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69 Verfahren zur Kultivierung von Zellen auf einem Feststoffsubstrat und Vorrichtung zur Ausfiihrung des

Verfahrens.

@ Im Verfahren fiir die Herstellung von Zellkulturen,
speziell von Pilzkulturen, wird von Nahrungssubstra-
ten ausgegangen, die in einem kommerziell erhiltlichen
Mischapparat zusammen mit Wasser und Kalk gemischt
und sterilisiert werden. Die Sterilisation geschieht bei
Temperaturen von mindestens 122°C. Nach Abkiihlen
der gemischten und sterilisierten Nahrungssubstrate wird
das Inokulum steril in den gleichen Mischapparat einge-
fithrt. Nun wird wiederum gemischt und, falls n6tig, noch-
mals sterilisiert. Nach Ablassen des Dampfdruckes wird
der Inhalt im Mischapparat nun unter eine sterile Luft-
atmosphire von leichtem Uberdruck gebracht. Die ino-
kulierte Mischung wird nun iiber einen sterilen Anschluss-
apparat in Kunststoffsicke zur Inkubation abgefiillt. Die
Kunststoffsicke enthalten einen Atmungsstreifen,
Mittels des neuen Verfahrens werden verschiedene
Nachteile der herkémmlichen Pilzkultur-Gewinnungsme-
thoden eliminiert und einige Arbeitsabldufe vereinfacht,
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Kultivierung von Zellen auf einem
Feststoffsubstrat, umfassend die folgenden Verfahrensschrit-
te:

a) Mischen eines Ansatzes aus teilchenformigen Nah-
rungssubstraten und Sterilisieren des Ansatzes bei einer
Temperatur von mindestens 122°C,

b) Abkiihlen der sterilisierten Mischung,

¢) Inokulieren der sterilisierten Mischung mit dem steri-
lisierten. Inokulum,

d) Mischen des sterilisierten Inokulums und der ste-
lisierten Mischung, um eine inokulierte Mischung zu erhal-
ten, und

e) Einfiillen der sterilen, inokulierten Mischung in min-
destens einen sterilen Behilter zur Inkubation.

2. Verfahren gemiss Anspruch I, dadurch gekennzeich-
net, dass im Verfahrensschritt a) wihrend des Mischens
gleichzeitig sterilisiert wird.

3. Verfahren gemiss Anspruch 1 dadurch gekennzeich-
net, dass das genannte Mischen und Sterilisieren 35 bis 120
Minuten dauert.

4. Verfahren gemiss einem der Anspriiche 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, dass vor dem Einfiillen der sterili-
sierten, inokulierten Mischung dieselbe in verschiedene Tei-
le aufgeteilt wird und jedes Teil in einen sterilen Behilter
zur Inkubation eingefiillt wird.

5. Verfahren geméss Anspruch 4, dadurch gekennzeich-
net, dass die genannte inokulierte Mischung in den sterilen
Behdélter zur Inkubation eingefiillt wird, wihrenddem eine
laminare Strémung von steriler Luft um den Behilter ge-
fiihrt wird.

6. Verfahren gemiss einem der Anspriiche 1, 2 oder 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die genannten teilchenfér-
migen Nahrungssubstrate Getreide sind und dass die Mi-
schung Wasser und Kalk enthilt.

7. Verfahren gemiss einem der Anspriiche 1, 2 oder 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die genannten Inkubations-
behilter flexible Plastiksicke sind, die einen gasdurchlis-
sigen Streifen aufweisen.

8. Verfahren gemiss einem der Anspriiche 1, 2, 4 oder
6, dadurch gekennzeichnet, dass das genannte Inokulum eine
Pilzkultur ist.

9. Vorrichtung zur Ausfithrung des Verfahrens geméss
Anspruch 1, umfassend die folgenden Vorrichtungselemente:

a) einen Drehmischapparat (10) mit Einrichtung zum
Erhitzen und zum Auf-Temperatur-halten des Inhaltes auf
eine Temperatur von mindestens 122°C, mit Ein- bzw. Aus-
lass und mit mindestens einem Fluidumeinlass,

b) eine Anschlusseinrichtung (13), um den Ein- bzw.
Auslass des Drehmischapparates dicht abschliessend daran
anzuschliessen, wobei die Anschlusseinrichtung einen ersten
und einen zweiten Ventilabschluss umfasst, die z7usammen
ein bestimmtes Volumen zum Messen und Proportionieren
von aus dem Drehmischapparat austretenden Mischungen
abschliessen und wobei die Anschlusseinrichtung einen
Fluidumeinlass umfasst,

