LDI0dan

Medical-Biologica
Research & Technologies

RTS-9 plus
Biorreator Multi-canal Pessoal com
medi¢ao mao invasiva de DO, pH e
pO2

EEAE

RTS-8 plys
Multi-channey, Bioreas

A
wat
AL
it

Manual do Usuario



Conteudo

1. Sobre esta ediG80 das INSITUGDES ........couiiiiiiie e 2
2. PreCauGOes d€ SEOUIANGA .......uuueiiiieeiiiiieieee e e e e ettt e e e e e et e et e e e e e s bbb e e e e e e e s snnnbbreeeeaesanes 2
3. INFOrMAGEES GEIAIS ....oeiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e annenes 4
4. PriMEIrOS PASSOS ..uuvuuuuereuuuunerenanerenanesenenesenenesssesesesesssssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsnes 6
5. Calibracao do sistema OptiCo DO ........ccooiiiiiiiiiiciee e 8
6. Sistema 6ptico de pH e Oz e sensores de informagéo e calibrago.............ccccoeevveiennnen. 9
O o= - Tor= Lo F T PP P PP PPPPPPP 11
8. Métodos recomendados para o cultivo de microrganismos.............cceeeevriiiiiieeeeennninnne 12
9. Recomendagdes para a criagdo de ambientes pessoais para o cultivo de microrganismos.
Exemplos de resultados e pontos a serem considerados ..........cccccooicviiiieeeeiiiiciiiieeee e 13
10, ESPECIfICAGOES ...ttt e e e e e e e e e e aaaaeas 19
L =T 1] €= g o= Lo R PP PP P PP PP PPPPPPPPRO 20
12. Garantia @ RECIAMAGOES ...........uviiiiieiiiiiiieee et e e e et eeaeas 21
13. Declaragao de Conformidade UE ............ccccoiiiiiiiiiiii e 22

1. Sobre esta edi¢ao das instrugdes

1.1 A edicdo atual das instru¢cdes do usuario aplica-se as seguintes versdes do biorreator
multicanal pessoal:

+ RTS-8plus ...ccoeeevurvirnnnnn. Verséo V.1A01
2. Precaugoes de seguranga

A Cuidado! Certifique-se de ter lido e entendido completamente o presente Manual
antes de usar o equipamento. Por favor, preste especial atengédo as segdes marcadas
por este simbolo.

& Cuidado! As superficies podem ficar quentes durante o uso.



SEGURANCA GERAL

Use somente conforme especificado no manual de operagéo fornecido. A seguranga
de utilizagéo do produto pode ser prejudicada se néo for utilizado da forma indicada,
ou se forem utilizados acessorios (tubos Falcon) que n&o correspondam as
caracteristicas exigidas

A unidade ndo deve ser usada se cair ou danificar.

ApoOs o transporte ou armazenamento, mantenha a unidade sob temperatura
ambiente por 2 - 3 h antes de conecta-la ao circuito elétrico.

Armazenar e transportar a unidade a temperaturas ambientes entre -20°C e +60°C
e humidade relativa maxima de 80%.

Antes de utilizar quaisquer métodos de limpeza ou descontaminagéo, exceto os
recomendados pelo fabricante, verifique com o fabricante se o método proposto ndo
danificara o equipamento.

Nao faga modificagdes no projeto da unidade.

O dispositivo é otimizado para trabalhar apenas com tubos de 50 ml e todas as outras
formas de aplicagdo da unidade s&o proibidas.

A Cuidado! A unidade é pesada (20 kg). E necessario levantar a unidade apenas

segurando-a firmemente com as duas maos sob os recessos laterais esquerdo e
direito.

SEGURANCA ELETRICA

N&o conecte a unidade a tomada principal sem aterramento e ndo use cabo de
extensdo sem aterramento.

Conecte-se apenas a uma fonte de alimentagdo com tensdo correspondente a da
etiqueta do numero de série.

Desconecte a unidade do circuito elétrico antes de se mover.

Desligue a unidade desligando o interruptor de alimentagéo e desconectando a fonte
de alimentacéo externa da tomada.

Certifique-se de que o interruptor de alimentagéo na parte traseira da unidade e a
ficha de alimentacao sao facilmente acessiveis durante a utilizagao.

Esta unidade é controlada por PC. Certifique-se de que o proprio PC conectado
esteja em conformidade com os padrdes de seguranca e EMC.

Se o liquido penetrar na unidade, desconecte-o da fonte de alimentagdo externa e
faga com que ele seja verificado por um técnico de reparo e manutengéo.

Nao opere a unidade em instalagbes onde a condensagdo possa se formar. As
condi¢cbes de operagdo da unidade sdo definidas na se¢éo Especificagoes.

DURANTE A OPERACAO

Nao opere a unidade em ambientes com misturas quimicas agressivas ou
explosivas. Entre em contato com o fabricante para possivel operagdo da unidade
em atmosferas especificas.

Durante a instalacédo, assegure espacos de pelo menos 15 cm das paredes da
unidade para outros itens para garantir o funcionamento normal (em particular, para
garantir uma ventilagdo adequada).



- N&o opere a unidade se ela estiver com defeito ou tiver sido instalada
incorretamente.

«  Nao utilizar fora das salas de laboratério.

- Nao verifique a temperatura por toque. Use um termdmetro.

- Sempre limpe e descontamine o soquete e a tampa apos a operagéo.

- Tome cuidado ao operar perto dos encaixes dos tubos rotativos.

SEGURANCA BIOLOGICA E QUIMICA

- Durante o tratamento mecanico e térmico dos materiais, é possivel a formagéo de
gases e substancias perigosas (incluindo inflamaveis) e devem ser tomadas
precaugoes.

- E da responsabilidade do utilizador proceder & descontaminagdo adequada se o
material perigoso for derramado ou penetrar no equipamento. Os meios de
desinfeccdo devem ser tais que ndo haja reagbes quimicas perigosas entre os
materiais derramados e os agentes de limpeza. Se necessario, consulte o fabricante.

