zur Erhdhung der Léslich-
keit von Phosphorverbindungen und zur Zersetzung
von bei der Speisedlherstellung entstehenden Ol-
schlamm zur Durchflihrung des Verfahrens nach An-
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie bzw.
es aus zwei Mikroorganismenstammen Azotobac-
ter chroococcum CCM 4642 in einer Menge von 2-
4 Mrd. Zellen/ml und Azospirillum brasilense CCM
4644 in einer Menge von 2-4 Mrd. Zellen/ml in ei-
nem nicht stickstoffhaltigen Nahrboden mit einem In-
halt von Phosphorverbindungen und aus den Stam-
men Bacillus megatherium CCM 4643 in einer Menge
von 150-200 Mio. Zellen/ml und Pseudomonas puti-
da CCM 4641 in einer Menge von 150-200 Mio. Zel-
len/ml zusammengesetzt ist, wobei in der vermehrten
Biomasse insgesamt 4,3 Mrd. Zellen/ml bis 8,4 Mrd.
Zellen/ml des Nahrmediums vorhanden sind und der
pH-Wert im Bereich 7,5-8,5 liegt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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