c) eine Haube (21), die iiber das Austrittsende der An-
schlusseinrichtung gelegt werden kann, um in der genannten
Anschlusseinrichtung zwischen dem ersten Ventilabschluss
und der Haube eine Fluidum-Atmosphire zu schaffen und
Zu halten,

d) eine Einrichtung zur Filtrierung und zur Sterilisation
von Luft,

e) eine Luftquelle, anschliessbar an den Luftfilter und
an die genannten Fluidumeinlisse des Drehmischapparates
und der Anschlusseinrichtung, und

f) eine Wasserdampfquelle, anschliessbar an die genann-

ten Fluidumeinlisse des Drehmischapparates und der An-
schlusseinrichtung. )
10. Vorrichtung geméss Anspruch 9, weiter umfassend
eine Einrichtung zur Schaffung eines laminaren Stroms ste-
5 riler Luft am und um das Austrittsende der Anschlussein-
richtung.

11, Vorrichtung gemiss Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Drehmischapparat ein V-férmiger Dreh-
mischapparat ist, der einen Heizmantel aufweist.

10

Die vorliegend beschriebene Erfindung betrifft ein Ver-
fahren zur Kultivierung von Zellen auf einem Feststoff-

15 substrat und eine Vorrichtung zur Ausfiihrung des Verfah-
rens. Speziell betrifft die Erfindung die sterile Kultivierung
von Pilzkulturen. Es wird angenommen, dass die Erfindung

- auch eingesetzt werden kann fiir die Produktion von Me-
taboliten und Antibiotika aus anderen Zellgeriisten wie auch

20 fiir die Kultivierung von Tempeh und Miszo.

Die Herstellung von Pilzkulturen ist bekannt. Beispiels-
weise wird trockenes Getreide in eine Flasche mit Wasser
und Kalziumkarbonat gegeben, mit einem Wattebausch ver-
schlossen und sterilisiert. Nach der Sterilisierung wird die

25 Flasche abgekiihlt und das Getriedekorn mit Mycelium ino-
kuliert. Die Flasche wird dann wieder verschlossen und
zur Inkubation des Myceliums eine entsprechende Zeit lang
stehen gelassen (siche US-PS Nr. 1 869 517). Bei der Kulti-
vierung von Pilzkulturen ist die Sterilisation der Nahrungs-

30 substrate und des Behilters absolut notwendig. Ohne diese
Massnahme wachsen neben den Pilzkulturen andere Bakte-
rien oder Arten, die dann das Wachstum der Pilzkulturen
verunmdoglichen. '

Die Produktion von Tempeh ist, speziell in orientali-

35 schen Kulturen, seit langer Zeit bekannt. Tempeh wird aus
Sojabohnen fermentiert, die mit verschiedenen Spezies von
Rhyzopus inokuliert werden. Neuere Methoden erlauben
es, Tempeh in Plastikbehiltern relativ schnell zu fermentie-
ren, wobei die erhaltene Mycelium-Masse die Sojabohnen

40 in Form eines kuchenihnlichen Produktes zusammenbindet.

Verbesserungen betreffend die Kultivierung von Pilzkul-
turen umfassen das Vorkochen und das Schwellen von Ge-
treidekornern, um deren Zusammenbacken wihrend der
Sterilisation zu verhindern (siche US-PS Nr. 2 530 318).

45 Ebenso ist ein Verfahren veroffentlicht worden, bei dem
Holzkohleteilchen, die einen Getreideiiberzug aufweisen, als
Nahrungssubstrate eingesetzt werden (US-PS Nr. 2 677 917).
Auch ist der Einsatz von sterilisierten Kunststoffbeh#ltern
zur Inkubation von Pilzkulturen und zu deren Verschiffung

50 vorgeschlagen worden (US-PS Nr. 2 851 821).

