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【摘  要】本文通过对同种酵母菌种不同代数菌株在主酵和后酵阶段细胞沉降情况的分析比对，掌握到现代啤酒大生产所采用的圆柱锥形底的发酵罐对酵母泥沉降及其回收的影响，进而更合理地对酵母进行使用，使整个生产过程处于一个优化状态。

【关键词】锥形底  发酵罐  酵母沉降  酵母回收

酵母质量是影响啤酒质量和风味一致性的关键因素之一。酵母保存、扩培、使用等的管理是啤酒生产过程工艺卫生管理的重要内容。在大生产中，我们需要酵母在以下几个方面表现其优良特性：起酵与主酵速度，双乙酰峰值与还原速度，发酵度，风味物质生成情况，凝集情况，耐压情况及遗传稳定性等。

但是我们在生产过程的实际控制中发现，诸多因素影响了以上几个方面的稳定。从麦汁进罐开始到降温倒罐结束（由于后期贮酒过程不在本文讨论范围内，在此将不予体现），我们可以将整个过程详细分解为很多区间段来考察，真正将这些细节过程考虑清楚了，对整个发酵状态的稳定控制都将有着无法比拟的作用。本文就从分析起发降糖和酵母沉降等的角度来讨论一下。

下图一为400吨发酵大罐，四段式氨冷却，三个温度探点（分别处在60吨位、160吨位和390吨位的位置上），一个无菌取样阀门处在60吨位温度探点的平行位置。
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图一   发酵大罐结构示意图

从主酵期酵母细胞的增殖过程看（如下图表所示，满罐糖度12.1°P，执行工艺——8.5℃满罐、9℃主酵、6.0°P升温至11℃、3.2°P封罐），经历了适应期、出芽期、稳定期（时间相对较短）和沉降期等几个阶段。

表一：

	项目/时间
	6小时
	24小时
	48小时
	72小时
	94小时
	120小时
	144小时
	168小时

	糖度（°P）
	11.5
	10.0
	7.6
	5.1
	3.2
	/
	/
	/

	细胞数（107个/毫升）
	1.8
	3.2
	5.0
	5.6
	2.2
	0.8
	0.6
	0.5

	出芽率
	42%
	33%
	17%
	6%
	/
	/
	/
	/

	pH值
	5.0
	4.4
	4.3
	4.2
	4.1
	4.1
	4.1
	4.1


适应期的长短与整个发酵过程的控制、酵母细胞活性的保持等多个方面相关，也随着酵母泥的添加工艺变化而不同。如果在发酵过程控制良好，酵母细胞活性保持稳定的前提下，采用进罐第一批麦汁中添加酵母泥的工艺操作方案，则在间隔两个半小时后的第二批麦汁进罐时适应期就已经结束，并开始进行细胞内物质的合成，该过程可以在下表三的数据中体现。
    出芽期贯穿在整个主酵降糖过程的前半部分，与稳定期存在一定的交叉，这主要就是因为在降糖后期糖度检测只有5.1°P时，细胞仍保留着少量的出芽能力，但是由于此时沉降速度的加快，细胞数的峰值并没有出现，而是向前，约在糖度值6～7°P时出现。因而也可以认为稳定期是出芽期和沉降期之间的短暂连接部分，存在一定的相对性，只对于酵母细胞的增殖能力判断上有一定的研究意义。
另外，从细胞数的跟踪观察与检测过程中发现，稳定期之前可能是由于对流的强烈和此时细胞的活性状态原因，使得细胞间的凝集性还不明显，分散性较好，计数的相对准确性较高，而且出芽期间存在有较多的自溶细胞和较少的冷凝固物。但在之后，随着整体酵母细胞的凝集沉降，下部细胞沉到锥底，中上部细胞逐步沉到下部，使得在下部取样计数观察时准确度较低，而且存在的死亡、自溶细胞较少，冷凝固物量增加（如图二的酵母细胞沉降示意图和图三、四的发酵液悬浮细胞状况图所示）。并且，我们还在沉降过程中的封罐前五六个小时左右，发现了一个短暂的酵母细胞数回高的现象，也对细胞沉降的区段划分提供了数据支持（发酵罐图片、细胞分散与凝集图片）
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图二  酵母细胞沉降示意图
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图三 发酵液悬浮细胞状况（1）
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图四  发酵液悬浮细胞状况（2）

另外，从发酵液悬浮酵母细胞状况来看，可以明显看到细胞被包裹在冷凝固物中，反映出酵母细胞的沉降性能不仅仅与酵母种的遗传特性有关，和发酵液中的冷凝固物含量也呈一定的相关性。

封罐后，随着压力的逐步上升，酵母细胞迅速沉降。20小时后背压压力基本稳定时，大部分细胞都沉降至取样线（60吨位）以下（如表一所示94小时与120小时检测细胞数）。而此后发酵液中悬浮酵母细胞数仍有少量变化，说明沉降过程还在继续但已趋缓。这就从一个侧面说明，取样位以下部分的酵母细胞也仍在沉降过程中，下表三中不同时期回收酵母泥的细胞浓度检测数据也为此提供例证。直至封罐约四天后，酵母细胞的沉降过程才基本结束，而此时酵母泥中的细胞浓度也将达到最大值。
表二：