« O tubo do biorreator deve ser selado muito bem. Consulte 4.5 para obter instrugées
sobre como testar os tubos.

A Cuidado O produto nédo se destina ao uso em ambientes perigosos € com materiais
perigosos (quimicamente ativos/agressivos, explosivos etc.). Ndo misture liquidos
inflamaveis se isso puder levar ao perigo.

E responsabilidade do cliente validar o sensor e transmissor sob condicdes de
usuario final de acordo com as precaugdes de seguranga da aplicagdo para garantir que o
uso do sensor seja seguro e adequado para a finalidade pretendida.

A Biosan nao se responsabiliza explicitamente por perdas diretas ou indiretas
causadas pela aplicagdo desses sistemas de medigao. Em particular, deve considerar-se
que podem ocorrer avarias devido a vida util naturalmente limitada do sensor, dependendo
da respectiva aplicagdo. A configuragéo de estagdes de medi¢ao de backup é recomendada
ao usar os sensores em aplicagbes criticas para evitar perdas consequentes. E
responsabilidade do cliente instalar um sistema de seguranca adequado em caso de falha
do sensor.

3. Informagoes Gerais

RTS-8 plus é um biorreator pessoal que utiliza a tecnologia patenteada Reverse-
Spin® que aplica agitacdo ndo invasiva, mecanicamente acionada, baixo consumo de
energia, onde a suspensao celular é misturada pela rotagdo do tubo do biorreator Falcon
de uso unico em torno de seu eixo com uma mudanga de dire¢do do movimento de rotagao,
resultando em mistura e oxigenacéo altamente eficientes para cultivo aerébico. Combinado
com um sistema de medig¢do de infravermelho préximo, fluorescéncia e luminescéncia, é
possivel registrar a cinética de crescimento celular, pH e O2 de forma n&o invasiva em tempo
real. Para pH e Oz, sdo usados pontos de sensor de uso unico inovadores dentro dos tubos.

Embora o suprimento de Oz seja um dos principais problemas no cultivo de
organismos aerobios, especialmente em condi¢des limitadas de oxigénio, faltavam métodos
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adequados para o monitoramento real do oxigénio dissolvido, e o suprimento suficiente de
O2 era geralmente assumido. Sensores de oxigénio ndo invasivos inovadores integrados
em tubos de falcao agora permitem o monitoramento on-line de oxigénio e fornecem novos
insights sobre as atividades metabdlicas.

O pH é um dos principais problemas no cultivo de células, leveduras ou bactérias.
Tubos de cultivo limitados por sensores sao amplamente aplicados no desenvolvimento de
bioprocessos académicos e industriais. Como métodos adequados para o monitoramento
real do pH n&o estavam disponiveis, a amostragem com alta densidade de dados era dificil
e interferindo com o crescimento. A medigdo nao invasiva do pH em tempo real fornece
novos insights sobre a atividade metabdlica e as mudangas nas vias metabdlicas.

Vantagens dos pontos de sensor:

- Sao pequenos.

- Seu sinal ndo depende da vazdo da amostra.

- Eles podem ser fisicamente separados do sistema de medigédo, o que permite uma
medig&o nao invasiva.

« Podem ser utilizados em descartaveis.
Portanto, eles sdo ideais para o exame de pequenos volumes de amostras, para

medi¢des altamente paralelizadas em descartaveis e para aplicagdes biotecnoldgicas.

O Biorreator Pessoal é aplicavel em:
¢ Microbiologia
e Biologia molecular
e Biologia celular
e Biotecnologia
e Bioquimica
e Biologia de Sistemas
e Biologia Sintética
Aplicagoes tipicas:
e Cinética de crescimento em tempo real da fermentacao
e Triagem de candidatos a clones
e Expresséao proteica
e Experimentos de tensao e flutuagdo de temperatura
e Triagem e otimizagdo de midia
e Caracterizagado do crescimento
e Testes de inibigdo e toxicidade
e Controle de qualidade de cepas
Caracteristicas:
e O cultivo paralelo permite economizar tempo e recursos para otimizagdo de
bioprocessos
e Biorreator controlado individualmente acelera processo de otimizagéo
e Possibilidade de cultivar microrganismos microaeroéfilos e anaerdbios obrigatorios
(condicdes anaerdbias nao estritas)



O principio de mistura Reverse — Spin® permite a medigao nao invasiva de biomassa
em tempo real

Sistema optico infravermelho proximo permite registrar cinética de crescimento
celular

Software gratuito para armazenamento, demonstragéo e analise de dados em tempo
real

Design compacto com baixo perfil e espago reduzido para aplicagdo pessoal

Controle de temperatura individual para aplicagbes em bioprocessos

Resfriamento ativo para controle rapido de temperatura, por exemplo, para
experimentos de flutuagdo de temperatura

Perfil de tarefas para automatizagéo de processos

Armazenamento de dados em nuvem para monitorar o processo de cultivo enquanto
estiver longe ou usando um smartphone

A medicéo nao invasiva de Oz e pH permite o monitoramento preciso do metabolismo
Atividades

Para usar totalmente os recursos do RTS-8 plus, o dispositivo deve estar

conectado a um PC e ao software RTS-8 plus. O dispositivo ndo pode ser usado como
uma unidade auténoma. Possibilidades de software:

Registro de crescimento celular em tempo real

Medicao e registro de pH e O2 em tempo real

Representacéo grafica 3D de DO, pH, Oz e taxa de crescimento ao longo do tempo
ao longo da unidade

Opcéo de pausa

Opgao Salvar/Carregar

Opcéo de relatoério: PDF e Excel

Conecte até 1 unidade simultaneamente a 1 computador

Opc¢éao de monitoramento remoto (requer conexado com a internet)

Opcoes de ciclismo/criagao de perfil

Possibilidade de calibragdo manual do usuario para a maioria das células.

4. Primeiros passos

4.1 Desembalando. Remova cuidadosamente os materiais de embalagem e guarde-os

para futura expedi¢do e armazenamento da unidade. Examine cuidadosamente a
unidade para verificar se ha danos sofridos durante o transito. A garantia ndo cobre
danos em transito.

