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Einleitung
Der Einsatz vitaler und garfahiger Hefen ist in der

Brauindustrie Grundvoraussetzung fiir eine hohe und
gleichmafige Produktqualitat und einen zligigen Gar-
verlauf. Mehrfach geflihrte Erntehefen werden durch
verschiedenste Stresseffekte wahrend der Garung
und Hefelagerung in ihrer Physiologie negativ beein-
flusst. Der Einsatz einer Hefekultur mit zu geringer Vi-
talitdt kann zu qualitativen und ékonomischen Nach-
teilen fihren: Erhohte Diacetylwerte, Filtrationsprob-
leme und Tribungen, mangelhafte Schaum- und Ge-
schmacksstabilitat sowie langsame Gaéarungen [1].
Zur Quantifizierung der Hefevitalitat als ZielgrofRie eig-
net sich die Bestimmung des intrazellularen pH-Wer-
tes (ICP) [2]. Denn wahrend der Propagation oder
Garung schleust die Hefe aktiv Protonen gegen einen
Gradienten aus der Zelle, um einen hohen pH-Wert
im Zytosol aufrechtzuerhalten. Es gibt jedoch keine
Methode, mit der die Vitalitat der Hefe schnell und
ohne langwierige Probenaufbereitung bestimmt wer-
den kann. Damit steht die Vitalitat nicht als Informati-
onskriterium zur Verfligung, um das Hefemanage-
ment kontinuierlich zu Uberwachen und bei Abwei-
chungen rechtzeitig und gezielt eingreifen zu kénnen.
Eine vielversprechende Mdglichkeit Bioprozesse in
Echtzeit zu GUberwachen, ist der Einsatz von Spektro-
skopie im nahen und mittleren Infrarot (IR). So kon-
zentrieren sich bereits durchgefiihrte Forschungsar-
beiten auf die Bestimmung einzelner Stoffwechsel-
produkte, Substrate oder der Biomasse [3-8]. Zudem
zeigen Untersuchungen, dass zellulare Hefebestand-
teile, die mit der Vitalitat der Hefe verknlpft sind (wie
Glykogen und Trehalose), mittels Infrarotspektrosko-
pie analysiert werden kdnnen [9, 10]. Ein besonderes
dieses Messansatzes

Potenzial liegt in der
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Entwicklung von Vorhersagemodellen, die die Quan-
tifizierung komplexer Parameter wie der Hefevitalitat
ermoglichen. Durch die synchrone Messung spektra-
ler Eigenschaften verschiedener Stoffgruppen, die
mit der Zielgrofe in Zusammenhang stehen, sollen
Rickschlisse auf den ICP der untersuchten Hefekul-

tur gezogen werden.

Methoden und Materialien

Vorkultur
Die Versuche wurden mit Saccharomyces pastoria-

nus ssp. carlsbergensis TUM 34/70 durchgefiihrt.
Die Vorkulturen wurden aus Trockenhefe in mehreren
Stufen uber 168 h bis zu einem Gesamtvolumen von
1.5 L herangezogen. Als Wachstumsmedium wurde
eine ungehopfte Wirze aus Malzextrakt mit einem
Extraktgehalt von 12.5 °P verwendet.

Propagation

Die Hefepropagation wurde in einem Bioreaktor
(Biostat Cplus, Sartorius AG) mit einem Gesamtvolu-
men von 30 L durchgefihrt. Das Fillvolumen betrug
10 L und die Propagation erfolgte bei 24 °C. Die Aus-
gangszellzahl wurde auf 15 Millionen Zellen/mL ein-
gestellt. Die Online-Prozessdaten des Bioreaktors
(Temperatur, pH, pO2 und Tribung) wurden kontinu-
ierlich aufgezeichnet. Ebenso wurde jede Minute ein
MIR-Spektrum von 2500 - 600 cm™' mit einer Auflo-
sung von 2 cm-! aufgenommen (ReactIR 15, Mettler-
Toledo, Inc.). Um Hefezellen mit sehr unterschiedli-
cher Physiologie zu erhalten, wurden die Kulturen
verschiedenen Stressoren ausgesetzt. Dazu gehor-
ten die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen
von H202 wahrend der Propagation (0.1 Vol.-%;
0.2 Vol.-%), die Zugabe von Ethanol (5 Vol.-%; 10

Vol.-%) sowie die Verwendung eines verdinnten
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Wachstumsmediums (2 °P), um einen Nahrstoffman-

gel zu forcieren.

