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Введение

Сахар, содержащийся в сусле, сбраживают в спирт дрожжи Saccharomyces cerevisiae
, представляющими собой одноклеточные микроорганизмы, относящиеся к классу аскомицетов (сумчатых грибов) Царства Грибов, находящееся между Царствами Растений и Животных, поскольку имеют признаки обоих Царств. 

Дрожжи из всех известных микроорганизмов, можно отнести к наиболее важным в практическом отношении: они обладают высокой скоростью размножения, кроме того, дрожжевые клетки характеризуются богатым химическим составом. Такие качества позволяют широко использовать дрожжи в пищевой, медицинской промышленности, в сельском хозяйстве (как ценный кормовой продукт) и др.
1. История открытия дрожжей и основные важные вехи в их изучении
В 1585 г на латинском языке была издана книга, посвященная технологии солодовенного и пивоваренного дела. По-видимому, она стала первой в мире специальной книгой подобного рода. Ее написал профессор пражского университета, знаменитый естествоиспытатель, астроном, картограф и личный лекарь императора Рудольфа II Тадеуш Гаек из Гаека (1525-1600) [
, 
]. Теорию, выдвинутую им для объяснения процесса брожения, можно назвать своего рода механистической. Верховые дрожжи он описывал как воздушную массу, выносимую на поверхность, а ту часть дрожжей, которая осаждалась, - как землистую и грубую массу. Суслу им были даны характеристики "тяжелое" и "водянистое". Превращение сусла в пиво объяснялось движением масс, которые сталкивались между собой, вьделяя тепло, под влиянием чего образовывалась пена. Воздушная масса, интенсивно двигаясь, дробила водянистую массу на меньшие частицы, и в результате этого последняя приобретала свойства пива. 

В 1590 г. в Голландии был сконструирован первый микроскоп, который в 1650 г. усовершенствовал А. Левенгук (1632-1723). Он же в 1680 г впервые установил, что в пиве присутствуют шарообразные живые частицы. Речь шла, очевидно, о дрожжах, но сообщение Левенгука не было принято во внимание. 

Историческими стали открытие А. Л. Лавуазье, в 1785 г установившего, что брожение представляет собой разложение сахара на этанол и углекислый газ, и сформулированная в 1810 г. Гей-Люссаком (1778-1850) формула спиртового брожения, значимая и поныне. 

В XIX столетии изучение влияния микроорганизмов на спиртовое брожение стало быстро развиваться [
, 
]. Первым ученым, который в 1837 г. высказал предположение о возможном участии живых микроорганизмов - дрожжей - в процессе спиртового брожения, был Каньяр де Латур. 

В 1839 г Т Шванн (1810-1882) сформулировал гипотезу о зависимости роста дрожжей от присутствия сахаров, являющихся для них питательными веществами, и опроверг необходимость кислорода при производстве вина и гнилостных процессах. Точка зрения об участии микроорганизмов в брожении была отвергнута такими известными химиками, как, например, Ю. Либих и Ф. Волер в Германии или И. Берцелиус в Швеции, которые разделяли утверждение о том, что алкоголь образуется из сахаров чисто химическим путем, а мертвые разлагающиеся дрожжи составляют только определенную часть продуктов этой реакции. 

В 1857 г эти споры были разрешены французским ученым Л. Пастером (1822-1895). Он доказал, что брожение является результатом биологического процесса метаболизма дрожжей [
]. В 1875 г им была подтверждена способность дрожжей существовать без доступа воздуха или, иначе говоря, анаэробный процесс брожения. 

Большое значение имело экспериментальное доказательство возможности брожения без дрожжевых клеток, осуществленное в 1897 г Э. Бухнером, который открыл тем самым эпоху изучения ферментативных реакций брожения [
]. 

Затем наступил период открытий, связанных с ферментативными реакциями, вплоть до гликолитических реакций Эмбдена-Мейергофа-Парнаса и связанных с ними циклов. Первые сведения о ферментах также связаны с изучением спиртового брожения. Впервые фермент, получивший название диастаза (или амилаза), был выделен в 1833 г А. Пайеном и Ж. Персо из проращенного ячменя. 

Комплексная оценка процессов брожения, как с научной точки зрения, так и с точки зрения их значения для практического производства пива, вина, бродильного этанола, хлебопекарных дрожжей и уксуса, была осуществлена профессором Пражского технического университета С. Й. Н. Баллингом (1805-1868) [6]. 

Метод выделения чистых культур был первоначально разработан для бактерий, а затем уже для дрожжей в 1881 г. Э. Х. Хансеном в лабораториях пивзавода "Карлсберг" в Дании. Впервые чистые культуры были получены им в 1883 г. [
]. 
2. Микробиологическая характеристика дрожжей

Дрожжи являются важнейшими представителями грибов. Хотя для большинства грибов характерна довольно сложная морфология, дрожжи легко отличаются по внешнему виду – они не образуют мицелий и обычно представляют собой клетки овальной или круглой формы длинной от 5 до 30 мкм и шириной от 1 до 5 мкм (рис. 1). [
, 
] Дрожжевые клетки бывают яйцевидной, эллипсоидальной, овальной или вытянутой формы, которая, как и их длина (6 – 11 мкм.), зависит от вида дрожжей и условий развития.
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	Рис. 1. Электронная микрофотография дрожжевой клетки:

1 - клеточная стенка; 2 - цитоплазматическая мембрана;

3 - цитоплазма; 4 - ядро; 5 - митохондрии; 6 - почка.


