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Vorbereitung des Bioreaktors fiir die Kultivierung
1. Waéhrend des Autoklaviervorganges kann bereits die pH-Sonde kalibriert werden.
2. Unter sterilen Bedingungen arbeiten (z.B. Sterilbank)
a. Die leeren Korrekturmittelflaschen gegen gefillte Korrekturmittelflaschen tauschen: Glucose
(50 % w/v), Antifoam (wenige Tropfen genlgen), Saure (H;PO, 0,66 mol/L), Lauge (NaOH
1mol/L).

b. Die pH-Sonde wird mit 70% Ethanol oberflachensterilisiert und in den Deckel des Kulturge-
falkes eingeschraubt. Es ist von Vorteil einen der hinteren, zur Konsole zugewandten Offnun-
gen zum Einbau zu verwenden, da eine der nach vorne gewandten Offnungen fiir die Inocu-
lation bendtigt wird. (Wichtig ist, dass der Rihrer wahrend des Einbaus der Sonden ausge-
schaltete ist)

3. Kulturgefal® auf das Grundgerat aufsetzen (dabei leicht anheben, um den Deckel an dem Halter tGber
dem Warmetauscher einzuhangen).

4. Warmeleitplatte anbringen.
5. Antriebskupplung absenken.

6. Klemme vom Zuluftschlauch entfernen und unsterile Seite des Filters mit dem Rotameter mittels Sili-
konschlauch verbinden. Nicht mit Schelle befestigen, damit bei einem Uberdruck im Reaktor an
dieser Stelle der Schlauch sich ablésen kann.

7. Pumpenkdpfe an den jeweiligen Positionen an der Konsole des Bioreaktors anclippen.

8. Die Probenahmeflasche wird zur Halfte mit 70%igem Ethanol geflllt und der Probenahmeschlauch
eingelegt.

9. Alle Klemmen, mit Ausnahme der des Probenahmeschlauchs von den Schlduchen entfernen.

10.Pumpenschlauche flllen.
(Dazu muss die F-Taste so oft gedriickt werden, bis das Pumpensymbol aufleuchtet. Mit der Options-
taste wird die gewiinschte Pumpe, z.B. AF fiir Antifoam, ausgewahit. Uber die Tasten + bzw. - kann
eine Pumprate von 0 bis 100% eingestellt werden. Zur Bestatigung muss die F-Taste gedrickt wer-
den)

11.Kdhlwasserschlauch am Abluftkiihler anschlieffen (Der Kihlwasserzulauf wird unten, der Kihlwas-
serablauf oben angeschlossen - konstruktionsbedingt kein Gegenstromprinzip).

12.Kihlwasser aufdrehen, bzw. Kryostat einschalten.

13.Druckluftversorgung herstellen und 6ffnen. Fir die Druckluftversorgung auf druckfeste Schlauche
achten! Normale Wasserschlauche sind nicht druckresistent. Schlauchenden miissen mit Schellen
arretiert werden.

14 .Elektroden anschlie®en; der rote Stecker der Antischaumsonde wird in die Sonde und der schwarze
Stecker in den Deckel eingesteckt.

15.Temperaturfiihler (Pt100) in die Pt100-Fassung (Pt steht fir Platin) stecken.

16.pO,-Sonde kalibrieren.

17.Ventil fir Druckluftversorgung 6ffnen. Rotameter auf die gewlinschte Begasungsrate (1 vvm (Volu-
men Luft pro Volumen Medium und Minute)) stellen. D.h. bei einem Volumen von 1,5 L Medium ent-

spricht dies einem vvm von 1,5 L/min.
Der Abluftkiihler muss davor auf Betriebstemperatur abgekiihlt sein.

18.IRIS-Software starten und die Parametereinstellungen vornehmen.
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Kalibrierung der Sonden

pH-Sonde

Kalibrierung der pH-Sonde (2-Punkt Kalibrierung):

Die Kalibrierung der pH-Sonde erfolgt vor Einbau in den Bioreaktor mit Hilfe zweier Pufferldésungen (pH 7
und pH 4). Erst muss gegen pH 7 und anschlielend gegen pH 4 geeicht werden, diese Reihenfolge ist unbe-
dingt zu beachten.

Einige pH-Sonden reagieren sensibel auf die Eintauchtiefe in die Pufferlésung. Daher empfiehlt es sich
schlanke hohe Gefalte zu Eichung der pH-Sonden fiir die Pufferldsungen zu verwenden.

1. Parameter wahlen (pH)
2. Optionstaste driicken bis "cAL" auf dem linken Display erscheint.

3. Fur 2-Punkt- Kalibrierung (fir pH 7 und pH 4) die + Taste zwei Mal driicken (im rechten Display er-
scheint eine "2").