4.2 Conjunto completo. O conjunto de unidades inclui:

RTS-8 plus, Biorreator multicanal ................ccccooiiiiii e, 1un
Tampas blackout com orificios de ventilagao .............eeevveveeeeiriiiiiiiics 8 unids
Tubos TPP TubeSpin® Bioreactor, 50ml ............ccccecveeeiecceerieieeeeeeeeeeee e 20 unids
Tubos Estéreis TPP TubeSpin® Bioreactor, 50ml, com sensore de pH e O2... 10 unids
Folha de Dados de Calibragdo de pH € O2 .....coooeiiiiiiiiiiiiiiiie e, 1-10 copias



Cabo de dados USB ... e 1un
Pen Drive USB com arquivos de instalagéo de software e manual ..................... 1un
Cabo de alimeNtaga0 .........cocoiiiiiiiie e 1un
Manual de Operacao, Declaragédo de Conformidade .............cccovveeveeiinieeneenn. 1 copia
0Dé00 RTS program name )
0.18
02 153 ppm RPM 2000
PH 60 MI 10m
Temperature, °C RSI 1s
37 0 RT1S-8‘co;lmHeda by F’i
\on 37.0 el TIe] )
S\ Q &
1 2 3
Figura 1. Painel traseiro da unidade Figura 2. Painel de Controle

4.3 Configuragoes.

Coloque a unidade na superficie de trabalho uniforme e horizontal;

Conecte o cabo de alimentagéo a tomada na parte traseira da unidade (fig. 1/2);
Ligue o computador se ele estiver desligado;

Conecte o cabo de dados USB a porta na parte traseira da unidade (fig. 1/3) e ao
computador pessoal;

Insira o Pen Drive USB no computador pessoal e instale o software seguindo o
procedimento de instalacdo do software descrito no Manual de Instalagdo do
Software.

4.4 Caracteristicas do tubo do biorreator:

4.5

Tubos Tipo Falcon. TPP TubeSpin® Bioreactor;

Volume de trabalho possivel 3 — 50 ml (sistema 6ptico funciona de 7,5 a 50 ml); -
Forma conica;

5 aberturas (A, B, C, D, E) de tamanho diferente acima do filtro de PTFE estéril
permedavel ao gas da tampa de rosca;

As aberturas podem ser seladas e, com isso, a troca ajustada a necessidade;

A troca gasosa estéril € garantida pela membrana filtrante de 0,22 um;

Mesmo com uma alta densidade celular, o fornecimento de oxigénio através das
aberturas é suficiente;

O tubo se encaixa em um rotor de centrifuga padréo de 50 ml.

Devido a especificidade da fabricagédo do tipo molde de tubos centrifugos de falcéo,
a estrutura helicoidal da rosca do parafuso das tampas pode variar e, dadas as
condicdes vigorosas de mistura, o liquido pode derramar se o tubo néo for fechado
firmemente. Os tubos podem apresentar defeito, e o derramamento de liquido &
possivel aproximadamente 1 de 60 tubos.

Antes de iniciar o experimento e deixar o dispositivo, os tubos devem ser verificados quanto
ao derramamento de liquido que ocorre em um periodo de pelo menos 2 minutos a 2000
RPM e 1 s Intervalo de Rotagdo Reversa (RSI) com tampa fechada. Se aparecerem

7



goticulas de liquido na superficie interna da tampa, a tampa de rosca esta defeituosa e o

tubo deve ser substituido.

4.6  Alteragao das caracteristicas opticas do tubo em fungao da temperatura:

Quando a temperatura do material plastico estda mudando, ou seja, durante a mudancga de

temperatura de 30°C a cada hora, o material plastico do tubo muda as caracteristicas

opticas em uma faixa de +0,2 DOsoo.

4.7 Os sensores de pH e O2 com tubos Falcon vém em um pacote leve e estanque. E
necessario armazenar os tubos na embalagem estanque e usa-los somente antes
do inicio do experimento ou calibragao.

5. Calibracao do sistema 6ptico DO

5.1 Verificagao de calibragao. O dispositivo é calibrado por software com suspensées de
células de tenséo selvagens E.coli BL21 ou S.Cerevisiae para operagdo com tubo
TPP TubeSpin® Bioreactor 50ml na faixa de temperatura de +15°C a +60°C.

Para verificar a conformidade da calibragao, siga os procedimentos subsequentes:

- Conecte o dispositivo ao PC, inicie o software e selecione a calibragido de fabrica;

- Pegue um tubo TPP TubeSpin® Bioreactor 50ml;

- Adicionar 10 £ 0,1 ml de agua destilada;

- Feche bem a tampa do tubo;

- Insira o tubo no soquete;

- Defina o intervalo de medicado (IM) para 1 minuto;

- Pressione o botédo Play no software;

- O dispositivo comegara a medir em 1 minuto e devera ser concluido apés 30 a 60
segundos e o valor DO devera aparecer na tela e no software;

- Seovalor DO forigual a 0 (+0,1 DO), o dispositivo corresponde as configuragdes de
pré-calibragédo de fabrica e é adequado para uso.

5.2 Criando calibragao do usuario

5.2.1 Obtenha amostras de suspensao celular em tubos Falcon de 50 ml com densidades
opticas tipicas de seus experimentos. Se o DO maximo do seu experimento (fase
estacionaria) para 5 DOeoo entdo as amostras recomendadas sao 0 (ddH20 agua ou
caldo de meio) 1, 2, 3, 4, 5, 6 DOsoo.

Meca DO no comprimento de onda desejado de cada suspensdo celular em
espectrofotdbmetro com diluigbes prévias adequadas. A proporcionalidade entre
DOsoo e densidade celular existe apenas para DOsoo < 0,4 (aproximadamente),
recomendamos diluir amostras para o intervalo de 0,1-0,2 DO.

Multiplique os valores do fator de diluigdo para obter o DO das amostras.