Дрожжи не являются самостоятельным токсоном и относятся к разным классам: низшим грибам (Фитомицеты, базидомицеты, аскомицеты) и к не совершенным грибам (Дейторомицеты).

Из класса аскомицетов известны дрожжи, включающие семейства: Saccharomycetaceae Shizosaccharomycetaceae Sacoharomycodaceae. 
В целом, наиболее распространенными и практически важными являются дрожжи – аскомицеты семейства Saccyaromycetaceae обитающие в сахаристых средах и вызывающие спиртовое брожение.

Род Sacchar. включает в себя 40 видов, все они образуют путем почкования сферические или элептические клетки и обладают способностью эффективно превращать сахара в спирт. 

В молодых дрожжевых клетках жира обычно нет, в зрелых он содержится в виде капелек. Гликоген
 является запасным питательным веществом дрожжей. Он накапливается при культивировании дрожжей на средах, богатых сахаром, и при недостатке сахара быстро расходуется. В молодых клетках гликогена мало, в зрелых - значительное количество (до 40%). По внешнему виду клеток можно определить физиологическое состояние дрожжей. В производственных средах одновременно присутствуют молодые, зрелые, почкующиеся, старые и отмершие клетки. Наибольшей бродильной энергией обладают зрелые клетки.
В пивоваренном производстве применяют разновидности дрожжей, отличающихся друг от друга одной или несколькими особенностями. Их получают из одной клетки. Такие культуры называют расами (штаммами).

Дрожжи верхового брожения в процессе интенсивного брожения всплывают на поверхность сбраживаемой жидкости, накапливаются в виде слоя пены и остаются в таком виде до конца брожения. Затем они оседают, образуя весьма рыхлый слой на дне бродильного аппарата. По своей структуре эти дрожжи относятся к пылевидным дрожжам, не слипающимся между собой, в отличие от хлопьевидных низовых дрожжей, оболочки которых клейкие, что приводит к слипанию (агглютинации) и быстрому осаждению клеток. 
Дрожжи низового брожения не переходят в поверхностный слой пива – пену, а по окончании брожения быстро оседают и образуют плотный слой на дне бродильного аппарата.

Флокуляция – это объединение дрожжей в рыхлые хлопьевидные агрегаты. В пивоварении под флокуляцией понимают обратимую агрегацию дрожжевых клеток, которая зависит как от свойств расы дрожжей, так и от состава, концентрации, температуры сусла. После образования дрожжами хлопьев начинается физический процесс седиментации - оседание под действием сил тяжести.

Способность дрожжей к флокуляции имеет большое значение для технологии сбраживания пивного сусла, так как способствует ускорению осветления пива и облегчает съем дрожжей из бродильного аппарата после брожения с последующим повторным использованием их в качестве семенных дрожжей. Низкая температура при брожении, кислотность среды (рН 4-4,4) содействует хлопьеобразованию.

Реакция среды сильно влияет на свойства дрожжей. Например, в кислой среде при рН менее 3 и в щелочной среде при рН более 8 хлопьевидные дрожжи становятся пылевидными. Хлопьевидные дрожжи по сравнению с пылевидными, имеют более крупные клетки, меньше подвержены автолизу, дают больший прирост биомассы, обладают меньшей бродильной активностью, образуют меньше диацетила и высших спиртов в пиве, что положительно сказывается на его качестве.

Дрожжи низового брожения отличаются от дрожжей верхового брожения тем, что они полностью сбраживают рафинозу, имеют оптимальную температуру для роста 25-27ºС и минимальную 2-3ºС, а при 60-65ºС – отмирают. Максимальное размножение низовых дрожжей происходит при рН 4,8-5,3. Кислород, растворенный в сусле, способствует размножению дрожжей, в то время как продукты брожения (этиловый спирт, диоксид углерода, высшие спирты, ацетоальдегид, кислоты), а также повышенная концентрация сахара угнетают развитие дрожжей.[11]

3. Условия жизнедеятельности дрожжей
К условиям, обеспечивающим нормальную жизнедеятельность дрожжей, относятся прежде всего температура, рН и состав питательной среды.
3.1. Аэрация

Растворенный кислород подавляет спиртовое брожение и активирует окислитель​ные процессы (дыхание), при которых дрожжи получают достаточно энергии для биосин​теза. Поэтому в анаэробных условиях культивирования дрожжей преобладает спиртовое брожение с минимальной тратой сахара на биосинтез, а в аэробных условиях, наоборот, спиртовое брожение сводится к минимуму и почти весь сахар тратится на синтез биомассы дрожжей. Торможение спиртового брожения кислородом называют эффектом Пастера, который служит в дрожжевом производстве средством эффективного (максимального) использования сахара на синтез биомассы путем интенсивной аэрации среды в процессе выращивания дрожжей.

