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中小型啤酒厂生产过程中的微生物质量保证研究

刘 翔$李 勇
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摘 要% 啤酒酿造是利用微生物!啤酒酵母"进行的纯种发酵$所以必须抑制和杜绝杂菌的污染
和生长繁殖&微生物污染主要由于压缩空气’水源’种酵母’设备管道’容器及配管卫生等引起&其
菌种主要是乳酸菌’四联球菌’果胶杆菌’巨球菌 1 类& 中小型啤酒厂应建立麦汁冷却工序’酵母
扩培系统’发酵工序等工序和生产环节的微生物控制监测管理系统$对工艺过程及设备进行彻底
清洗’灭菌$达到生产绝对无菌$提高啤酒质量& !孙悟"
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中小型啤酒厂想在竞争中立于不败之地$价格上是
没有优势的$必须走小而精’小而优和小而专的路子$以
优异的产品质量来赢得顾客&系统工艺微生物管理是保
证啤酒质量的关键&中小型啤酒企业需要有一套适用于
自身工艺生产特点的微生物管理系统$以保证企业持续
健康发展&
啤酒酿造是利用微生物!啤酒酵母"进行的纯种发

酵$属于控制性发酵$抑制和杜绝杂菌的污染和生长繁
殖& 污染是从麦汁冷却开始$ 主要来源于压缩空气’水
源’种酵母$设备管道’容器及配管卫生& 能在啤酒中生
存且损害啤酒质量的菌种主要是乳酸菌’ 四联球菌’果
胶杆菌’巨球菌 1 类& 控制污染的关键是作好整个生产
过程中的清洁卫生工作&大型啤酒企业拥有先进的技术
和设备$卫生不是问题_-‘&中小型啤酒企业由于自身条件
的原因$不具备购买先进设备的经济实力$但以微生物

检测作为监控手段$建立一套操作简单’设备要求不高
的工艺微生物质量管理系统$同样可以达到良好的卫生
条件&
本项研究试验围绕麦汁冷却工序’酵母纯化选育扩

培工序和发酵工序展开& 各环节清洗灭菌工艺的制定’
试验方案的设计及测定指标的确定是以国内外参考资

料_!a#‘及国内啤酒厂家_6‘微生物工艺和测定指标为基础&

- 试验地点’材料和方法

-)- 试验材料和设备
丽水市碧湖啤酒厂生产原料’生产设备’微生物实

验室及分析实验室&
-)! 试验手段
对各个工序的各个环节进行微生物跟踪检测$对杂

菌可能污染的环节进行工艺改进&

收稿日期%!""18"68-"
作者简介!刘翔!-0%68"$男$助教$硕士研究生$主要从事食品微生物与发酵工程’食品速冻保藏研究&
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!"# 试验方法
酵母分离纯化!单细胞悬滴法"划线法#
半成品的开放试验!液体培养基培养#
空气的检查!麦汁琼脂平板培养#
管道细菌的检查!浸泡水混菌平板培养#
水的检查!营养琼脂混菌平板培养#
麦汁检查!营养琼脂混菌平板培养#
酵母数测定!血球计数板法$

$ 试验结果与分析

$"! 麦汁冷却工序的微生物污染防治
麦汁易受污染$在冷却至接种阶段是各种微生物污

染的良机$因为麦汁营养丰富%是天然的培养基%在冷却
和输送过程中%接触空气&水&管道阀门等较多%如旋涡
沉淀槽&麦汁流经的软&硬管道&薄板冷却器&空气管道&
充氧设备等%清洗不彻底%就会使麦汁污染%导致生产出
不合格产品$麦汁冷却过程中的微生物管理是整个工艺
中微生物管理的出发点%对以后的工艺微生物管理起关
键作用$
$"!"! 旋涡沉淀槽
每次麦汁冷却结束后用热水清洗%以防止降温后受

到污染$每 # %%&’(洗涤一次$&’(清洗一般只需配有两
种清洗剂$ 碱性清洗剂 # ) *+,- ./"$ ) 0123#酸性清
洗剂 # ) -#(,4# 碱性清洗剂用加热器加热至 56 7%趁
回旋沉淀槽尚未冷却%泵入清洗 #/ 89:$每 !6 %%用酸性
清洗剂将设备内表面清洗一次$每次清洗后均用无菌水
清洗 !6 89:%直至清洗液 ;- 值中性为止’见表 !($