Continuar para a pagina de manual do software 29.

5.2.2 RTS-8 plus pode ser calibrado para detectar a luz dispersa de qualquer célula
possivel com qualquer forma e tamanho possiveis, mas devido a diferenga de
disperséao de luz em varias suspensdes de células, ndo podemos garantir a faixa de
medic¢ao declarada em todas as condigdes.



6. Sistema 6ptico de pH e O2e sensores de
informacao e calibragao

6.1 Informagoes gerais
6.1.1 Sensor dptico de oxigénio.

Aluz de um LED excita o sensor optico de oxigénio para emitir fluorescéncia. Se o sensor
encontra uma molécula de oxigénio, o excesso de energia é transferido para essa
molécula em uma transferéncia ndo radiativa, diminuindo ou extinguindo o sinal de
fluorescéncia. O grau de extingéo correlaciona-se com a pressao parcial de oxigénio
do analito na matriz, que esta em equilibrio dindmico com o oxigénio da amostra. A
medigao do tempo de decaimento é referenciada internamente.

6.1.2 Sensor optico de pH.

Os sensores Opticos de pH usam o método Dual Lifetime Referenced (DLR), que permite
medi¢des referenciadas internamente. Uma combinagéo de diferentes corantes
fluorescentes detecta mudancgas de intensidade no dominio do tempo. O tempo de
vida da luminescéncia medido € uma superposi¢ao dos sinais de um indicador
sensivel do analito e de um indicador de referéncia inerte, onde ambos os
indicadores exibem tempos de vida de luminescéncia muito diferentes e a
luminescéncia do indicador sensivel do analito pode ser suprimida pelo analito. E
essencial para as medigbes pré-calibradas e a facil paralelizagdo das medicdes
através da calibragao idéntica de muitos sensores.

6.1.3 Dependéncia da temperatura dos pontos sensores de Oz e pH.
E necessario fazer corregdes de temperatura para os pontos do sensor na mesma
temperatura de trabalho, por exemplo, 37 °C para E.coli ou 30°C para levedura. Por
exemplo, em pH 7 um desvio de 0,1 pH por 5°C pode ocorrer sem corregio de
temperatura adicional.

6.1.4 Limitagoes.
Cuidado! Sensores ndo suportam solventes organicos.

As medidas podem ser influenciadas por moléculas fluorescentes como fluoresceina ou
rodamina.

O sensor de pH funciona melhor em solugdes com forga ibnica > 50 mM e capacidade
tampéo > 2 mM. Em caso de concentragdes mais baixas de sal ou capacidade tampao, o
pH pode flutuar ou ser exibido incorretamente.

Os tampoes coloridos frequentemente utilizados para eletrodos de pH podem interferir com
0s sensores opticos quimicos. Por favor, ndo use tampdes coloridos para calibrar sensores
de pH o6pticos quimicos.

Por favor, note que os sensores de pH n&o sdo adequados para medi¢gdes em agua doce
ou torneira.

Os sensores precisam ser equilibrados antes do uso. Para fazer isso, vocé tem que encher
o recipiente com sua midia e esperar pelo menos 60 minutos para que o0 sensor possa se
equilibrar.



A taxa de clareamento tipica do sensor é de 0,035 pH por 1000 medicdes.

O desvio tipico do sensor de Oz < 0,03 % de O2 em 30 dias (intervalo de amostragem de 1

min.).
6.2

Verificagao de calibragido. Cada lote de pontos de sensor é pré-calibrado, mas é
necessario fazer calibragdo de um ou varios pontos para novos pontos de sensor
para aumentar a precisdo ou fazer corre¢do por causa de 1) forga idnica, 2)
temperatura, 3) deriva, 4) clareamento fotografico, 5) sensibilidade cruzada. Para
verificar a calibragéo ou fazer corregdes, siga os procedimentos subsequentes:

Conecte o dispositivo ao computador, inicie o software;

Pegue um tubo TPP TubeSpin® Bioreactor 50ml tube com pontos de sensor;
Adicionar 10 £ 0,1 ml de caldo de cultura com pH conhecido (para obter amostra com
pH conhecido, consulte os protocolos de calibragdo manual do software, paginas
32, 36, 40) e O2 conhecido (para obter amostra com O2 conhecido, consulte os
protocolos de calibragdo manual do software, paginas 45, 46, 48);

Feche bem a tampa do tubo;

Alinhe os pontos do sensor com as linhas indicadoras do soquete (figura 3);

Insira o tubo no soquete;

Ajuste o pH e O2 Ml para 1 minuto;

Pressione o botao Play no software;

O dispositivo comecara a medir em 1 minuto e deve ser concluido apés 5 a 60
segundos e os valores de pH e Oz devem aparecer no visor e no software;

Se os valores de pH e O2 forem iguais aos valores conhecidos adquiridos por protocolos
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7. Operagao

Recomendagodes durante a operagciao

- Remova o tubo Falcon do soquete do tubo antes de conectar ou desconectar a fonte
de alimentagéo externa durante a operagéo.

» Inicie a operacao aproximadamente 15 minutos apés ligar o dispositivo. Algum tempo
€ necessario para a estabilizagdo no modo de trabalho.

1. O posicionamento do tubo no soquete do tubo deve ser o seguinte: A marca de
volumes do tubo TPP deve estar entre e oposta as duas marcagdes no rotor e os
pontos do sensor devem estar alinhados com as duas marcagdes (figura 3); Esta
posicéo permite que a luz de
o laser deve ser transmitido sem interrupcdo por diferentes
marcas apresentadas na superficie externa dos tubos e permite
que o pH e a dtica de Oz estejam no mesmo eixo que o ponto
sensor.

71 Conecte o cabo de alimentagéo ao circuito elétrico.
7.2 Ligue a unidade pressionando o botédo liga/desliga no painel
traseiro (fig. 11 ) Figura 3. Posicionamento do tubo

A Nota. Depois de ligar a unidade inicia o aquecimento e continua a manter a
temperatura independentemente de outras operagdes.
7.3 Insira o tubo nos soquetes.
7.4 Modo de controle do software. Ligue o computador com o software instalado e
continue trabalhando de acordo com o manual de operagéo do software.