При дыхании субстрат полностью окисляется в диоксид углерода и воду (уравнение дыхания Пастера):

	С6Н12О6 + 
	6О2 = 
	6СО2 + 
	6Н2О 
	+ 2824 кДж

	Глюкоза
	Кислород
	Двуокись

углерода
	Вода
	Тепло


При анаэробных - путем брожения – анаэробного обмена веществ клетки дрожжей, когда углеводы только частично превращаются в этиловый спирт и диоксид углерода (уравнение брожения Гей-Люссака):

	С6Н12О6 

	= 2С2Н5ОН 
	+ 2СО2 
	+ 119 Кдж
	

	Глюкоза
	Этанол
	Двуокись

углерода
	Тепло
	


Более энергетически выгодный процесс - окисление, т. к. выделяется больше энергии. Если надо нарастить биомассу, то в среде обязательно должен быть кислород, который не нужен при брожении.

Однако еще Луи Пастер экспериментально установил, что при благоприятных условиях брожения из 100 г сброженного сахара только 94,0-95,5 г превращается в спирт и углекислый газ. Из остального количества сахара: 
3,2-3,6 г образуют глицерин (трехатомный спирт); 
1,0- 1,6 г расходуется на синтез биомассы дрожжей; 
0,6-0,7 г превращается в янтарную кислоту; 
0,6-0,7 г идет на образование избыточного количества углекислого газа (вероятно, вследствие частичного аэробного дыхания в начале сбраживания).

Янтарная кислота и высшие спирты появляются в среде в результате переаминирования аминокислот, т. е. синтеза белков в дрожжах, поэтому независимо от образования биомассы не должны учитываться в балансе сахара.

Расход сахара, не приводящий к образованию спирта, при сбраживании ячменного затора в условиях, близких к производственным колеблется в пределах 3,85-5,59% и в среднем равен 4,72%.

Содержание глицерина в зерновых бражках колеблется от 0,3 до 0,45%, в картофельных - от 0,36 до 0,58%. При минимальном содержании глицерина траты сахара будут равны 2,00%, при максимальном - 3,86%.

Таким образом, при сбраживании заторов из крахмалистого сырья траты сахара на синтез биомассы дрожжей и образование глицерина колеблются в пределах 3,61-5,47%, составляя в среднем 4,54%.
3.2. Температура
Рост и обменные процессы при повышении до определенного предела интенсифицируются, но это возрастание скоростей обмена и роста, по мнению многих исследователей, приводит к преждевременному старению и отмиранию клеток. В клетках дрожжей, растущих при повышенных температурах, отмечены уменьшение процентного содержания воды и повышение количества насыщенных кислот, а также ионов Са2+ и Мq2+.

Дрожжи живут и размножаются в широких температурных пределах, но для нормальной их жизнедеятельности необходима температура 29-30°С. При очень высокой или очень низкой температуре жизнедеятельность дрожжей ослабляется или прекращается. Максимальная температура для развития дрожжей 38°С, минимальная -5°С; при температуре 50°С дрожжи погибают.

Оптимальные температуры для развития и проявления максимальной бродильной активности не всегда совпадают. Дрожжи, выращенные при температуре, например, 17-22°С, имеют большую бродильную энергию. Сбраживание мелассного сусла при температурах выше 30°С отрицательно отражается на выходе и качестве дрожжей, выделяемых из зрелой бражки и используемых в качестве хлебопекарных. 
При повышении температуры дикие дрожжи и бактерии размножаются значительно быстрее сахаромицетов. Если при температуре 32°С скорость прироста биомассы диких дрожжей в 2-3 раза больше скорости  размножения культурных рас, то при 38°С- уже в 6-8 раз больше. 

Ускоренное развитие бактерий и диких дрожжей приводит к повышению кислотности бражки. В обоих случаях уменьшается выход спирта.
В таблице 1 представлены различные аспекты влияния температуры на жизнедеятельность дрожжей.

Таблица 1

Влияние температуры на жизнедеятельность дрожжей

	Особенности температурного режима брожения
	Влияние на процесс брожения
	Использование

	Низкая температура сусла и в первый период брожения
	Замедленное разбраживание. 
Увеличение опасности инфицирования. 
Замедленное брожение
	При высокой температуре в бродильном отделении. 
При использовании высокой нормы введения дрожжей. 
При необходимости увеличить продолжительность брожения ( например, в случае неритмичной работы варочного отделения, отсутствия свободных танков брожения)

	Высокая температура брожения
	Ускорение брожения. 
Увеличение прироста дрожжей. 
Увеличение опасности инфицирования пива и дрожжей. 
Увеличение склонности получаемых семенных дрожжей к автолизу
. 
Ухудшение вкуса бражки вследствие образования дрожжами повышенным количеств высших спиртов и эфиров.
	При высоком температурном оптимуме используемой расы дрожжей. 
При необходимости ускорения, процесса брожения. 
При использовании низкой нормы введения дрожжей. 
При необходимости получения большого прироста биомассы.

При использовании бродильных резервуаров небольшой вместимости.