$"!"$ 麦汁冷却器
麦汁冷却结束后用热水清洗麦汁冷却器 #/ 89:%每

6批次 &’(清洗一次%其中碱洗 46 89:$ 每 !6 %用 ! )<
$ )甲醛溶液循环杀菌 #/89:’见表 $($
$"!"# 麦汁回旋沉淀槽!薄板冷却器!发酵罐管路清
洗

硬管!走麦汁前 5# 7热
水循环回流清洗 #/ 89:$ 用
无菌空气顶出清洗水即走麦

汁$ 每 # %用 56 7热碱性清
洗剂循环清洗 #/ 89:% 无菌
空气顶出后% 无菌水继续清
洗 !6 89:% 无菌空气顶走无

菌水即可走麦汁$
软管!自来水冲洗后%用与软管长度相当的草绳刷

洗%由两名工作人员各在软管一头牵拉草绳刷%刷洗 !/
89:$ 洗后浸泡在 $ ) *+,-溶液中备用$ 使用时%将软
管固定好后%用 56 7热水循环回流清洗 #/ 89:%用无菌
空气顶出清洗水即走麦汁$ 所有配管接口处连接前用
=6 )酒精喷酒消毒$
$"!"4 空气过滤器及充氧器
空气过滤器滤芯每周更换一次%用蒸汽灭菌 #/ 89:

以上$ 充氧器可与麦汁管道同时洗涤%每周拆洗并杀菌
一次$ 清洗前后的细菌检验对照结果见表 #$
从表 # 中看出%利用 &’( 清洗后%麦汁薄板冷却器

洗涤水的平均杂菌含量只有原来的 $"$$ )% 硬软管%充
氧器洗涤水的平均杂菌含量只有原来的 #"=/ )%空气过
滤器洗涤水的杂菌含量只有原来的 4"=> )$
$"$ 酵母扩培工序
酵母扩培系统必须达到绝对无菌%因此在酵母培养

过程中必须加强微生物管理% 仔细观察整个繁殖过程$
可将其分为 # 个阶段!实验室中菌种的分离&纯化和选
育%实验室扩培%生产扩培$
$"$"! 菌种的分离&纯化&选育
啤酒酵母分离纯化是啤酒生产的重要环节$引进别

人的优良菌种%一般转让价格较高%企业负担重%对中小
型企业来说%自建一套啤酒酵母菌种纯化和保存的方法
是较经济合算的$
所用材料一般为保存菌株’除非某罐酒的主酵特别

好的%才可选用该酒的发酵液酵母泥作材料(%以减少杂
菌污染$ 首先将分离底物接种于麦汁中活化 $<# 次%每
次活化条件是 $> 7培养 ! %$ 之后用划线法或单细胞培
养分别进行培养%培养基为 !/<!$ ?@ 成麦汁培养基%一
般选用 !$ ?@麦汁$
划线培养法!将麦汁琼脂培养基水浴融化%冷却到

46 7左右%倒入无菌培养皿%旋转&凝固成平板%用圆滑
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的接种环直接挑取稀释样品$ 在平板表面上轻轻划线$
不要划破培养基%!# /培养 0 1$挑取划线上均匀单一菌
落$移入麦汁试管中培养%
单细胞培养法&用 $ 23 培养液$注入 4 23 -! 56 麦

汁试管中$振荡$再稀释$稀释至 $&78$即每小滴约有 -
个细胞% 在无菌室中超净台上$用接种针吸取样品注于
血球记数板玻片上$每排 0 滴$每行 0 排$在低倍!-#9:"
显微镜下$观察出 -个细胞的液滴%记下液滴位置$将盖
玻片倒放于凹形载玻片上$用石蜡密封$平行试验做 -&
个盖玻片% 在 !# /保温 !8 ;$至液滴中一个细胞生长成
:<-#个细胞% 用刀片取出盖玻片$用滤纸!灭菌后"吸收
确证为一个细胞生长的液滴$将滤纸投于 4 23 -! 56 麦
汁试管中$于 !# /培养 0 1$追加 0 23 麦汁$培养 ! 1$
取 - 23培养液注入 4 23麦汁试管中$!# /培养 ! 1$即
成为第一级筛选材料% 然后进行三级筛选$每次至少 0&
支试管培养物作材料参加筛选%
第一级筛选&菌株形态大小’死亡率和出芽率测量$