Messung des ICP
Als Referenzmethode zur Bestimmung der Hefevita-

litat wurde der ICP der Zellen nach Weigert et al. be-
stimmt [11]. Die erhaltenen Hefeproben wurden drei-
mal gewaschen (0 °C, 3000 U/min). Nach Zugabe
von 2 pL Carboxy-Fluoresceindiacetat wurde die
Probe fur 10 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieRend
wurde die Fluoreszenz von 20000 Events im Durch-
flusszytometer (CytoFLEX S, Beckman Coulter, Inc.)
bei 525 nm (As2s) und 585 nm (Asss) gemessen. Der
ICP jedes Events berechnet sich nach folgender Glei-
chung:

Asys .
ICP = (72 +32393) + 1.074

585
Der arithmetische Mittelwert der ICP-Werte ergibt den
ICP-Wert der Hefekultur.

Multivariate Datenanalyse
Mit Hilfe des Relieff-Algorithmus wurden die vier

wichtigsten Merkmale fiir die Vorhersage der Ziel-
groRe ausgewahlt [12]. Dabei wurden neben den
MIR-Spektren auch die Online-Prozessdaten des Bi-
oreaktors mit einbezogen. Die extrahierten Merkmale
wurden mittels maschinellen Lernens (Fine Gaussian
Support Vector Machine) mit dem ICP korreliert [13].
Als Trainingsdatensatz wurden 80 % der Gesamtda-
ten verwendet. Die Validierung des Modells erfolgte

mit den restlichen 20 % der Gesamtdaten.

Ergebnisse
Durch die gezielte Stressbelastung von Hefekulturen

wahrend der Propagation, konnten sehr unterschied-
liche ICP-Werte erzielt werden. Wie Abb. 1 zeigt, un-
terscheiden sich dabei auch die Verteilungen des ICP
zwischen den Versuchsreihen deutlich. Auffallig ist,
dass der ICP der untersuchten Hefekulturen nicht im-
mer normalverteilt, sondern teilweise auch bimodal
verteilt ist. Auch innerhalb einer Propagation waren

Schwankungen der ICP-Werte zu beobachten, die

17. Dresdner Sensor-Symposium 2024

DOI 10.5162/17dss2024/P13

auf den anfanglichen Stress wahrend der Inokulation
und die natirlichen Wachstumsphasen einer Hefe-

kultur zurtickzufthren sind.
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Abb. 1: Violin-Plot der ICP-Verteilung bei Zugabe von
Ethanol nach 12h Propagation.
Die MIR-Spektren variierten ebenfalls im Verlauf der
Propagation, bspw. bei der induzierten Stressung mit
Ethanol (Abb. 2).
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Abb. 2: MIR-Spektren zu verschiedenen Zeitpunkten
wihrend der Propagation von mit Ethanol gestressten He-
fen (10 Vol.-%; Oh, 24h, 48h Exposition) . Hervorgeho-
ben ist der Bereich zwischen 2000-2100 cm'.

Die Identifikation geeigneter Merkmale zur Erstellung
eines Vorhersagemodell mittels Relief-Algorithmus
zeigte, dass bestimmte Wellenzahl-Bereiche starker
gewichtet werden (Abb. 3) und es wurden drei Berei-
che ausgewahlt. Die jeweils am héchsten gewichtete
Wellenzahl in den einzelnen Bereichen wurde fir die
Modellbildung ausgewahlt. Neben drei definierten
Wellenzahlen (2325 cm, 2090 cm™, 1650 cm™)

konnte die Temperatur als wichtiges Merkmal
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identifiziert werden. Die Wellenzahl 1650 cm' wurde
bereits in Vorversuchen mit einem Offline-MIR-Spekit-
rometer als relevant identifiziert. Das mit Hilfe diese
vier Merkmale erstellte Modell konnte mit den Test-
daten erfolgreich validiert werden (siehe Abb. 4;
RMSE = 0.03, Rz = 0.98).
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Abb. 3: Darstellung der Attributsgewichtung der MIR-
Wellenbereiche mittels Relief-Algorithmus und Markie-
rung der ausgewéhlten Wellenzahlbereiche.
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Abb. 4: Vergleich der Referenz-ICP-Werte mit den vor-
hergesagten ICP-Werten des Testdatensatzes
(RMSE = 0.03, R? = 0.98).
Diskussion

Die Vorhersage des ICP-Werts einer Hefekultur wah-
rend der Propagation im Bioreaktor ist mit dem er-
stellten Modell mdglich. Weitere Untersuchungen
sind jedoch notwendig, um ein von der Temperatur
unabhangiges Modell zu erstellen. Weiterhin ist es
von Interesse die wichtigen Wellenzahlbereiche ge-
nauer zu untersuchen und auf Kausalitat zu prifen.
Dazu sind zusatzliche Versuche notwendig, bei de-

nen das Medium detaillierter hinsichtlich Extrakt- und
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Alkoholgehaltes sowie Zuckerzusammensetzung un-
tersucht wird. Durch eine prazisere Aufschliisselung
des Propagationsprozesses kénnen die Wechselwir-

kungen besser erfasst und bertcksichtigt werden.
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