	Резкое охлаждение в период активного сбраживании экстракта
	Затухание или прекращение брожения вследствие температурного стресса у дрожжей, приводящее к прекращению размножения и сбраживания экстракта
	Не допускается


3.3. Активная кислотность (рН)

Водородные ионы изменяют электрический заряд коллоидов плазменной оболочки клеток и в зависимости от концентрации могут увеличивать или уменьшать ее проницаемость для отдельных веществ и ионов. От величины рН зависят скорость поступления питательных веществ в клетку, активность ферментов, образование витаминов. При изменении рН среды изменяется и направление самого брожения. Если рН сдвигается в щелочную сторону, то увеличивается образование глицерина, что уменьшает выход спирта.

Дрожжи сохраняют жизнеспособность в пределах рН среды от 2 до 8, но оптимальным является рН 4,8-5.
При рН ниже 4,2 дрожжи продолжают развиваться, тогда как развитие молочнокислых и ряда других бактерий прекращается. Это свойство дрожжей используют для подавления развития бактерий в инфицированной среде, которую подкисляют серной или молочной кислотами
 до рН 3,8-4 и выдерживают определенное время.
При дрожжегенерации рН поддерживают на уровне 2,8 – 4,0, а при сбраживании сусла 3,8-5,0. Изменением кислотности (рН 3,8-4,0) создают условия, при которых посторонние микроорганизмы почти не развиваются. Таким образом, в нестерильных условиях получают практически чистую культуру дрожжей, называемую естественно чистой культурой. Незначительное количество бактерий, содержащихся в дрожжах, практически не влияет на ход спиртового брожения.
3.4. Состав питательной среды
Состав питательной среды должен полностью соответствовать потребностям клеток дрожжей в строительном материале для размножения и синтеза спирта. Для энергетических потребностей клетки необходимы источники углеводов, для синтеза белка - азота и фосфора. Кроме того, необходимы некоторые микроэлементы, а также факторы роста, т.е. вещества, не являющиеся обязательными для дрожжей, но без которых их развитие проходит медленно с образованием большого количества посторонних примесей.
3.4.1. Углеводы

В качестве источника углерода дрожжи используют сахара, углеводороды и органические кислоты, различные в зависимости от вида дрожжей.
Источниками углеводов для обмена веществ дрожжей служат моносахариды, такие как D - глюкоза, D – фруктоза, D - манноза, D – галактоза. L–cахара дрожжами не сбраживаются. Дрожжи усваивают и дисахариды: сахарозу и мальтозу, но не лактозу. Трисахариды – мальтотриоза и рафофиноза также сбраживаются дрожжами (раффинозу некоторые штаммы сбраживают частично). 
Пентозы Sacch. cereviesiae не ассимилирует. В отсутствие гексоз источником углерода могут служить также глицерин, маннит, этиловый и другие спирты, органические кислоты (молочная, уксусная, яблочная, лимонная).
Различные виды дрожжей неодинаково относятся к ассимиляции одних и тех же веществ. Например, дикие дрожжи Candida natalensis, Cand. parapsilosis хорошо усваивают галактозу, а Cand. clausseni совсем не усваивают ее. Дрожжи Sacch. cereviesiae начинают сбраживать галактозу только со вторых суток.

Способность дрожжей использовать различные сахара может изменяться от того, в аэробных или анаэробных условиях растут клетки. Дисахариды, из которых спиртовые дрожжи усваивают мальтозу и сахарозу, предварительно подвергаются гидролизу соответствующими ферментами дрожжей до моносахаридов. При переходе дрожжей от анаэробных условий к аэробным ослабляется их способность сбраживать глюкозу и мальтозу, а сахаразная активность повышается в 2,5 раза. Дрожжи потребляют мальтозу только при отсутствии в среде фруктозы и глюкозы. Мальтоза сбраживается почти полностью в стационарную фазу роста дрожжей.

Последовательность усвоения жирных кислот зависит от расы применяемых дрожжей и состава этих кислот. Например, уксусная кислота препятствует потреблению молочной, а молочная - гликолевой. Уксусная кислота и глюкоза усваиваются одновременно. Как правило, в первую очередь усваивается из смеси тот источник углерода, который обеспечивает большую скорость роста дрожжей. При непрерывном культивировании дрожжей с увеличением скорости разбавления среды в ней остается больше углеродного компонента, который усваивается последним.

Органические кислоты имеют важное значение в метаболизме углерода, энергетическом обмене микроорганизмов, синтетических и диссимиляционных процессах. Использование кислот жирного ряда в качестве источника углерода зависит от вида и расы дрожжей, концентрации кислоты, длины ее углеродной цепи и степени электролитической диссоциации. Хорошими субстратами служат кислоты с длиной углеродной цепи от С2 до С4 (уксусная, пировиноградная, молочная, масляная и др.) при сравнительно низкой концентрации. Калийные соли кислот, содержащих в молекуле от 2 до 5 атомов углерода, стимулируют рост дрожжей в 1,4-3,3 раза по сравнению с соответствующими кислотами.

Жирные кислоты со средней длиной углеродной цепи (от С6 до С10) в меньшей мере потребляются дрожжами и при очень низких концентрациях в среде (0,02-0,05%). Более высокие концентрации их подавляют развитие дрожжей. Жирные кислоты с 12-17 атомами углерода в молекуле потребляются избирательно в зависимости от рода и вида дрожжей. Любой из промежуточных продуктов цикла Кребса (пировиноградная, лимонная, янтарная, фумаровая, яблочная кислоты) дрожжи могут использовать в качестве единственного источника углерода. 