& Nota. Enquanto a unidade é controlada pelo PC, as teclas do painel frontal sdo
limitadas em fungdes, apenas para fungdes das teclas Run Stop. A exibicdo da
unidade mostra "RTS-8 controlado por PC".

7.5 Modo manual.

7.5.1 Pressione a tecla Select (fig. 2/1) para ativar a possibilidade de mudar para um canal
individual ou para um parametro (a caixa de canal ou parametro sera realgado e
piscando). A caixa de canal selecionada permanecera piscando o tempo todo
enquanto o dispositivo estiver ligado. As indicagdes das cores das caixas séo as
seguintes:

- Marrom quando os canais nao estdo operando.

«  Amarelo quando um canal é ativamente selecionado pela tecla Select (com duracéo
de 10 segundos), que permite alternar entre canais.

- Verde quando os canais estdo em operagao.

«  Roxo quando o mdédulo 6ptico de pH e O: esta operando.

7.5.2 Use as teclas A e V¥ (fig. 2/2) para mudar para um canal individual ou definir o valor
necessario (a caixa sera realgada e piscando).

7.5.3 E possivel definir pelas teclas A e ¥ tempo entre medicées de densidade dptica —
MI, selegdo de canal, velocidade de rotagdo (RPM), temperatura (°C), controle de
temperatura (liga/desliga), Intervalo de Giros Reversos (RSI).

7.5.4 Pressione a tecla Run Stop (fig. 2/3) para iniciar e parar a operacao.
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A Cuidado! A parada de operagéo nao interrompera o processo de aquecimento. Para
parar de aquecer, a temperatura definida do processo deve ser diminuida
manualmente até que a indicagao "off" apareca.

7.6 Depois de terminar a operacéo, desligue a unidade com o interruptor de alimentagéo

(fig. 1/1).
7.7 Desconecte o cabo de alimentagao do circuito elétrico.

8. Métodos recomendados para o cultivo de
microrganismos

8.1 Anaerobio facultativo Escherichia Coli:
2700 rpm (velocidade de giro do tubo),
1s1(RSI),
37° C (temperatura do soquete),

7.5 ml (Volume de amostras no tubo de
ensaio), 20 min., mas ndo menos (MI)

8.2  Aerobio termofilico Thermophilus sp.:
2700 rpm,
1s1RSI,
60° C
15 mi
20 min Ml
Taxa de evaporacgdo a 60°C = 3,5 ml / 24 h (ajuste o parametro Volume de acordo
para que o sistema de medigao funcione corretamente)

8.3  Aerotolerant anaerobe L. acidophilus:
0 rpm,
0s'RSI,
37° C,

45 ml,
20 min Ml
8.4 Levedura S.Cerevisiae:
2700 rpm,
1s'RSI,30°C
7.5 ml
20 min., mas ndo menos, Ml

8.5 Anaerdbio obrigatoério B. bifidum:
0 rpm,
0s'RSI,
37°C
50 ml (preenchido ao maximo)
20 min Ml
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8.6 E possivel ao utilizador final contactar o fabricante para aconselhar ou sugerir um
microrganismo ou estirpe necessaria a testar. Entre em contato com o departamento
de P&D da Biosan através destes enderegos de e-mail:

science@biosan.lv, igor@biosan.lv,
Igor Bankovsky, Consultor Biotecndlogo em Questdes de Aplicacéo.

9. Recomendacgobes para a criagao de ambientes
pessoais para o cultivo de microrganismos. Exemplos
de resultados e pontos a serem considerados

9.1 Especificidades da distribuigdo de temperatura (psicréfilos, mesofilos,
termofilos).
As temperaturas ideais de crescimento dos microrganismos sao divididas em trés grupos
principais (ver fig. 4):

e Psychrophiles (I) — obligate (1) and facultative (2);

e Mesophiles (Il);

e Thermophiles (lll) — thermotolerant (3), facultative (4), obligate (5) and

extremophile (6). Thick line mark represents optimal growth temperature.

Figura 4. Limites de temperatura e zonas 6timas de crescimento de
procariontes e sua classificagao.

9.1.1 Para psicrofilos, que sao cultivados a temperaturas de 15°C +-2°C abaixo do
ambiente, o dispositivo deve ser instalado em uma cémara fria ou uma camara
refrigerada. Apesar do resfriamento ativo do dispositivo, a temperatura real do reator
sempre sera diferente da temperatura real da amostra por causa de sua rotagéo.

9.1.2 Para microrganismos mesofilos, o dispositivo pode ser situado a temperatura

ambiente.

9.1.3 Para microrganismos termofilicos, o dispositivo pode ser situado a temperatura

ambiente.

9.2 Crescimento celular em fungao da intensidade de rotagao.

Sabe-se que a aeragdo afeta o crescimento e a taxa de crescimento de microrganismos
aerdbios. O RSI e o RPM afetam a taxa de consumo de oxigénio no biorreator.
Resultados obtidos na fig. 5 e fig. 6 indicam que a taxa maxima de divisdo celular é
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detectada no RSI de 1 ' a uma velocidade de 2700 rpm. O aumento da pausa entre
spins reversos reduz a taxa de crescimento celular e o rendimento de DO, atingindo
~44% do valor maximo (RSI 1 s*'), quando RSl is 8 s'.

9.2.1 Legenda do experimento (fig. 5.): O biorreator multicanal RTS-8 plus foi usado com
Laser de 850 nm, volume de Terrific Broth (TB) em tubo Falcon 50 ml foi 10 ml, RSI
1,2,4,8s™, Ml 10 min, RPM 2000, temperatura 37° C, tubo TPP Bioreactor.