4. Kalibrationsprozedur mit der Ein/Aus-Taste starten ("cAL" blinkt im linken Display)
5. Die pH-Sonde wird zusammen mit dem Temperaturfiihler in den pH 7 Puffer gehalten.

6. Sobald die Anzeige stabil ist (nach ca. 20 sec; "cAL" hort auf zu blinken) wird mit Hilfe der +/- Tasten
der Wert 7,00 auf dem rechten Display eingestellt und danach durch Driicken der Ein/Aus-Taste be-
statigt.

7. Durch weiteres Driicken der Ein/Aus-Taste wird der zweite Kalibrierungswert aktiviert.

8. Die pH-Sonde und der Temperaturfiihler werden zunachst mit etwas destilliertem Wasser gespililt
und dann zusammen in den pH 4 Puffer gehalten.

9. Sobald die Anzeige stabil ist (ca. 20 sec) wird mit Hilfe der +/- Tasten der Wert 4,00 auf dem rechten
Display eingestellt.

10.Ein erneutes Dricken der Ein/Aus-Taste beendet den Kalibriermodus (Anzeige: "Cal" "End").

Jetzt weiter mit Punkt 2. Vorbereitung des Bioreaktors fir die Kultivierung.

pO,-Sonde

Kalibrierung der pO,-Sonde (1-Punkt Kalibrierung):
Die Kalibrierung der pO,-Sonde erfolgt vor der Inokulation. Dazu wird die Temperatur auf Betriebsbedingun-
gen (z.B. 30°C) eingestellt (achten Sie darauf, dass der Temperaturflhler in die Pt100-Fassung eingesteckt
ist).

« F-Taste dricken bis °C-Symbol leuchtet. Im Display wird die aktuelle Temperatur angezeigt.

« Temperaturregelung wird durch Driicken der Ein/Aus-Taste angeschaltet.

» Den Sollwert durch +/- Tasten einstellen (eine Bestatigung ist nicht nétig)

» Nach einigen Sekunden springt die Anzeige automatisch auf den aktuellen Ist-Wert.

Nun die Riherdrehzahl auf 800 Upm einstellen
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F-Taste driicken bis RPM-Symbol leuchtet. Im Display wird die aktuelle Drehzahl angezeigt.
Ruhrer wird durch Driicken der Ein/Aus-Taste angeschaltet

Mit +/- Tasten kann der Sollwert eingestellt werden

Nach einigen Sekunden springt die Anzeige automatisch auf den aktuellen Ist-Wert

Die Beluftungsrate am Rotameter auf 4 vwm einstellen. Nach wenigen Minuten 16st sich die maximal mdgli-
che Menge an Luftsauerstoff in der Flussigphase. Dies entspricht einem pO,-Wert von 100%.

1.

Parameter wahlen (pO,)

2. Optionstaste driicken bis "cAL" auf dem linken Display erscheint.

3. Fur 1-Punkt- Kalibrierung (pO,=100%) die + Taste einmal drlicken (im rechten Display erscheint eine

"1").

4. Kalibrationsprozedur mit der Ein/Aus-Taste starten ("cAL" blinkt im linken Display)

1

2

Sobald die Anzeige stabil ist wird mit Hilfe der +/- Tasten der Wert 100 auf dem rechten Display ein-
gestellt.

Ein erneutes Driicken der Ein/Aus-Taste beendet den Kalibriermodus (Anzeige: "Cal" "End").

Animpfen (Inokulation)

. Blindstopfen der Inokulationséffnung mit 70 %igem Ethanol oberflachensterilisieren und den Deckel

entfernen.

. Vorkultur ztigig in die Inokulationséffnung gieRen und mit Stopfen verschlieen.

3. Inokulations-Button in IRIS driicken.

File Edit ‘iew Parameters Fermenter Passwords Extras  Window  Help
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Probennahme

1. Klemme vom Probenentnahmeschlauch nehmen.

2. Probenentnahmeschlauch vom Ethanolbad in ein erstes Probenentnahmegefal’ halten.

3. Abluftfilter mit dem Daumen zuhalten. Dadurch entsteht ein Uberdruck im KulturgefaR und das Medi-

5.

1.

um fliet aus dem Probenentnahmeschlauch. Ca. vier ml ablaufen lassen. Dieser Vorlauf ist nicht re-
prasentativ und muss verworfen werden (Autoklavieren).

AnschlieRend die benétigten Proben in ein sauberes Gefald abfillen. Den Probenentnahmeschlauch
sofort abklemmen und darauf achten, dass keine Probenflissigkeit zurlick in den Bioreaktor lauft
(Kontaminationsgefahr).

Probenentnahmeschlauch wieder in das Ethanolbad legen.

Beenden einer Kultivierung

Beenden der Fermentation:
"File, close" auswahlen

Beenden von IRIS:
"File, exit"

Abbau des Bioreaktors.
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