3.4.2. Источники азота

Все штаммы Sacchar. могут использовать в качестве единственного источника азота аммиака и мочевину, и не могут утилизировать нитриты, т.к. не обладают способностью восстанавливать из них ионов аммония. Источником азота могут служить также большинство аминокислот, небольшие пептиды и азотистые основания. 
Дрожжи Sacch. cereviesiae усваивают лишь две формы азота: аммиачный и органических веществ. Они эффективно используют азот сульфата и фосфата аммония, мочевины, аммиачных солей уксусной, молочной, яблочной и янтарной кислот. В присутствии сбраживаемых сахаров аммиачные соли являются для дрожжей источником лишь азота; однако при потреблении его освобождаются кислоты, изменяющие рН среды. Аммиачный азот усваивается дрожжами лучше, чем азот многих аминокислот.

Аминокислоты являются одновременно источником азота и углерода, причем последний усваивается из кетокислот, образующихся в результате отщепления аминогрупп. Возможна и непосредственная ассимиляция аминокислот из питательной среды, содержащей их полный набор и какой-либо сбраживаемый сахар. Вследствие этого снижается расход сахара среды на питание дрожжей и несколько увеличивается выход спирта при брожении.

Ассимиляция аминокислот обеспечивает синтез белка, в том числе и ферментов, активирует некоторые уже имеющиеся в клетке ферменты, ускоряет процесс почкования дрожжевых клеток.

Для потребления органического азота (аминокислот, амидов) многим дрожжам необходимы витамины (биотип, пантотеновая кислота, тиамин, пиридоксин и др.).

К азотистым соединениям, которые усваиваются дрожжами, относятся аспарагиновая кислота, аспарагин, серин и треонин. Приблизительно 50% азота, содержащихся в сусле, усваивается дрожжами, и бражка в результате брожения содержит около 50% общего количества азота сусла и около 16,5 путем синтеза создаются вещества, накапливаемые в качестве резервных материалов и необходимые для построения новых тканей, все эти вещества находятся в коллоидном состоянии, что препятствует обратному проникновению их наружу, дрожжи приобретают энергию, необходимую для построения новых тканей и дочерних клеток. [
]

3.4.3. Источники фосфора

Большое значение для роста и развития дрожжей имеет фосфор, который составляет около 50% всего количества золы дрожжей. Он является составной частью нуклеиновых кислот и белков, принимает участие в энергетических процессах. 

Недостаток или избыток фосфора в среде, как правило, снижает выход биомассы.
Фосфор необходим для: образования АТФ, создания двойной фосфолипидной мембраны вокруг клетки, поддержания буферности, препятствующей сдвигу рН. Недостаток фосфора проявляется в плохом брожении и отсутствии роста дрожжевой клетки. 

3.4.4. Микроэлементы

Для хорошего роста дрожжей необходимы: калий, магний, цинк, железо, медь, кальций. Многие ионы металлов являются составной частью активного центра ферментов, вырабатываемые самими микроорганизмами и являющиеся катализаторами разнообразных процессов, протекающих в дрожжевой клетке при обмене веществ, росте, развитии.
Кальций способствует удалению ядовитых продуктов, образующихся при брожении. Замедляет дегенерацию дрожжей и способствует хлопьеобразованию (осаждению дрожжей на дно бродильной емкости). Недостаток кальция может компенсироваться магнием или марганцем.

Медь способствует синтезу белков, усиливает окислительные процессы и содействует образованию некоторых витаминов. 

Калий особенно необходим для метаболизма углеводов и способствует протеканию всех связанных с АТФ ферментативных превращений. Также важна рН - регулирующая роль калия, связанная с обменом возникающих ионов водорода на ионы калия.

Натрий активизирует ферменты и одновременно играет существенную роль для транспортировки веществ через клеточную стенку.

Магний имеет решающее значение для реакций с фосфором, прежде всего при брожении. Эту функцию не могут выполнять никакие другие ионы, кроме магния.

Железо и марганец являются важнейшими микроэлементами, необходимыми для дыхания и почкования.

Цинк оказывает влияние на синтез белка и для брожения имеет огромное значение. Недостаток цинка приводит к вялому брожению. Потребность в нем лежит в пределах 0,1-0,15 мг/л сусла. Цинк является тем микроэлементом, в котором чаще всего испытывают недостаток дрожжи, так как большая часть цинка остается в дробине. Повышенная концентрация цинка (более 0,1 ммоль/л) приводит к потере жизнедеятельности.
Нитраты не потребляются дрожжами, но восстанавливаются в нитриты, которые являются клеточным ядом и вызывают вялое брожение и плохое размножение дрожжей. Нитраты поступают главным образом из воды, для дрожжей уже опасна их концентрация в размере 20 мг/л.