OD over time

25

M 2.7KRPM/ 1RSI
M 27KRPM/2RSI
27K RPM /4RSI

8]
o

~ M 27KRPM/8RSI
< 2KRPM /1RSI
M 1KRPM /1RSI
M 500 RPM /1RSI

=600
o

oD, A
S

Figura 5. Influéncia do Intervalo de Giro Reverso e RPM na Cinética de Crescimento
(AOD\-600nm/At) vs Tempo de fermentagao (h).

Growth rate

M 2.7KRPM /1RSI
M 2.7KRPM /2RSI
27KRPM /4RSI
W 27K RPM/8RSI
I 2KRPM /1RSI
M 1KRPM/ 1RSI
I 500 RPM/ 1RSI

2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 120 140 160 18.0

Figura 6. Influéncia do Intervalo de Giro Reverso e RPM na Cinética de Crescimento
(AODj=600nm/At) vs Tempo de fermentagao (h).
9.3  Aeracgao e tipos de tubos recomendados.

Para microrganismos aerobios, recomenda-se o uso de tubos que séo fornecidos pela TPP
- Biorreator TubeSpin® 50 ml. Para obter 6timos resultados de crescimento de
anaerobios aerotolerantes, € necessario selar a tampa de rosca do Biorreator TPP
TubeSpin® 50 ml por fita adesiva ou usar tubos Falcon TPP 50 ml que estado
disponiveis sem saidas de ar. O usuario também pode usar tubos de centrifuga
padrao do tipo Falcon de 50 ml, levando em conta que o material do tubo sera tdo
transparente quanto o tubo do Biorreator TPP TubeSpin® ou deve criar calibragao
do usuario.
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9.4 Resultados de exemplo de medigao de pH e pO:

Os tubos Falcon do biorreator de uso unico foram preenchidos com meio nutriente e
cobertos com tampas de rosca providas de aberturas respiratorias especiais, as
quais foram fechadas com uma membrana semipermeavel ao oxigénio. Em seguida,
esses tubos de 50 ml foram colocados em RTS-8 plus e o processo de fermentagéo
foi iniciado sincronicamente.

O volume de trabalho foi de 10 ml, a temperatura de cultivo foi de 37°C, o intervalo de
medi¢éo (IM) dos sensores foi a cada 20 minutos, o intervalo de rotagao reversa
(RSI) do tubo 1 vez por segundo, a intensidade de rotagédo dos tubos - de acordo
com as assinaturas das legendas (fig. 9). A intensidade da aeragao foi alterada
alterando-se a velocidade de rotagéo ou velocidade angular (w) do tubo do biorreator
em faixas discretas de w = 1000 rpm (curva verde), w = 1500 rpm (verde claro), w =
2000 rpm (curva rosa) e w = 2700 rpm (curva roxa).

OD over time

1

M 1000 RPM
1500 RPM
2000 RPM

W 2700 RPM

=600

OD, A

. A)'O

O =2 NWHOLON ®O© O

o
o

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
Hours

Figura 7. Influéncia da velocidade de rotagdo na dinamica de crescimento celular em meio LB
Growth rate

2
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0.6
0.4
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M 1000 RPM

1500 RPM
B 2000 RPM
W 2700 RPM

H(h™")

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
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Figura 8. A influéncia da velocidade de rotagao do tubo (a intensidade da aeragao) na taxa de
crescimento especifico da biomassa das células.
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M 1000 RPM
1500 RPM
2000 RPM

W 2700 RPM

mg/ml
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0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Figura 9. Influéncia da velocidade de rotagao do tubo na dindmica da mudanca na
concentragao de oxigénio na suspensao celular.

pH

8.5 M 1000 RPM
1500 RPM
2000 RPM

W 2700 RPM

A-O=
o000
O/O/CFO
o0
O
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Figura 10. Influéncia da velocidade de rotagao na dindmica de mudanca de pH no meio de
cultura

Consideremos os dados obtidos da dependéncia da mudanga na taxa de crescimento do

consumo de oxigénio e do pH do meio nutriente com a taxa de rotagédo do tubo. A
partir dos dados obtidos (ver fig. 9), fica claro que um aumento na velocidade de
rotagdo do tubo leva a uma aceleragéo da taxa de crescimento da densidade dptica
do meio nutriente (DO600) e, portanto, das células cuja concentragdo (em mg/ml)
corresponde aos valores de DO600. A maior diferenga na concentragdo celular é
para 4-5 horas de cultivo e, apés 10 horas, a DO de todas as variantes é comparada
na regido de 6,0-6,5 DO600, que é o maximo rendimento possivel de biomassa de
células de E. coli BL21 no meio LB.

E agora vamos observar os dados obtidos nas coordenadas da taxa de crescimento da

biomassa das células dependendo do tempo de fermentacéo (see fig. 10).

A partir da figura 8, pode-se ver que um aumento em w de 1000 para 1500 e depois 2000
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rpm leva a cada passo a um aumento de 0,7 vezes na taxa maxima de crescimento
da biomassa de células (o valor & expresso em OD600/h™"). Um novo aumento de w
2000 rpm para w 2700 rpm ndo leva a um aumento na taxa de crescimento



especifica. Portanto, em um unico meio LB a 10 ml do volume de trabalho do
biorreator, as condi¢des de aeragéo alcangadas em w 2000-2700 rpm para essa
cepa ndo sao limitantes. Ao mesmo tempo, a faixa abaixo de w 2000 rpm leva as
condigbes limitantes de oxigénio. Além disso, os dados apresentados na fig. 8
confirmam as observagdes acima mencionadas.

A partir dos dados apresentados na fig. 9, observa-se que durante a transi¢do da cultura
para a fase logaritmica de crescimento, observa-se aumento na intensidade do
consumo de oxigénio do meio consumido para geragdo aerdbia de ATP. Se em
condi¢des de aeragdo intensiva (correspondendo a w = 2000 rpm e w = 2700 rpm)
a cultura celular ndo cai em choque hipoxico, entdo para intensidade de aeragao
correspondente a w a partir de 1500 e abaixo, observa-se hipdxia - isto €, um estado
em que a OTR é menor do que a intensidade do consumo de oxigénio pela cultura.
E interessante notar que essa transicéo & observada em concentragdes celulares no
meio correspondentes aos valores apresentados na Tabela 2.