剔除细胞大小不正常者% 保留 !&株%
第二级筛选&发酵力测定$将上一级 !& 个待测酵母

样品各 # 23 注于 -&& 23 麦汁瓶中$ 于 !& /培养 0 1$
培养中每天摇瓶振荡 8<# 次$ 全部转移至 #&& 23 麦汁
锥形瓶中% 于 -# /培养 0 1$离心得酵母泥% 将 -): =酵
母泥接种于 0&& 23 麦汁中$ 置于发酵拴中进行失重测
定% 参考标准$保留优良菌株样品 -&个%
第三级筛选&凝聚性测定$直观判别%将二级筛选后

的发酵锥形瓶主酵后进行摇动$观察沉淀酵母$是否形
成凝聚块及凝块大小$不形成块的$比较酵母沉淀’发酵
液变清时间$比较凝聚性和沉淀性$最后确定 -<! 个凝
聚性与沉淀性最好的菌株作为试产菌株%
!)!)! 实验室扩培和生产现场扩培
不同的菌株’不同的设备’不同的操作人员各有一

套特定的工艺$不宜盲目强求一致$应根据如下几点来
操作%
!)!)!)- 严格按培养过程的技术条件操作
实验室试管’三角瓶清洗干净$不带水滴及油垢$烘

干后不带白霜或斑点$棉塞做好后$干热灭菌$灭菌温度
和时间为&-#& /$0 ;或 ->& /$! ;?-%& /$- ;%
卡氏罐之前$麦汁取过滤头号麦汁$调浓度为 --<

-! 56$蒸汽杀菌 &)- @AB$!& 2CD$在接种室的缓冲间放
置 0<# 1 后方可使用$一方面观察杀菌效果$另一方面
保证足够的溶解氧% 接种培养中一般每隔 8<: ;摇动一
次%
现场设备及管道应仔细洗刷% 配 EFA 洗涤系统的$

先用 ! G碱洗$热水洗$! G<0 G甲醛液洗$热水洗干净$

最后用蒸汽保压 &)- @AB 备用$各阀开关几次% 简易培
养设备所用的敞口容器应洗刷干净$ 临用前用 %# G酒
精灭菌%
现场扩大培养时$麦汁取澄清槽中的热麦汁$要求

!7氨基氮含量至少为 -0&<->& 2= H 3$ 外观最终发酵度
:& G<:# G$IJ#)!<#)#%
麦汁灭菌&&)- @AB 压力灭菌 !& 2CD$或常压煮沸麦

汁 -&& /$冷却 !& /$间歇 !次%
繁殖罐&接种 > ; 后$每隔 8 ; 通风 -&<-# 2CD$!& ;

后$每隔 > ;通风 -& 2CD%
每个培养过程自始至终保持罐压力 &)&!<&)&0

@AB% 带压扩大培养比无压扩大培养增殖速度要快 !<0
;$并且细胞大小整齐’强壮%
!)!)!)! 及时扩大培养
酵母从现场扩大培养的零代酵母$经过一个罐!池"

的发酵后再添加时就开始从一代’ 二代依次类推分代%
一般认为 !<0 代酵母新鲜强壮% #<> 代为老酵母$往往
出现发酵力和凝聚性的变化$啤酒风味欠佳等$要及时
检出$不正常就扔掉不用%应及时扩大培养$提供生产用
优良酵母%
!)!)!)0 扩大倍数
扩大培养$实际上是不断添加麦汁$使酵母数量越

来越多% 最后达到生产所需的酵母量% 实验室无菌条件
好$扩大倍数为 -& 倍$生产现场扩大培养$扩大倍数为
0<8 倍$最后甚至 !倍%
!)!)!)8 追加时间!又称接种时间"
同步培养就是使培养液中的全部细胞生长过程同

步化$即分裂!生长!分裂同步进行% 选择在对数生长
期结束前 !<0 ;$出芽率 %# G<:# G时进行转接%
酵母在对数生长期的增殖公式&
!-K!&9!D

式中&!-(((移种时酵母细胞数)

!&(((起始增殖酵母细胞数$只有接种细胞数的 #& G)

"(((增殖次数!又称增殖倍数或系数"%

举例&!&K-#9-&>9#& G*个 H 23.$ !-K%#9-&>!个 H 23"
在一定温度范围内$ 某个温度下酵母培养时间 # 估
算&

#K#!L"#2
式中&#!(((酵母停滞期时间$它与培养温度有关)

#2(((该培养温度下酵母平均世代时间%

参照丽水碧湖啤酒厂酵母培养温度和平均世代时

间关系表$查得 -! /时&#2K> ;$-" /时 #2K4 ;%

-= !-

!"
-= %#9-"

>

-"9-"
>
9#" G

"K -=! K -=! K0)0!!

