加强包装过程微生物的检测  控制纯生啤生产的二次污染
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纯生啤酒是不经杀菌而采用低温膜过滤的方法将啤酒中的微生物去除后进行灌装。从糖化、发酵、过滤到包装整个生产过程对微生物要严格控制。生产过程要求无菌酿造（纯种发酵）、无菌过滤、无菌包装。目前，纯生啤生产装备水平较高，纯生啤酒包装前酒体的污染即一次污染易于控制，纯生啤酒的污染主要来源于包装阶段的二次污染。由于酒体在灌装阶段接触到的点较多、较杂，控制较难，需要有一套完整的生产过程微生物检测监控系统，才能保证纯生啤酒的安全生产。纯生二次污染发生的几率分析如下：瓶子和瓶盖污染占25%，灌装机占25%，滴沫引泡占10%，压盖机占25%，进瓶螺杆占10%，环境占5%。因此，重点从如下几方面加强对纯生啤包装过程微生物的检测控制。

1、 包装物的检测控制

1．1瓶盖的检测控制

纯生啤灌装后是不经过杀菌的，接触到酒体的瓶盖要绝对无菌。要求瓶盖高温杀菌后无菌包装，瓶盖输送过程中加3000W紫外线灯杀菌，保证压盖前的瓶盖无污染。对瓶盖的检测采用生产前对无菌包装的瓶盖随机抽样检测及每天对生产过程压盖前的瓶盖随机抽样检测。具体方法如下：以无菌操作方法，用无菌的镊子随机取10个盖于无菌烧杯中，用100mL无菌生理盐水倒到烧杯中，充分振荡后，把生理盐水真空抽滤富集，做细菌总数、酵母菌及霉菌、厌氧菌三个项目的检测。若无菌包装瓶盖检测不合格，应马上停止使用，更换合格瓶盖；生产过程中压盖前瓶盖不合格，须加强输送槽及压盖头的清洗并检查紫外线灯是否正常。

1． 2空瓶的检测控制

1．2．1洗瓶后的空瓶检测

没有经过清洗的空瓶进入包装车间后，极易将所携带的微生物传播到周围空气中，虽然洗瓶机的碱液浓度不适合微生物生长繁殖，但热水区和冷水区容易被微生物污染。应定期对包装车间的环境进行消毒杀菌。最后一次冲瓶清洗水决定着洗瓶的质量，应用加ClO2的无菌水清洗。经洗瓶后的空瓶应清洁光亮、瓶内积水要少于3滴，并对洗瓶后的空瓶进行微生物检测，洗瓶后的空瓶微生物控制在：细菌总数≤10个/3个瓶，酵母菌及霉菌≤10个/3个瓶，厌氧菌不得检出/3个瓶。

1．2．2冲瓶后的空瓶检测

洗瓶后的瓶子经输送带送到冲瓶区，在输送中，由于防护罩内有蒸汽冷凝水，要防止冷凝水滴到瓶内。洗瓶后的瓶子经冲瓶区125℃以上的蒸汽杀菌，可以达到无菌。每天须对冲瓶后的空瓶进行微生物检测。

空瓶的具体检测方法：取洗瓶后或冲瓶后的3个瓶，分别用无菌瓶塞塞好，以无菌操作方法把100mL无菌生理盐水倒到空瓶中，把空瓶倾斜，慢慢转动瓶子，让生理盐水充分洗过整个瓶子的瓶壁，后把洗过的生理盐水真空抽滤。做细菌总数、酵母菌及霉菌、厌氧菌三个项目的检测。若空瓶检测不合格，应加强空瓶清洗、减少回收瓶的使用并检查冲瓶蒸汽温度。

2、 水及压缩气体的检测控制

2． 1水的检测

纯生包装线用水的地方较多，主要有用于清洗空瓶、管道、过滤膜的ClO2无菌水及用于激泡的热水。须对ClO2无菌水、洗膜后的水、激泡水进行微生物检测，保证所用的这些水无菌。

2．2压缩气体的检测

由于无菌空气直接用于冲瓶后空瓶的吹气冷却，N2、CO2用于被压，都直接接触到酒体，须绝对无菌。压缩气体进入包装车间前须经0.45μm的膜过滤系统过滤，为保证过滤系统不受污染，应定期用蒸汽杀菌。压缩气体的检测方法：让气体在液体中曝气（将气体通入液体中）10分钟，用无菌膜片把液体抽滤富集后，把膜片置选择培养基上培养。无菌空气检测细菌总数、酵母、霉菌等项目；N2、CO2检测酵母、厌氧菌等项目。若检测后发现压缩气体有污染，应对气体膜过滤系统进行蒸汽杀菌并检查过滤膜是否有穿破。