3.4.5. Факторы роста дрожжей

Потребность Sacchar. в факторах роста (пантотеновая кислота, биотин, тиамин и др.) различна у разных штаммов и зависит от условий культивирования. Дрожжам необходим фосфор, который они утилизируют в виде дигидрофосфат иона и сера, усваиваемая ими либо в форме сульфата, либо в форме органических соединений, таких как метионин, цистин. Фосфорные соединения в обмене веществ, дрожжевых клеток имеют первостепенное значение как при распаде веществ, так при синтезе. Это видно в процессах брожения: сахар только в том случае подвергается брожению, если он предварительно будет связан эфирной связью с фосфорной кислотой. 

3.4.6. Прочие факторы

Скорость роста дрожжей зависит от разности осмотического давления в клетке и в сусле: чем она больше, тем быстрее размножаются дрожжи. Вследствие этого более активное физиологическое состояние дрожжей наблюдается при сбраживании мелассы по двухпоточному способу.
При обработке спиртовых дрожжей ультразвуком в несколько раз возрастает активность инвертазы, в некоторых случаях стимулируется их рост.
Формалин, кислоты и соли тяжёлых металлов относятся к плазматическим ядам. Небольшое количество формалина (0,09 %) нарушает нормальную жизнедеятельность дрожжей, а доза даже 0,001 % тормозит их почкование.
Серная, азотистая и фтористоводородная кислоты и их соли в очень малых концентрациях препятствуют нормальному росту дрожжей.
Свободные органические кислоты оказывают большое ингибирующее
 действие на дрожжи, чем их соли. Летучие органические кислоты даже в незначительных концентрациях подавляют размножение и ускоряют их отмирание. Особенно сильные ингибиторы – масляная и капроновая кислоты. Особенно чувствительны дрожи к летучим органическим кислотам при снижении рН среды до 4. В этих условиях через сутки в дрожжевой популяции наблюдается большое количество плазмолизированных клеток и почек.
В присутствии масляной и капроновой кислот процесс образования высших спиртов в значительной мере блокируется независимо от расы дрожжей.
Некоторые тяжёлые металлы в весьма малых концентрациях убивают дрожжевые клетки (серебро – 0,000001 %, медь – 0,005 %), а в концентрациях, не поддающихся определению химическим анализом, тормозят рост дрожжей.
Многие ферменты дрожжей активируются в присутствии незначительных количеств сульфгидрильных соединений, содержащих SH – группы, таких, как цистеин, глютатион. Эти соединения легко превращаются одно в другое, имеют важное значение в активировании и регулировании действиях многих окислительно-восстановительных и гидролитических ферментов, определяющих жизнедеятельность и обменные процессы микроорганизмов.
3.5. Условия культивирования дрожжей
В период разведения чистой культуры, брожения и дображивания на дрожжевую клетку могут оказывать неблагоприятное воздействие различные факторы. [
, 
, 
] Они могут тормозить метаболизм или даже привести к ее гибели. Такие факторы являются стресс – факторами и приводят к различным нарушениям в обмене веществ, дрожжей. К этим факторам относятся: высокая экстрактивность сусла, высокая концентрация этанола, микроэлементы, наличие кислорода, повышенное давление, температура.

3.5.1. Содержание сухих веществ (экстракта)

При сбраживании сусла с высокой экстрактивностью зачастую возникают проблемы, так как если концентрация сахара слишком высока, то замедляется процесс брожения.

Цитоплазматическая мембрана пропускает питательные вещества в клетку и препятствует их возвращению в среду. Вода же свободно проникает в клетку и уходит из неё. В водных растворах, содержащих небольшие концентрации веществ, всегда устанавливается некоторый приток воды в клетку. Вода создает давление внутри клетки, и протоплазма оказывается плотно прижатой к эластичным внутренним стенкам клетки. При таком состоянии, называемом тургором, быстро и нормально протекают все процессы обмена в дрожжевой клетке. В нормальном состоянии любая клетка обладает определенным тургором.

При резком понижении концентрации веществ в питательной среде создается высокая разность давлений между клеткой и средой, что вызывает более быстрый и значительный приток воды из среды в протоплазму клеток, которые при этом чрезмерно разбухают, происходит так называемый плазмоптис. В среде же, содержащей высокие концентрации каких – либо веществ (сахаров, солей), т. е. когда осмотическое давление во внешней среде значительно выше, чем в самой клетке, устанавливается ток воды из протоплазмы дрожжевых клеток наружу. Тургор клетки нарушается. 
С уменьшением количества воды в протоплазме она сжимается и начинает отставать от клеточной оболочки – происходит плазмолиз дрожжевой клетки.

С уменьшением концентрации растворимых веществ до размеров, благоприятных для жизнедеятельности дрожжей, протоплазма снова набухает, приходя в первоначальное состояние, и тургор восстанавливается.