A Tabela 2 é de interesse pratico e pode servir de orientagdo para ampliagédo do
bioprocesso.

Tabela 2. Dependéncia da concentragao celular na qual a hipéxia é
observada a partir da intensidade de rotagao do tubo.

w (rpm) Hmax DO600
2700 1.95 4
2000 1.8 3.75
1500 1.35 2.5
1000 0.7 1.75

Agora vamos considerar o que acontece com o pH do meio nutriente durante a fermentacao
e como este parametro é afetado pela intensidade da aeragao.

E necessario observar duas secdes da dependéncia do pH com o tempo de fermentag&o:
1) retengéo estavel do pH na faixa de pH inicial de 6,8, 2) alcalinizagdo do meio
nutriente para pH 8,3 a partir do momento da limitagcdo da oxigenacéo. A partir dos
dados obtidos, conclui-se que a alteragéo por microrganismos do pH do meio néo é
uma resposta a limitagdo de oxigénio (hipoxia), mas é resultado de outro processo
ndo associado a processos aerébios. Como a fonte de carbono para o ciclo do acido
tricarboxilico é, via de regra, os cetoacidos que resultam da desaminagdo e
desamidagao dos aminoacidos presentes no LB (hidrolisado triptolitico da proteina
do leite da caseina), entdo torna-se compreensivel quanto a alcalinizagdo do meio
nutriente para pH 8,3 — o ponto de deslocamento de equilibrio da solugdo de aménia
NH4OH em relagdo ao gas amoniaco NHs apos 4 a 5 horas de fermentagéo.

9.5 As células que séo usadas para calibragéo de fabrica séo E.coli BL21 (recém-cultivada
usando meio TB durante a noite) ou cepa selvagem S.Cerevisiae (recém-cultivada
usando meio YPD durante a noite ).

9.6 Influéncia da fase de crescimento da calibragcdo de fabrica no erro de medigéao
alcancgavel de calibragdo do usuario

Durante a transi¢cdo de crescimento das células da fase exponencial para a estacionaria,
uma série de mudancas morfolégicas e fisiolégicas ocorrem, incluindo a diminui¢édo
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do volume celular e a mudanga da forma celular. Portanto, se as células sdo tomadas
para medicdo referente usando espectrofotémetro em diferentes estagios da fase
estacionaria, entdo a corregao da medicado pode ser pior do que o especificado. Além
disso, os resultados de medicdo DO de espectrofotdmetros diferem entre si e
dependem da configuragdo 6ptica, como o tamanho da abertura, por exemplo.
Portanto, é requisito para aplicagdo do mesmo espectrofotdbmetro de medicao DO
para repetibilidade dos resultados.

9.7 Calibragao do usuario
A calibragdo depende do tamanho e volume da célula. A calibragdo de um tipo de
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microrganismo n&o pode ser utilizada com precis&o para outro tipo de microrganismo
de outro tamanho e forma. O dispositivo pode ser calibrado no comprimento de onda
de referéncia desejado para atender as necessidades do usuario, mas a faixa de
medicdo especificada completa ndo pode ser garantida. As calibragbes de fabrica
sdo realizadas utilizando células de E.coli BL21 (fase estacionaria) e células
silvestres de S. Cerevisiae (fase estacionaria).



10. Especificagoes

A unidade é projetada para operagéo a temperatura ambiente de +4°C a +40°C em
uma temperatura sem condensacao e umidade relativa maxima de 80% para temperaturas
de até 31°C diminuindo linearmente a 50% de umidade relativa a 40°C.

A Biosan esta comprometida com um programa continuo de melhoria e se reserva o
direito de alterar o projeto e as especificacdes do equipamento sem aviso prévio.

10.1 Especificagdoes de medigao 6ptica

FONE AE TUZ...oee e Laser
Comprimento de onda (A), NIM ... s eee e e sneee e 850+ 15
Faixa de MediGAO, ODB00 «.vveeeieurrrieeeieeitieeeeeetiee e e e ettt eeee e et ee e e e e et e e e e eeaaaeeeeeeeanaes 0-100
Faixa de medic¢ao de calibragdo de fabrica, ODeoo

oo S 0-50

S. COIBVISIAE ...ttt 0-75
Erro de medigdo alcangavel de calibragdo do usuario, ODsoo

0 +0.3

[ S <5%

D075 et e e e e e ae et e e nnnra e aaeas <10%
Medigcao em tempo real, intervalo de mediCao, Min ..........ccccoviiiiiiiiiiiie e 1-60
Resolucao de configuragcao de tempo, MiN ......ccooiiiiiiiiiiiiiie e 1
10.2 Especificagoes do sensor de Oz
= 1) = T YL © 7S 0-100%
Exatida0, @ 20.9 %, €M %0 O2 ..ceeeeeeee e +04
WO = o N © S +0.05
Desvioa 0% Oz ........ < 0.03 % Oz2 no prazo de 30 dias (intervalo de amostragem de 1 min)
Faixa de temperatura, C ........ooooiiiiieeceee et até 40
Tempo de resposta (190), SEGUNAOS .......cccuieiiiiieiiee e seee e <6
Limite de deteCGA0, % O2 ....oiiieieiiieiee ettt 0.03
Resolution, @ 20.9 %, €M % O2 ...oooeoiiiiiieee ettt +0.1
Q0.2 %, M %0 O2 .o e e ————————————— +0.01
10.3 Especificagoes do sensor de pH
L= 13- TR o RS 4.0-8.5
EXatid80 @ PH 7, PH. e +0.10
DesVIO, PH POI di@ .o a e e < 0.005
Faixa de temperatura, “C ... ... e e aa s até 40
Tempo de respostal (t90), SEGUNUOS. ........c.eiieiiiieiieiesie ettt eaeseeseeneens <120

! Sensor equilibrado mantido em solugéo bem agitada a + 37 °C
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10.4 Especificagbes de temperatura!