!"
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!" #培养时!!$%&’(’"")%$"*(+",#$
!- #培养时!!$.&’(’"")+$’/(+%,&’
追加麦汁时(当培养液表面有明显泡沫隆起(追加

新鲜麦汁扩大培养较适宜’
"("("(* 温度管理
实验室培养(为缩短世代时间(可采用 "*0"- #的

温度培养(生产现场以发酵温度 .0!" #为目标(每步降
温平均分配(每步适当降温’根据追加次数(降低温度要
有一个安排’ 一般降温梯度为 "01 #(每次追加麦汁要
计算好数量和温度(以使麦汁和发酵液混合后达到预定
的要求’
"("("(% 扩大培养过程中的检查%每步跟踪镜检&
外观形态!圆形或卵圆形(整齐(细胞膜薄而平滑(

内部充满细胞质’ 计算酵母细胞数!高泡时%*-0/-&)!-%

个 2 34(追加麦汁时%!-0!*&)!-%个 2 34’ 出芽率5.* 6(
死亡率7! 6’ 实验室阶段(每一步要做 "0’个酵母平行
实验(选择较好的一个接种下一步’
从小试管扩大到零代酵母(每一步都要跟踪做酵母

培养(综合检查污染情况’ 每一个菌种每隔 "0’ 次扩大
培养都要组织品尝(以保证其传统风味的延续’ 不是淡
季时(种子罐%汉生罐&保持在 10- #条件下(留种时间
不要超过 / 8’
"(’ 发酵工序
麦汁由于存在着糖分( 是微生物很好的培养基(再

加上发酵罐的罐壁及其管道等都易被微生物污染(所以
这些部位必须彻底清洗(除去污物再杀菌后使用(以防
接触面积大的罐槽内壁面和管道内的微生物污染’
"(’(! 应严格控制可能形成啤酒污染的无菌条件(以防
麦汁受微生物污染’对管道与阀门应注意经常清洗与消
毒(这可与所连接的设备同时进行 9:; 洗涤(包括定期
与所连接的设备进行密闭循环消毒(防止产生积垢与死
角(形成污染源’使用的软管不用时(应浸入或灌入消毒

剂溶液(阀门外的管接口应配接塑料罩(防止积尘与滋
生杂菌’
"(’(" 大罐由于一般采用 9:; 洗涤(能有效地进行设备
与管道清洗( 所以不易产生滋生杂菌的积垢或死角(这
就大大提高了大罐生产的卫生条件’但由于物料)水)空
气及种酵母都是染菌的污染源(加上大罐还需使用一些
软管进行开放性连接( 因此可适当提高 9:; 的清洗温
度(如 .-0.* #(同时要保证碱液的浓度和最后一次冲
洗水的无菌条件(这样等于在 9:; 洗涤的最后一道冲洗
水是十分重要的(若此水污染杂菌(则 9:; 洗涤)喷洒杀
菌都会前功尽弃’
"(’(’ 大罐顶部装置的安全阀及其真空阀是大罐通往
大气的自动控制阀门( 由于大罐发酵时会产生一些泡
沫(物料在超压条件下溢出并停留在罐顶而造成滋生杂
菌的条件(为防止从罐顶污染杂菌(应经常清洗罐顶和
消毒灭菌’
"(’(1 对大罐的发酵液及其设备应经常检查其卫生指
标(如发现染菌应对大罐及其前后道工序的设备进行一
次消毒灭菌(包括发酵液经过的管道)阀门)泵等(防止
交叉感染’ 同时应注意大罐室的环境卫生(每半月用甲
醛<高锰酸钾法熏蒸 !" ,(甲醛用量为 !-0!* = 2 3’’地板
用 ! 60" 6漂白粉水涂刷(每周一次’ 清洗前后的细菌
检验结果见表 1’
表 1中数据由以下公式得出!
"$!--->"# 2 !--)! )!- 2 *&)$