3、 洁净室环境空气的检测及擦拭

3． 1洁净室环境空气微生物的检测

为防止环境空气微生物对酒体的污染，须对洁净室盖斗间、冲瓶区、验瓶区、膜过滤区、洗瓶区等5个区域空气的微生物进行检测。具体检测方法如下2种：（1）直接平板放置法：把90cm无菌营养琼脂平板打开后，分别置洁净室盖斗间、冲瓶区、验瓶区、膜过滤区、洗瓶区等5个点曝气15分钟后，盖好培养皿盖，倒置37℃恒温培养箱培养24小时后，观察结果；（2）空气浮游微生物检测仪测定法：把90cm无菌营养琼脂平板打开后，置空气浮游微生物检测仪上，分别置洁净室盖斗间、冲瓶区、验瓶区、膜过滤区、洗瓶区等5个点，设定好检测的空气量（如200L空气），测定完成后，盖好培养皿盖，倒置37℃恒温培养箱培养24小时后，观察结果。方法1所测微生物的量为空气沉降微生物；方法2所测微生物的量为空气浮游微生物。由于生产过程中设备转动引起空气不断流动、生产过程设备经常有故障，保全工进出易引起环境空气污染，为保证生产过程环境空气的质量，生产过程应再随时检测洁净室环境空气微生物，发现空气微生物超标，应及时对洁净室空气进行处理并对环境进行消毒。

3．2洁净室设备及环境的擦拭

3．2．1擦拭点的选择

一般情况下，洁净室设备及环境都存在着一些微生物，主要是好氧的醋酸菌，虽然醋酸菌对啤酒没有直接的影响，但如果洁净室清洗不到位，醋酸菌就会在设备及周围环境生长繁殖，产生粘稠液，形成菌囊，产生厌氧环境，为厌氧菌生长提供良好的环境，使厌氧菌大量繁殖，从而对啤酒产生二次污染。因此，须加强洁净室设备及环境的擦拭。依据与空瓶、清酒接触的设备环境的安全因素，选择如下有代表性的34个敏感部位，定期检查，见表1：

表1

	编号
	取样点
	检测周期
	检测内容

	1
	洗瓶机出口齿形挡板
	日检
	NBB-B试验

	2
	洗瓶机出口导轨、瓶托及支架
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	3
	洗瓶机出口链条及护板、转轴
	日检
	NBB-B试验

	4
	洗瓶机出口区地面、地漏及排水沟
	日检
	NBB-B试验

	5
	膜过滤区
	日检
	NBB-B试验

	6
	自动取样器及下方地板
	日检
	NBB-B试验

	7
	袋式过滤器及下方地板
	日检
	NBB-B试验

	8
	灌装机爆瓶喷淋区
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	9
	灌装机爆瓶挡板内壁、支架
	日检
	NBB-B试验

	10
	冲瓶机出瓶区支架、滑轮导轨
	日检
	NBB-B试验

	11
	冲瓶机喷嘴
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	12
	冲瓶机门内、接水槽、顶槽及支架
	日检
	NBB-B试验

	13
	验瓶机内部
	日检
	NBB-B试验

	14
	验瓶机出口链条
	日检
	NBB-B试验

	15
	冲瓶机进瓶链条、螺杆及支架
	日检
	NBB-B试验

	16
	冲瓶机进瓶区支架、下方平台、挡板
	日检
	NBB-B试验

	17
	冲瓶机进出瓶星轮及支架、挡板
	日检
	NBB-B试验

	18
	连接星轮及支架
	日检
	NBB-B试验

	19
	灌装机进瓶星轮及支架、挡板
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	20
	灌装机出瓶星轮及支架、挡板
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	21
	激泡水喷嘴、连接杆及支架
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	22
	压盖机进盖轨道及导盖磁铁
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	23
	压盖机出瓶星轮及支架、挡板
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	24
	压盖机出瓶链条有挡板
	日检
	NBB-B试验

	25
	取样平台及连接缝
	日检
	NBB-B试验

	26
	压盖机压盖头外
	日检
	NBB-B试验

	27
	压盖机压盖头内
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	28
	压盖机提升气缸及瓶托
	日检
	NBB-B试验