Gemiss der Methode, die in US-PS Nr. 2 851 821 be-
schrieben ist, werden lange Kunststoffbehilter mit den ge-
wiinschten Nahrungssubstraten gefiillt und dann verschlos-
sen. Beim Verschliessen wird dabei ein gasdurchlissiges

55 Material beim Verschlussteil des Sackes angebracht. Der
Sack und dessen Inhalt werden anschliessend sterilisiert. Dies
geschieht entweder in etwa in dhnlicher Art und Weise,
wie frither Glasflaschen sterilisiert wurden, oder mittels
Betrahlung. Anschliessend wird der Inhalt der Behilter

60 mit dem gewiinschten Inokulum inokuliert und dann inku-
biert. Die Vorteile dieser Methode umfassen die Eliminie-
rung der Glasflaschen, die teuer, bruchgefahrdet und bei
der Handhabung umstéindlich waren, und erlauben die Aus-
fiihrung aller Verfahrensschritte in einem Behilter, der nach

65 der Inokulation an den Ort der Inkubation transportiert
werden kann, ohne dass die Kultur in einen weiteren Be-
hiilter umgefiillt werden muss. Da die Anlagen fiir die Kul-
tivierung solcher Zellkulturen relativ teuer sowohl beziig-
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lich Errichtung wie auch Betrieb sind, gibt es davon weni- Mischapparat, vorzugsweise in einen V-Drehmischapparat,
ge, und sie liegen weit entfernt voneinander. Dies bedingt in dem das Material unter solchen Driicken und Tempera-
lange Transportwege fiir Pilzkulturen. Die Inkubation in turen gehalten werden kann, wodurch es sterilisiert wird.
Plastikbehiltern stellt daher eine substantielle Verbesserung Im Falle der Kultivierung von Pilzkulturen besteht eine ty-
fiir die Herstellung und den Transport von Pilzkulturen - 5 pische Nahrungssubstratmischung aus 50 bis 60 Gew.-%
dar. In US-Patentschrift Nr. 3 335 521 werden weitere Ver- Getreide und/oder Korn, aus 40 bis 50 Gew.-% Wasser
besserungen beziiglich des Transportes von Pilzkulturen und aus 1 Gew.-% Kalk. Die Komponenten werden ge-
gemacht. Im genannten Patent wird nachgewiesen, dass mischt und mittels Einwirkenlassen einer Temperatur von
Champignon-Kulturen in luftdichten Behiltern mit Eis ver- mindestens 122°C sterilisiert. Vorzugsweise wird dafiir der
schifft werden koénnen. 10 Drehmischapparat unter einem Wasserdampfdruck von un-
Heute werden fiir Inokulierung und Inkubation von Pilz- gefdhr 2 Atmosphiren gebracht. Die Temperatur und der
kulturen bevorzugterweise flexible Kunststoffbehilter ver- Druck werden fiir 35 bis 120 Minuten aufrechterhalten.
wendet. Dazu sind ebenfalls einige Verbesserungen vorge- Bevorzugterweise geschieht die Sterilisation wihrend einer
schlagen worden: GB-Patent Nr. 1 176 188 schliigt ein Fil- Dauer von 45 Minuten.
terelement vor, das in die Wand des Behilters eingebaut 15 Der Mischapparat und die darin enthaltene Mischung
ist. Die US-PS Nr. 3 938 658 schligt ein pordses Filterme- " werden anschliessend abgekiihlt. Dies geschieht unter einem
dium iiber Schiitzen vor, die in der Wand des Plastiksackes leichten Uberdruck der sterilisierten Luft bis zu einer Tem-
gebildet sind. Schliesslich schlzigt die US-PS Nr. 4 063 383 peratur von ungefihr 27°C. Anschliessend wird das Tnoku-
vor, die Pilzkulturen in einem Plastiksack auszufiihren, der lum steril in den Mischaparat gegeben und mit dem Nah-
einen mikropordsen, gasdurchlissigen Streifen aufweist, mit 20 rungsmittelsubstrat gut vermischt. Nach Abschluss dieser