	回收酵母时间
	120小时
	144小时
	168小时
	192小时

	酵母泥浓度

（108个/毫升）
	9
	15
	18
	19


    前面我们对整个酵母细胞增殖及沉降过程做了最详尽的分解，其目的就是为了确定一个比较合理的酵母泥的回收方式与时间，以在酵母的转代使用中最大限度地保持细胞的活性，并在一定程度上对衰老退化酵母进行淘汰，进而在可能情况下对酵母细胞的发酵性能进行强化。
    一般来讲，酵母泥的回收、贮藏和使用过程要注意压力、温度等多个因素的变化及控制稳定。酵母细胞对于压力的反应，已有国外文献进行了阐述，影响不大，在此将不予赘述，而只是将回收压力控制在一个稳定范围内对温度问题予以考察。

目前从大多数生产厂家的情况总结来看，酵母的回收方式主要有两种，一种是贮存罐回收方式，另一种是罐对罐回收方式。从理论上讲，二者都各有优缺点。

贮存罐回收方式，其基本工作方式为在发酵双乙酰还原阶段（主要是在还原后期，淡季可能是在贮酒期），将锥底少量酵母泥先期排掉，然后将剩余酵母泥泵入一个备压无菌贮存罐中，缓慢搅拌冷却至4℃以下，在不超过30小时的时间内分两批两次或一批一次加入冷却后充氧麦汁中进罐（主要是根据泵速条件，一个罐所需的酵母泥量如果无法在第一批麦汁中一次添加完成，则在四批满罐的控制程序中前两批麦汁中各加一半）。优点在于酵母泥可以进行必要的处理，如冷却、洗涤等，而且在经过搅拌后，不同沉降期的沉降酵母（表现在锥底酵母泥的分层）可以进行一定的混合，使得前后罐使用的酵母状态比较具有均一性。缺点在于酵母泥的损失量大，被污染的可能性增加，配套设备多，CIP要求高且耗费大，细胞受机械剪切力影响大，回收使用周期长，特别是后一罐酵母泥，在保存过程中如果搅拌开启不足会重新沉结，影响添加量的控制和满罐酵母的准确计量。