Intervalo de configuragBes, “C .......ooo i +15...+60
Ponto de intervalo de controle inferior, °C ... 15 abaixo ambiente
Ponto de faixa de controle SUPENOr, “C .........viiiiiiiie et 60
Resolug@o de configuragGaio, C ........oooiiiiiiee ettt e e 0.1
EStabilidade, “C ....cc.veiieieiie e et neeas +0.3
Sample temperature accuracy, °C
2O O PSP +1
S 0 S +2
b 7 SRS +2
10.5 EspecificagOes gerais
SOQUELES A8 TUDO ..ot e e e e e e s e e e e aaes 8
Intervalo de volume de trabalho de amostra, Ml .........cooovveeiiiiiiii e, 3-50
Volume de trabalho de amostra para que o sistema 6ptico funcione conforme especificado,
00 PSPPI 7.5-50
Faixa de velocidade, MPM ... e e e e e e 150-2700
Resolugdo de ajuste de velocidade, rPM ..o 1
Intervalo de tempo de rotagéo inversa, seg

T50—250 FPIM ettt e et e et e e 0

D240 10 Iy o] o o SR 2-60

300=2700 MPIM «.eeeiiieieeete it ettt et e et te e et eeaateeesaseeessbeeeesseesnsaeeesseeenseeeennees 0-60
L] = T PO PPPPRRR LCD
Dimensodes totais (L X P X A), MM ...oooiiiiiiie e 690%x350%300
PES0Z, KO .ttt ettt ettt ettt ettt et eeae e e e resreeereeteere s 20
Corrente de eNtrada ...........oooiviiiiiieee e AC 230V, 50 Hz
CONSUMO A€ ENEIGIA ...uiieiiieiiiee ettt 3.15A/500 W

11. Manutencgao

11.1  Se a unidade precisar de manutengdo, desconecte-a da rede elétrica e entre em
contato com a Biosan ou seu representante Biosan local.

11.2 Todas as operagdes de manutencdo e reparo devem ser realizadas apenas por
pessoal qualificado e especialmente treinado.

11.3 O etanol padréo (75%) ou outros agentes de limpeza recomendados para limpeza de
equipamentos de laboratério podem ser usados para limpeza e descontaminagao da
unidade.

11.4 Limpe o rotor do dispositivo de goticulas liquidas e possiveis contamina¢des apds o
término da fermentacéo.

! Em temperatura ambiente estavel de 20 a 25 °C
2 Preciso dentro +10%
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11.5 Troca de fusiveis. Desconexao do circuito elétrico. Remova o plugue de
alimentagdo da parte traseira da unidade (fig. 1/2). Puxe o suporte do fusivel
aplicando alavancagem no recesso (figura 11). Retire o -
fusivel do suporte. Verifique e substitua pelo fusivel correto, < L
se necessario, M 3,15 Apara230V e M 8,0 Apara 120 V -
(tipo M - intervalo de tempo: Médio ). i

Figura 11. Troca fusivel

12. Garantia e Reclamacgodes

121 O Fabricante garante a conformidade da unidade com os requisitos das
Especificacbes, desde que o Cliente siga as instrucdbes de operagao,
armazenamento e transporte.

12.2 A vida util garantida da unidade a partir da data de sua entrega ao Cliente é de 24
meses. Para obter a garantia estendida, consulte 12.5.

12.3 A garantia cobre apenas as unidades transportadas na embalagem original.

12.4 Se algum defeito de fabricagdo for descoberto pelo Cliente, uma reclamagéo de
equipamento insatisfatério sera compilada, certificada e enviada para o enderego do
distribuidor local. Visite a se¢cdo Suporte técnico em nosso site no link abaixo para
obter o formulario de solicitagao.

12.5 Garantia estendida. Para o RTS-8 plus, o modelo da classe Smart, a garantia
estendida é um servico pago. Entre em contato com seu representante Biosan local
ou nosso departamento de servigos através da segdo de Suporte técnico em nosso
site no link abaixo.

12.6 Adescricdo das classes de nossos produtos esta disponivel na secéo Descrigéo da
classe de produto em nosso site no link abaixo.

Suporte técnico Descrigao da classe de produto

By Elj
u] [=]

biosan.lv/en/support biosan.lv/classes-en
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12.7 As informagbes a seguir serdo necessarias caso seja necessario um servico de
garantia ou pés-garantia. Preencha a tabela abaixo e guarde para seus registros.

Modelo Numero de série Data da venda

RTS-8 Plus,
Biorreator pessoal
multicanal com medicao
em tempo real de DO, pH
e pOz2 néo invasivo

12.8 Data de producgao. A data de produgéo é colocada no numero de série, na etiqueta da
unidade. O numero de série consiste em 14 digitos denominados
XXXXXXYYMMZZZZ, onde XXXXXX é o codigo do modelo, YY e MM — ano e més
de produgao, ZZZZ — numero da unidade.

13. Declaragao de Conformidade UE

13.1 Biorreator multicanal pessoal com medigdo em tempo real de OD, pH e pO2 ndo
invasiva RTS-8 Plus esta em conformidade com as seguintes legislagbes relevantes
da Uniao:

LVS EN 61010-1:2011 Requisitos de seguranga para equipamentos
LVD 2014/35/EU elétricos para medigao, controle e uso em laboratério.
Requisitos gerais.

LVS EN 61326-1:2013 Equipamentos elétricos para medigao, controle e
EMC 2014/30/EU uso em laboratério. Requisitos da EMC.
Requisitos gerais.

Diretiva relativa a restricdo do uso de determinadas substancias perigosas
RoHS3 2015/863/EU | em equipamentos elétricos e eletronicos.

WEEE 2012/19/EU | Directiva relativa aos residuos de equipamentos elétricos e eletrénicos.

13.2 A Declaragao de Conformidade esta disponivel para download na pagina do modelo
relevante em nosso site pelos links abaixo, na se¢gdo Downloads:

RTS-8 Plus
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