dem der Sack verschlossen wird und an dem er aufgehiingt Vermischung wird der Mischapparat mit einer Sackabfiill-
werden kann. . einrichtung verbunden. Dies geschieht mittels einer sterilen
In konventionellen Methoden zur Kultivierung von Pilz- Anschlussvorrichtung, die eine Abmessungseinrichtung auf-
kulturen — und dies sowohl beim Einsatz von Glasflaschen weist. Dadurch ist es mdglich, gewiinschte Mengen inoku-
wie auch von Plastikbehéltern — werden die Getreidesub- 25 liertlierter Nahrungsmittelsubstrate in die einzelnen Sicke
strate normalerweise im Behdlter sterilisiert. Dadurch wird abzufiillen. Die Abfiillstation selbst wird wihrend des Vor-
verhindert, dass im gleichen Behilter ungewollt Bakterien ganges mit einem laminaren Strom von steriler Luft um-
oder andere Mikroorganismen wachsen. Diese Methoden flossen. Dadurch wird verhindert, dass kontaminierendes Ma-
sind jedoch sehr arbeitsintensiv. Die Sterilisation von Fla- terial in den Sack oder in die Anschlussvorrichtung geriit.
schen oder Sicken, die mit Nahrungssubstraten gefiillt sind, 39 Die vorsterilisierten Siicke, von denen jeder einen gasdurch-
die Inokulierung der sterilisierten nahrungssubstrathaltigen lassigen Streifen aufweist, werden am Ende der Austrittslei-
Behilter und schliesslich das Riihren des Inhaltes der ein- tung der Anschlussvorrichtung angebracht und abgefiillt.
zelnen Behiilter, um das Inokulum wihrend der Inkubation Die abgefiillten Sicke werden sofort dicht verschlossen. Sie
in die Nahrlosung einzubringen, erfordern zahlreiche Hand- sind nun bereit fiir die Inkubation und den Transport des
arbeit. Ebenso ist bekannt geworden, dass vor einigen Jah- 35 Inhaltes.
ren die Somycel Company in Frankreich Versuche, grosse Die bevorzugte Ausfithrungsform der beschriebenen Er-
Mengen von Nahrungssubstraten vor dem Abfiillen in ein- findung eliminiert den schwierigen Verfahrensschritt der
zelne Flaschen zu sterilisieren und zu inokulieren, aufgege- Inokulierung jedes einzelnen Behilters oder jeder Flasche,
ben hat, und dies wegen Kontaminationsproblemen. wie er beim Kultivieren von Pilzkulturen bis anhin ausge-
Die vorliegend beschriebene Erfindung iiberwindet diese, 49 fiihrt worden ist. Weiter erlaubt das erfindungsgemasse Ver-
dem Stand der Technik inhdrenten Probleme und reduziert fahren zusammen mit der bevorzugten Vorrichtung eine ste-
die Arbeit beziiglich Sterilisation und Inokulation. Ebenso rile Mischung fiir die Nahrungssubstrate und das Inokulum.
wird die Mdglichkeit einer Kontamination wahrend der Ino- Dies ist bei der Herstellung von Pilzkulturen, fiir Kulturen
kulation und wihrend der anschliessenden Abfiillung in zu Fermentationsprodukten, wie z.B. Tempeh, und fiir die
Stcken minimalisiert. Es ist ebenso ein Zweck der vorlie- 45 Kultivierung von verschiedenen anderen Zell-Linien sehr
gend beschriebenen Erfindung, die Mischungsverfahrens- wichtig.
schritte nach der Inokulation in den einzelnen Behiltern Weitere Vorteile der vorliegend beschriebenen Erfindung
zu eliminieren. Ein weiteres Ziel der Erfindung ist es, ein werden aus der nun folgenden detaillierten Beschreibung
Verfahren zu schaffen, mittels dem Metabolite auch auf Fest- des Verfahrens und des Apparates, das letztere in Verbin-