罐对罐回收方式，其基本工作方式为在发酵双乙酰还原阶段，将锥底少量酵母泥先期排掉后，分两次分别将酵母泥经过直通管道泵入准备好的发酵罐中，然后分批进麦汁进行发酵。其优缺点在很大程度上是上述方式的相反面。
不管以哪种方式回收使用，其最基本的问题是选择回收的时机。从前面对酵母细胞的沉降特点来看，在封罐后3～4天的时间里回收是最理想的。此时的酵母泥中的细胞密度刚刚达到最大值，并且细胞处于紧密状态的时间很短，这就既能保证酵母的最大回收量，又能避免在最大密度时（营养缺乏、细胞间竞争加剧）细胞的衰老自溶。当然，如果酵母的沉降性能更强或者是高代酵母的话，则可根据实际沉降效果对回收时间加以提前。我们在实践中发现，如果是新扩培到发酵罐内的零代酵母，则必须要在封罐三天后回收，否则就会出现酵母泥量严重不足和细胞沉降性能明显降低的情况。
其次是回收时温度的控制问题。一般地说，在回收前不采取任何形式的温度控制措施的话，则在封罐三天后回收（不含降温以后回收）时的酵母泥温度将会比发酵罐内下部温度探头显示的温度高2～3℃。此时的酵母泥在正常回收使用过程中不会有任何问题，但如果糖化出现故障或其它情况造成进罐时间异常的话，则酵母泥在高温留存时间过长就会严重影响细胞活性并进而导致主酵降糖进程异常。比较有效的温度控制措施是在封罐一天后，当发酵罐锥底部分酵母泥沉降还不够紧密时，冷却传递效果较好，此时定期开启最底部氨冷却带（如图一所示）进行冷却，比如说每4小时冷却15分钟，到酵母泥回收时温度就会基本控制在发酵罐内下部温度探头显示温度的水平，进而使细胞活性得到最大限度的保持。
第三个方面是回收过程的控制。酵母泥沉降时的分层现象比较明显，其中最底部的酵母泥是最早沉降下来的，其在锥底部分留存时间长，衰老死亡率较高，因此需要将此部分酵母泥在回收时进行排除。但到底需要排除多少呢？我们在实践中发现，虽然锥底部分具有70度斜角，但由于酵母泥的粘性和漏斗效应，实际上并不能将低活性酵母细胞全部排除，这就需要一个取舍。如果准备回收使用两罐，那么有效的排除量将在0.5～0.8吨之间；如果只需要回收使用一个罐，则可以将有效排除量控制在3.5～4.0吨之间。我们有数据证明在回收使用两罐的情况下，使用贮存罐进行回收，则前后罐之间的降糖时间将相差10小时左右（由于回收管径和酵母泥的粘稠特性，先回收的酵母泥在贮存罐中的上部，使用时则后用，后回收的酵母泥在贮存罐中的下部，使用时先用）；如果回收使用一罐的情况，有效排除量控制在3.5～4.0吨之间来回收使用的发酵罐的降糖时间将比有效排除量在0.5～0.8吨之间来回收使用的发酵罐的降糖时间缩短10小时左右。
第四，使用贮存罐时留存过程的控制。这包括有三个方面的内容，一是贮存压力的控制，一是背压气体的选择，另一是温度的控制。关于贮存压力的控制主要是考虑酵母细胞的耐压性能，而一般来说发酵罐15米左右的高度将产生1.5bar的压力，加上封罐时背压1.0bar，这样锥底部分的酵母泥受到2.5bar左右的压力，麦汁进罐时酵母添加管路的压力在2.0bar左右，因此在前后压力变化不是很大，而且依据国外文献的报道，在压力变化不太大的情况下，酵母细胞的活性影响不大，因此贮存罐的压力一般选择在1.0bar。背压气体的选择上应该说是比较有分歧的一点，在使用无菌空气或者是CO2的问题上，各有各的说法，但依据我们的实践显示，具体使用哪一种气体进行背压对细胞活性的影响都不大。最后是温度控制的问题，如前面所述，酵母泥中的细胞浓度达到18×108个/毫升时，其粘度相当大，使用氨系统进行冷却的话，其效果比较差，而且会导致接触冷媒的靠近外壁的酵母细胞受到冷伤害。因此我们不建议对酵母贮存罐进行外夹套式的冷却，可以如回收时温度控制方法进行源头控制，效果会比较好。或者是采用另外一个手段，在贮存罐中通入低温脱氧水（由于通入时会产生大量的泡沫，因此对贮存罐的容积有一定要求，一般是需要洗涤酵母泥体积量的1.5～1.8倍。），通过将酵母泥进行稀释来加强搅拌桨的作用，不仅可以将整个罐内的温度均匀降至一个比较低的水平，酵母泥中细胞粘附的冷凝固物量减少（通过显微镜的观察）改善沉降性能，而且可以通过洗涤后期细胞的沉降作用将部分衰老死亡细胞进行淘汰（依据我们的实验结果，洗涤前后的酵母泥细胞死亡率将下降1个百分点），提高使用酵母泥的整体活性（我们在进行洗涤与否的发酵实验比较中可以发现，在不进行酵母泥洗涤的发酵过程出现的前后两个使用罐的降糖时间差在洗涤后进行发酵的两个使用罐中不出现，而且在整个降糖时间上有所减少）。
第五，添加方式的选择控制。添加方式的选择主要体现在直接添加到发酵罐中或者是添加到麦汁中，或者是在四批满罐的麦汁的第几批中添加，以及采取什么样的充氧方式。一般的研究方法是对后期酵母细胞的发酵性能、沉降性能、双乙酰还原性能和风味物质形成情况等进行分析。我们采用的是一个比较简单的评测方法——对满罐过程中的溶解氧变化情况和酵母起酵性能进行评估。

以贮存罐回收使用方式为例，采用前三批麦汁充氧工艺，控制麦汁溶解氧水平在10ppm。在第一批麦汁中加入全部酵母（0.9%酵母泥添加量、8批麦汁/天），在进第二、三、四批麦汁前分别对发酵液中溶解氧、酵母细胞数和出芽率进行检测，数据如下表四所示：
表三：

	项目/时间
	溶解氧（ppm）
	酵母数（107个/毫升）
	出芽率（%）

	第一批麦汁
	10
	/
	/

	第一批麦汁进罐后发酵液
	5.6
	7.5
	0

	第二批麦汁进罐前发酵液
	0.1
	7.3
	0

	第二批麦汁
	10
	/
	/

	第三批麦汁进罐前发酵液
	0.092
	3.8
	7

	第三批麦汁
	10
	/
	/

	第四批麦汁进罐前发酵液
	0.026
	2.9
	17

	第四批麦汁
	0.002
	/
	/

	满罐6小时后
	0.008
	1.8
	42


    由于缺乏有效的实验手段，难以对酵母细胞的代谢调控做深入的研究，依据一般的微生物生长特点，结合对出芽率变化的考察，我们认为在0.1ppm以下的溶解氧水平下，细胞的生长环境已经进入了微氧状态，有氧呼吸途径将会转到无氧代谢途径，也就是说在整个满罐过程酵母细胞可能要经历几个这样的转换过程，这对酵母的生长应该说是不利的。虽然在一批添加酵母（酵母泥直接添加进罐的添加方式在考察溶解氧问题时原理相同）时，对细胞生长的同步性、均一性方面有利，但在麦汁中溶解氧含量不能做进一步提高的情况下，还是应该采取前两批麦汁分别添加一半的酵母泥量的工艺方案。采取上述同样的跟踪检测实验，结果证明在整个满罐过程中的溶解氧控制水平比较理想，酵母的发酵状态良好。