式中!$***菌落总数$

#***培养皿面积"?3"&$

!***暴露时间"3@A&$
"***细菌总数"个 2 3’&’

"(1 其他设备
糖化设备中的糊化锅)糖化锅)过滤槽及煮沸锅等

的清洗对微生物要求不高(其清洗效果主要观察设备内
有无积垢和污迹( 最后冲洗时从设备的排污口取样(用

BC试纸检查呈中性即可’
所使用的水应定期检查

与消毒(一旦发现染菌应跟踪
寻查对水的污染源( 如水箱)
管道)泵等(并应连续一段时
间对水进行检测(以检查水消
毒的效果’
其他与啤酒有接触的设

备)管道)阀门等要求杀菌完
毕后取冲洗水样做微生物检

查(确保微生物的指标在内控
指标内(发现不合格的要及时
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进行整改$ 发酵罐和清酒罐定期检查%罐内必须清洁干
净无酒垢$ 啤酒生产一定要做好清洁灭菌工作%才能保
证纯种发酵%才能保证啤酒的感官质量$
!)# 微生物日常检测与监控
微生物日常检测是保证微生物质量的重要前提%建

立完善的常规性的微生物日常检测与监控环节%可以及
时发现问题$丽水碧湖啤酒厂现制定微生物取样计划见
表 #$

/ 小结

传统的生产方式%容器和管道的洗涤灭菌靠人工拉
刷洗涤完成%效果不稳定%无法保证每批次产品质量的
稳定%且费工费事$从长远来看%中小型啤酒厂应至少具

备两套 012 清洗系统%其中糖化与发酵是啤酒酿造的主
体%012清洗尤为重要$
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培养基 H 中的含量为 ")"6N O%是培养基 P 的 # 倍$ 可
见营养成分丰富的培养基更有利于增强酵母菌富集硒)
铬的能力$
/)! 这两株酵母菌富集硒)铬的能力存在明显差异$ 这
可能是由于两种酵母菌的蛋白质的构成不同造成的%硒
在酵母细胞内主要是与蛋氨酸)半胱氨酸结合%酵母细
胞内的蛋氨酸)半胱氨酸含量直接影响到细胞内硒的含
量3$%/4$ 铬也主要是与蛋白质结合%有人研究富铬酵母中
的丙氨酸和甘氨酸的含量比普通酵母高3$%64$关于这两种
酵母菌的蛋白质的氨基酸比例作者将做进一步的分析

研究$
/)/ 随着培养基中硒) 铬浓度的增加% 两株酵母菌富
硒)铬的能力都在增加%而当浓度达到一定量%基本上保

持不变*但是当浓度过高时对酵母菌的生长产生抑制作
用%使酵母细胞的收率降低$
/)M 酵母菌富集硒) 铬的能力在 $NQ!& < 达到最高%这
个时期是酵母菌的对数生长阶段%可见在对数期富集能
力最强%但是酵母菌的收率还没达到最高%因此%综合平
衡富集能力和收率%培养时间控制在 !8Q/! <最佳$
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图 / 不同培养时间对两株酵母菌富集硒)铬能力的影响
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!&&M中国国际名酒博览会落幕
本刊讯&!&&M 中国国际名酒博览会于 !&&M 年 -- 月 !8 日在成都圆满落下帷幕$ 这次盛会签约总金额达 # 亿多元S现场零售约 !/""

多万元$ 参观展览观众超过 M 万人次$
据悉%美国中太集团成为此届酒博会最大的买家S该集团采购对象包括四川基酒以及成套酒类灌装生产设备S总交易额达到 %#"" 多

万元$另外S该集团还将投资 !""" 多万美元在成都附近设立葡萄酒生产加工基地S目前与四川一家企业正在洽谈有关事宜$组委会方面表
示S酒博会取得的最大成功不在于签约数量S而在于四川酒类企业通过此届酒博会与美国)西班牙)澳大利亚)加拿大)韩国)日本)波兰)匈
牙利)印度)俄罗斯等 -" 多个国家和地区建立了直接贸易关系S为四川中小酒类企业走向国际市场拓展了通道$ !小江"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!"