	29
	灌酒机灌酒阀及挡板
	日检
	NBB-B试验

	30
	灌酒机灌酒管及探针
	日检、抽检
	NBB-B试验、细菌总数

	31
	灌酒机提升气缸、瓶托及支架
	日检
	NBB-B试验

	32
	灌酒机门内、支架及线槽
	日检
	NBB-B试验

	33
	灌酒机出瓶区下方平台、挡板
	日检
	NBB-B试验

	34
	灌酒机下方地漏有周围地面
	日检
	NBB-B试验


注：上述表中日检为大清洗后擦拭检测；抽检为生产过程不定期擦拭检测。

3．2．2检测方法

每天大清洗后用无菌棉签对上述34个取样点进行擦拭后放入无菌试管中。擦拭应尽量让整个棉签头擦到所要擦拭的点。在试管中倒入试管2/3的NBB-B培养基，置恒温生化培养箱27℃培养3天。在培养后的第一天、第二天、第三天分别对培养试管进行观察，若培养基变黄，有气泡者为阳性即不合格点，第三天观察无变色者为阴性即为合格点，统计合格率。NBB系列培养基为德国DOEHER公司生产的专门用于检测啤酒有害菌的选择性培养基，NBB-B为液体肉汁培养基。在NBB-B培养基配方中，除了加进啤酒成分及加速啤酒腐败菌生长的营养物质和抑制酵母生长的放线菌酮外，还加了指示剂，呈深紫色。若擦拭点有污染微生物，微生物在NBB-B培养基中生长产生酸，使培养基PH值降低，从而使培养基中指示剂变黄。通过培养基的变色可以判断是否有污染及污染程度，培养基越早变色说明污染越严重。用NBB-B培养基检查设备及环境的微生物，其检测面宽，既可以检出好氧菌又可以检出厌氧菌。

3．2．3设备及环境的微生物的控制

纯生啤生产大清洗后擦拭合格率应在75％以上。若合格率75％以下，应停产加强清洗力度。合格率只能反映发生二次污染的可能性的大小，擦拭合格率75％以上只能说明发生二次污染的可能性小，并不说明不会发生二次污染。在灌装过程中要定期停机清洗及设备故障保全工进出可能把外界微生物带入洁净室，随着灌装时间的推移，微生物会越长越多，因此须加强生产过程洁净室的擦拭。若生产过程每次也取34点擦拭，既浪费时间、影响生产，又大大增加检测成本。针对生产现场的实际情况：（1）微生物易从外界带到洗瓶机出口；（2）压盖机区和灌装机区是啤酒溢流的主要场所，营养丰富，微生物易于生长；（3）压盖机区和灌装机区两个区域设备零部件较小、缝较多，易形成死角，又是与酒体接触最多的地方；（4）从大量检测数据中也可以看出，NBB-B擦拭容易变色的点主要出现在洗瓶机出口导轨及压盖机区和灌装机区的灌装机爆瓶喷淋区、冲瓶机喷嘴、灌装机进瓶星轮及挡板、灌装机出瓶星轮及挡板、激泡水喷嘴及支架、压盖机进盖轨道及导盖磁铁、压盖机出瓶星轮及挡板、压盖机压盖头内、灌装机灌酒管及探头10个点。所以每天再增加一次生产过程上述经常不合格的10个点进行擦拭。由于应用NBB-B培养基的微生物擦拭实验方法存在着一定的缺陷——在检测过程中实验时间长、不能迅速反映检测结果，对生产的指导有滞后的现象。为了迅速反映污染情况，同时做一组细菌营养琼脂培养。具体检测方法如下：用无菌棉签对10个擦拭点各擦拭2支，分成两组，一组用NBB-B培养基27℃恒温培养3天，每天观察培养基变色情况；另一组在无菌操作台，用剪刀把棉签头剪下，置营养琼脂培养基上37℃恒温培养18-24小时后观察结果。实验结果如表2：

表2

	检测次数
	NBB-B培养基变色支数（支）
	营养琼脂培养基（个/支）

	1
	0
	0（全部没长菌）

	2
	2（第三天变色）
	对应2个平皿长菌落分别为3个、2个

	3
	1（第三天变色）
	对应1个平皿长菌落1个

	4
	0
	0（全部没长菌）

	5
	1（第三天变色）
	对应1个平皿长菌落5个


从检测结果看：生产过程擦拭采用两种方法培养，具有对应性，既可以快速反映纯生啤酒生产过程的卫生状况又可以从NBB-B培养基培养情况判断污染的微生物是否有有害菌。若生产过程擦拭有两个点变色或有两个平皿长菌，说明发生二次污染的可能性较大，应马上停止生产，加强CIP清洗，并对环境空气进行处理。

  纯生啤酒的生产其实是一个微生物的控制工程，生产过程须不断地与微生物作斗争。因此必须充分的重视生产过程微生物的检测控制，才能将二次污染有效的控制好。能否有效的控制二次污染，减少二次污染的风险，关键是能否保证包装物、水气三大能源、设备、环境的无菌、CIP清洗是否到位，若这几方面做好了，纯生啤的二次污染就可以有效的得到控制。