stoffunterlagen und nicht nur in fliissigen Fermentationslo- s0 dung mit der beigelegten Zeichnung, ersichtlich.
sungen erhalten werden konnen. Die Erfindung ist auch
niitzlich in der Herstellung von Fermentationskulturen fiir
Nahrungsmittel, wie beispielsweise Tempeh.

Neben dem Verfahren betrifft die vorliegend beschrie-
bene Erfindung auch eine Vorrichtung, um das Verfahren 5

Die Fig. 1 auf dem beigelegten Zeichnungsblatt zeigt
eine diagrammatische Darstellung des Apparates gemiss
der vorliegend beschriebenen Erfindung, und

die Fig. 2 zeigt ein Schema des entsprechenden Luft/

wn

auszufithren. Speziell betrifft die Erfindung eine Vorrich- Dampf-Systems.
tung, in der das Nahrungssubstrat sterilisiert und in Masse In Fig. 1 stellt 10 einen Drehmischapparat dar. Bevor-
inokuliert und gemischt wird. Aus dem gleichen Behilter zugterweise ist der Drehmischapparat 10 ein V-férmiger
wird dann die sterile, inokulierte Mischung in einzelne ste- Mischapparat der Firma Patterson-Kelly, der einen konven-
rile Behélter zur Inkubation abgelassen. Das erfindungs- 6o tionellen Heizmantel aufweist; der letztere ist in Fig. 1 nicht
gemdsse Verfahren und die Vorrichtung erméglichen es, dargestellt. Andere kommerziell erhiltliche Mischapparate
viele der in den heutigen Kultivierungsmethoden fiir Zell- sind jedoch ebenfalls moglich, wie beispelsweise die Dop-
kulturen auf Feststoffsubstraten unter sterilen Bedingungen pelkonus-Apparate. Mischapparate mit Einbauten, wie Band-
auftretenden Hindernisse zu {iberwinden. mischapparate usw., sind jedoch nicht gut geeignet, dies spe-
Das erfindungsgemisse Verfahren ist im Anspruch 1 de- s ziell aus Reinigungs- und Sterilisationsgriinden. Der Misch-
finiert und wird anschliessend im einzelnen néher erliutert. apparat 10 rotiert um die Achse 11 und umfasst einen Ein-
Das Verfahren gemiss dieser Erfindung umfasst in der Re- bzw. Auslass 12, durch den die Nahrungssubstrate sowohl

gel das Einfiillen der Feststoffsubstratmischung in einen eingefiihrt wie auch abgelassen werden.
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Der Drehmischapparat 10 ist zudem mit einem Flui-
dumeinlass 33 versehen. Durch diesen Einlass kann u.a. das
Inokulum eingefiihrt werden. Falls das Inokulum als Fest-
stoff oder teilchenf6rmig vorliegt, wird es jedoch steril durch
den Feststoffeinlass 12 eingegeben. Falls das Inokulum als
Fliissigkeit vorliegt, wird es steril durch die Leitung 33
eingefiihrt. Bei beiden Methoden miissen die durch das Ino-
kulum beriihrten Einldsse vorgéngig sterilisiert werden.

Ein- bzw. Auslass 12 ist so gestaltet, dass er mit der An-
schlussvorrichtung 13 dicht verbunden werden kann. Bei-
spielsweise kann dies mittels einer Kamlok-Schnellkupplung
geschehen. Es kénnen aber auch andere Verbindungsstiicke
eingesetzt werden; die Voraussetzung dafiir ist, dass diesel-
ben bei einem Druck von ungefihr 2 Dampfatmosphéren
sterilisiert werden konnen und dass sie unter diesen Bedin-
gungen dicht abschliessen. Mittels der Anschlusseinrich-
tung 13 kann das inokulierte Substrat sowohl abgemessen
wie auch in die Inkubationssicke eingefiillt werden. Die
Anschlusseinrichtung 13 ist bevorzugterweise aus rostfreiem
Stahl ausgefiihrt. Sie umfasst einen ersten und einen zwei-
ten Ventilabschluss 14 und 16. Die Ventile sind dabei vor-
teilhafterweise Plattenventile. Der Raum, welcher zwischen
den Ventilen 14 und 16 liegt, stellt eine Messkammer 17
dar. Dieses Volumen ist mit Vorteil von &hnlicher Grossen-
ordnung wie dasjenige, das in die einzelnen S#cke fiir die
Inkubation abgefiillt werden soll.

Die Anschlussvorrichtung 13 verlduft in Fig. 1 durch
den Boden 18 zur eigentlichen Abfiilistation 20. Diese Ab-
fiillstation ist bevorzugterweise in einem kommerziell erhilt-
lichen, staubfreien Raum der Klasse 100 enthalten. In einem
solchen Raum wird normalerweise ein laminarer Strom von
sterilisierter Luft aufrechterhalten. Die Abfiillstation 20
umfasst eine Haube 21, die iiber das Ende 19 der Anschluss-
vorrichtung gestiilpt werden kann. Mittels dieser Haube
wird Dampf in die Anschlusseinrichtung 13 zu deren Steri-
lisation eingefiihrt. Nach dem Anschluss der Einrichtung 13
wird dieselbe sterilisiert, die Haube 21 weggenommen und
die sterilisierten Sicke 22 (gestrichelt dargestellt) iiber das
Austrittsende 19 gestiilpt. Die Sicke werden nun abgefiilit.
Nahe der Austrittsleitung befindet sich die Sackschliessvor-
richtung 23, mittels der unmittelbar nach dem Abfiillen des
Sackes derselbe durch Hitzeeinwirkung dicht verschiossen
wird.