Плазмолиз и плазмоптис вредны для клетки, так как в ней могут наступить необратимые процессы, в результате чего она погибнет. 
3.5.2. Концентрация спирта

Обычно сбраживают сусло с содержанием сухих веществ 16-18%, что соответствует содержанию в нем 13-15 % сахара. В зависимости от исходной концентрации сахаров и производственных потерь, содержание спирта в зрелой бражке составляет 8-9,5 об %. Спирт оказывает тормозящее влияние как на размножение, так и на бродильную способность дрожжей. Вследствие увеличения в среде спирта, дрожжи сначала перестают почковаться, но продолжают сбраживать сахара. Размножение дрожжей замедляется при 2 %-ной концентрации и прекращается при 5 %-ной концентрации спирта, торможение брожения наблюдается с 4 % -ной концентрации и подавляется при содержании спирта 12-16 %. Поэтому концентрация сахаров в сусле должна быть такой, чтобы в зрелой бражке крепость спирта не превышала 10 об %, выше которой значительно уменьшается бродильная энергия применяемых в настоящее время рас дрожжей, не полностью сбраживаются сахара и уменьшается выход спирта.
3.5.3. Реакция на стресс, вызванный двуокисью углерода

Двуокись углерода растворяется в бражке хуже спирта, имеющего неограниченную растворимость в воде. Поэтому в начале брожения CО2 растворен в сусле, а по мере достижения состояния насыщения начинает выделяться в виде пузырьков, причем это выделение происходит не на клетках дрожжей или в толще жидкости, а на поверхностях слияния (стенках сосуда и внутреннего оборудования, нерастворенных частицах). В принципе СО2 действует на дрожжи угнетающе, в удалении двуокиси углерода из насыщенного раствора важное значение играет наличие центров слияния, поэтому фильтрованное сусло сбраживается дрожжами медленнее, чем имеющее нерастворимые частицы (шелуха, дробина), брожение в насадочных колоннах, имеющих развитую поверхность, длится в 1,5(2 раза быстрее, чем в обычных аппаратах.

Микробиологическая токсичность двуокиси углерода известна уже давно. При концентрациях, эквивалентных давлению газа выше 0,2 атм., данное соединение стимулирует рост клеток – возможно из-за стимулирования анаплеротического синтеза таких соединений, как оксалоацетат, путем реакций карбоксилирования. Хотя в сложных средах этот эффект выражен меньше, чем в простых, было высказано предположение, что при брожении при высокой скорости внесения дрожжей начало роста наблюдается раньше из-за более быстрого увеличения концентрации двуокиси углерода в свежем сусле.
При давлении около 0,5 атм. цикл трикарбоновых кислот ингибируется, но спиртовое брожение продолжается вплоть до давления в 4,0 атм. Деление клеток прекращается при давлении около 2,5 – 3,0 атм. При этом клетки проходят через ѕ-фазу, но не почкуются, и поэтому они характеризуются двойным составом ДНК и большими , чем обычно, размерами. При концентрациях двуокиси углерода, позволяющих клеткам расти, отмечается явное влияние двуокиси углерода на формирование летучих ароматобразующих соединений. Во всех случаях образование высших спиртов снижается, а действие на эфиры и вицинальные дикетоны зависит от конкретного штамма дрожжей и условий культивирования. 
Возможны несколько вариантов действия двуокиси углерода. Растворенная в воде двуокись углерода может действовать как конкурентный ингибитор декарбоксилаз и уменьшать количество подвергающихся реакции декарбоксилирования соединений путем увеличения продукта; она может вызвать общие нарушения в цитоплазматической мембране и изменения в составе жирных кислот; она может вступать в реакцию с аминогруппами белков с образованием карбаматов; в ходе исследования in vitro показано присутствие иона НСО3-, который является анионным ферментным модификатором, вызывающим как активацию, так и ингибирование (в зависимости от фермента); двуокись углерода взаимодействует с заряженными группами в цитоплазматической мембране, изменяя их электрические и ионные свойства; недиссоциированная карбоновая кислота (Н2СО3) представляя собой полярную молекулу, которая может ассоциироваться с конечными группами на поверхности белков, изменяя их свойства.

Хотя полного теоретического понимания роли двуокиси углерода до сих пор нет, практическое использование этого газа строится на его влиянии на так называемое «ускоренное брожение» или «брожение под давлением». Обычно для ускорения спиртового брожения после первой фазы роста температуру увеличивают, и путем ограничения отвода газа повышается давление двуокиси углерода, что уменьшает образование летучих ароматических соединений. 
Во всем этом важнейшим фактором является не давление, а концентрация двуокиси углерода в питательной среде. Эта концентрация зависит от температуры, скорости синтеза и скорости перехода из жидкой фазы. По данным наблюдений, газ выходит из раствора не без труда, и даже в случае, когда никаких попыток к ограничению выхода газа не предпринимается, сбраживаемое сусло характеризуется некоторой степенью перенасыщения двуокисью углерода, эквивалентной избыточному давлению в 1,5 атм. Следовательно, при любых условиях следует ожидать некоторого ее влияния на харктеристики брожения, что хотя бы частично объясняет чрезвычайную чувствительность к условиям брожения.[ 9] 
3.5.4. Давление

Давление в танке во время брожения будет повышать содержание растворенной углекислоты в пиве. Высокое содержание СО2 (перенасыщение) подавляет рост дрожжей и будет приводить к медленному, возможно останавливающемуся брожению. Следующие изменения вкуса связаны с ингибирующим действием углекислоты во время брожени: повышения содержания диацетила и ацетальдегида, снижение содержания высших спиртов и эфиров. Содежание сернистого газа, по-видимому без изменений.

3.5.5. Норма задачи дрожжей

Если дрожжи вовремя не сняты, в конце брожжения или в начале дображивания может начаться их автолиз, ухудшающий органолептические свойства напитка. При традиционном производстве собранные в конце брожения дрожжи можно повторно использовать около 6 раз. 