Da im Verfahren gemiss der vorliegend beschriebenen
Erfindung die einzelnen Sécke 22 nicht im Autoklav be-
handelt werden miissen, ist es vorteilhaft, wenn dieselben
aus Polyithylen-Bahnen bestehen. Dieses Material kann
mittels verschiedener Verfahren sterilisiert werden: Gasste-
rilisation, Sterilisation mittels Elektronenstrahl oder Strah-
lungssterilisation. Solches Material ist iibrigens wesentlich
billiger als Polypropylen fiir die Sicke, die in den Verfahren
gemiss dem Stand der Technik eingesetzt werden mussten.
Jeder Sack weist einen gasdurchlissigen Streifen auf, der
z.B. aus einem synthetischen, gasdurchlédssigen Fasermate-
rial bestehen kann. Ein Beispiel eines solchen Materials ist
Tyvek; der Tyvek-Streifen wird gemiss bekannter Metho-
den auf jeden Sack aufgebracht.

In Fig. 2 wird ein steriles Luft- und Dampfsystem darge-
stellt. 27 ist die Luftquelle fiir einen Luftstrom von unge-
fiahr 2 Atmosphéren und 28 die Dampfquelle. Die Dampf-
quelle 28 ist liber eine Dampffalle 29 mit dem Mischer 10
verbunden; dies iiber Leitung 31, Ventil 32 und Dampf-
eintritt 33. Der Fluidumeintritt 33 im Drehmischapparat
10 umfasst einen drehbaren Anschluss 34, der auf der Ach-
se des Mischapparates liegt. Die Luftquelle 27 ist mit dem
gleichen Mischapparat iiber die Leitung 36 und durch das
Ventil 37 verbunden. In der Leitung 36 ist ein Filter 38 po-
sitioniert, mittels dem die Luft aus der Quelle 27 sterili-
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siert wird. Vorteilhafterweise ist der Filter 38 ein sterilisier-
barer Filter, wie beispielsweise der Domnick Hunter Bio-
-x-Filter oder der Pall Ultipor-Filter. Ahnliche Filter sind
jedoch auch geeignet. Der Austritt aus dem Filter 38 ist
iiber die Leitung 39 mit dem Fluidumeintritt 33 des Misch-
apparates verbunden. Die Leitung 39 weist noch ein Ventil
41 auf. Falls die Luftquelle an den Austritt der Anschluss-
einrichtung angeschlossen werden soll, verlduft die entspre-
chende Leitung durch die Ventile 42 und 43. Das Luft/
Dampf-System 26 umfasst aber auch die Leitung 44 und 46,
zusammen mit den entsprechenden Ventilen 47 und 48, zur
Belieferung von sterilisierendem Dampf an die Anschluss-
einrichtung 13 und zum Luftfilter 38. Als Teil des Systems
26 umfasst die Haube 21 der Abfiillstation 20 einen Konden-
satablauf 51 und eine Dampffalle 52.

Bei der bevorzugten Anwendung des erfindungsgemés-
sen Verfahrens zur Kultivierung von Pilzkulturen wird der
Mischapparat 10 durch den Einlass 12 mittels festem Nah-
rungssubstrat gefiillt. Beispiele eines solchen Nahrungssub-
stratssystems sind Roggenkdrner, Kalk und Wasser in kon-
ventionellen Anteilen. Beim Einfiillen kann der Misch-
apparat kalt, aber auch vorgewarmt sein. Nach dem Ein-
fiillen, d.h. mit dem Mischen, wird der Apparat jedoch auf-
gewidrmt. Im vorliegend beschriebenen Fall geschieht das
mittels Aufheizen des Inhaltes i{iber den Heizmantel. Ge-
heizt wird solange, bis der Inhalt auf einer Temperatur von
mindestens 122°C ist. Zur gleichen Zeit wird aber das Ven-
til 32 gedfinet, um Dampf in den Mischer zu geben. Der
Mischer-Inhalt liegt also wihrend des Vorganges unter
einem Wasserdampfdruck von mindestens 2 Atmosphéren.
Das Mischen unter den genannten Bedingungen dauert
zwischen 35 und 125 Minuten; vorteilhafterweise 45 Mi-
nuten lang. Eine minimale Sterilisierungszeit ist bekanntlich
giinstig, da eine Ubersterilisation den anschliessenden
Wuchs der gewollten Kulturen eher verlangsamt.

Nach Abschluss der Sterilisation wird der Dampfeintritt
verschlossen. Der Mischapparat wird abgekiihlt, und dies
auf eine Temperatur zwischen 10 und 32°C. Vorteilhafter-
weise wird zur Beschleunigung der Abkiihlung Dampf aus
dem Mischapparat abgeblasen. Nach Ablassen des Dampf-
druckes wird sterile Luft in den Mischapparat wiederum
durch den Fluidumeintritt 33 eingefiillt. Im Mischapparat
sollte, wenn irgendwie méglich, immer ein Uberdruck herr-
schen. Nach dem Abkiihlen wird nun das Inokulum in den
Mischapparat eingefiihrt. Vorteilhafterweise wird das Inoku-
lum, falls dieses als Feststoff vorliegt, durch den Einlass 12
und, falls das Inokulum als Fliissigkeit vorliegt, durch die
Leitung 33 steril in den Mischapparat eingefiihrt. Falls die
Zugabe durch den Einlass 12 geschieht, muss derselbe
zuerst sterilisiert werden. Dies kann z.B. durch einen Strom
steriler Luft aus dem Drehmischapparat durch den hoch-
gestellten Einlass 12 geschehen. Die gleiche Zugabe kann
aber auch mittels einem sterilisierten, das Feststoff-Inoku-
lum in sterilisierter Form enthaltenden Behélter geschehen.
Dieser Behilter wird dann an den Einlass 12 angeschlossen.
Bei diesem Vorgehen ist die Sterilisation des Einlasses 12
mittels eines sterilen Luftstroms nicht nétig. Andere geeig-
nete Feststoffzufithrungsmethoden sind auch mdoglich.

Das Inokulum wird nun mit dem sterilisierten Nahrungs-
substrat tiichtig gemischt. Nach Abschluss der Vermischung
wird die Anschlusseinrichtung 13 mit dem Auslass 12 ver-
bunden und sterilisiert. Die Sterilisation wird dabei dadurch
erreicht, dass der Austritt 19 der Anschlusseinrichtung 13
mit der Haube 21 verschlossen wird und in dem nun ver-
schlossenen Raum Dampf eingefithrt wird. Nachdem die
Anschlusseinrichtung sterilisiert ist, wird die Haube wieder
entfernt und die Sicke iiber das Entleerungsende 19 der
Anschlusseinrichtung 13 gestiilpt. Nun wird der Auslass 12



geoffnet, indem das erste Ventil 14 gedffnet wird. Das zwei-
te, d.h. das untere, Ventil 16 ist dabei noch geschlossen. Das
inokulierte Nahrungssubstrat fiillt nun das Volumen der
Kammer 17 auf. Nun wird das erste Ventil 14 wieder ge-
schlossen. Schliesslich wird das zweite Ventil 16 gedffnet,
und der Inhalt der Kammer 17 wird in den Sack 22 entleert.
Gleichzeitig mit dem Offnen des zweiten Ventils 16 wird
sterile Luft in die Kammer 17 eingefiihrt, um so den Raum,
den das austretende Substrat geschaffen hat, wieder auszu-
fiillen. Es ist auch von Vorteil, wenn wihrend dieses Vor-
ganges dauernd etwas sterile Luft in den Drehmischappa-
rat eingefiihrt wird, um dort immer einen leichten Uber-
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druck zu schaffen. Durch den Austritt von inokuliertem
Nahrungssubstrat wird ja das Gasvolumen im Drehmisch-
apparat erhoht.
Das Abfiillen der Sicke 22 geschieht mit Vorteil in
5 einem staubfreien Raum, wie dies weiter oben beschrieben
worden ist. Es ist jedoch auch moglich, nur die eigentliche
Abfiillstation 20 mit einem laminaren Strom von sterilisier-
ter Luft zu umgeben, um so jedes Eintreten von kontaminie-
renden Stoffen in die Sicke zu verhindern. Nach dem Ab-
10 fiillen der Sicke wird jeder mdglichst schnell verschlossen,
so dass der Gasaustausch nachher nur noch iiber den At-
mungsstreifen im Sack geschehen kann.
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