4. Стадии роста дрожжей

Ростом дрожжей называют увеличение числа их клеток, то есть размножение. Дрожжевые клетки при нормальных условиях размножаются почкованием. Материнская клетка образует почку, которая вырастает в дочернюю клетку. При недостатке питательных веществ или при других неблагоприятных условиях внутри клетки появляются перегородки, и клетка распадается по этим перегородкам, образуя споры. В среде с хорошими условиями питания споры прорастают и образуют новые дрожжевые клетки. Пивное сусло содержит все необходимые вещества для размножения клеток, поэтому при сбраживании сусла дрожжи размножаются только почкованием, не образуя спор.

После введения дрожжей в сусло наблюдаются их количественные и качественные изменения. Количество дрожжей увеличивается в несколько раз, однако, их концентрация в диспергированном состоянии вначале увеличивается, достигая максимальной величины, а затем снижается. Размножение дрожжей при сбраживании пивного сусла проходит в несколько этапов. На кривой роста (рис. 2) можно выделить шесть фаз.
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	Рис. 2. Кинетика роста микроорганизмов при периодическом культивировании:

I – лаг-фаза; II – переходная фаза; III – экспоненциальная фаза; IV – фаза затухающего роста; V – стационарная фаза; VI – фаза отмирания;

Х – плотность популяции (концентрация микроорганизмов); t – время




В начальной фазе, называемой латентной или лаг-фазой (задержка роста), дрожжи приспосабливаются к новой среде и подготавливаются к размножению. Эту фазу можно разделить на две части: фазу действительного покоя (I), когда клетки приспосабливаются к новой среде, и фазу постепенного начала размножения (II). Продолжительность латентной фазы для пивных дрожжей 1-1,5 суток. В ней клетки увеличиваются в объеме и удлиняются, растет доля почкующихся клеток. 
При следующей фазе, называемой логарифмической (III), скорость размножения дрожжей максимальная, все клетки активны и находятся в бродящей среде во взвешенном состоянии. 

После логарифмической фазы наступает стационарная фаза (IV и V), когда размножение дрожжей замедляется, при этом скорость размножения и скорость отмирания уравновешивается, в результате чего число клеток остаётся без изменения.

Последняя фаза, называемая фазой затухания (VI), характеризуется снижением активности клеток, что обусловлено уменьшением массы питательных веществ и увеличением количества продуктов обмена. Размножение прекращается, клетки отмирают и оседают на дно бродильного аппарата.

Скорость сбраживания сахара при культивировании дрожжей можно определять непосредственно, а можно судить по косвенным данным: концентрации спирта или двуокиси углерода, по изменению величины отброда (показания сахарометра в фильтрате бражки). Если измерить скорость сбраживания сахара в единицу времени (%), то можно построить так называемую кривую брожения (рис. 3).
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	Рис. 3.   Кривая брожения


На кривой брожения отчетливо видны три точки перегиба, соответсвующие трем периодам брожения: взбраживание (0-А), главное брожение (А-В), дображивание (В-С).

Период взбраживания: происходит медленное нарастание биомассы, количество спирта незначительно (лаг-фаза и переходная фаза). При промышленном культивировании используются значительные посевные дозы дрожжей 5-10% объема с содержанием 80-120 млн.кл/мл, поэтому этот период практически отсутствует.

При главном брожении (фазы экспоненциального и затухающего роста) сбраживается основное количество сахаров. Количество гексоз уменьшается в течении всего этого периода, однако в первую очередь сбраживается полностью глюкоза, затем мальтоза, трисахариды, декстрины и в последнюю очередь остатки неосахаренного крахмала. При нормальном процессе отброд уменьшается на 1% в час, процесс характеризуется интенсивным выделением тепла, спирта и СО2.

Стадия дображивания (фазы стационарного роста и отмирания) характерна только для заторов из крахмалистого сырья. Дело в том, что осахаренная солодом масса содержит 4(6% нерастворенного крахмала (из 100 исходного), 75(77% мальтозы, 19% декстринов. Крахмал и декстрины могут быть сброжены дрожжами лишь после осахаривания до мальтозы (- и (-амилазами и декстриназой. Этот процесс идет медленно и неполностью. Ускорить дображивание можно добавлением декстриназ, для чего применяются смеси солодов с содержанием просяного или кукурузного. Сбраживание заторов, осахаренных ФП, происходит с несколько другой динамикой, поскольку отличается начальный гексозный состав, однако общая продолжительность брожения и выход спирта отличаются незначительно.

Косвенно о стадии брожения и ненормальностях в его ведении судят по состоянию пены на поверхности бродящей массы, причем при определенном опыте очень точно. 

При нормальном брожении мелкие пузырьки СО2 сливаются вместе и пробиваются вверх, за счет аэрлифтного эффекта увлекая с собой бродящую массу со дна аппарата, а затем растекается по поверхности. Такой вид брожения называется перекатывающимся. 

Иногда пузыри газа на поверхности лопаются не сразу, нарастает слой пены (пенистое брожение). Такой вид брожения характерен для некоторых энергичных рас и недозрелых дрожжей, при высоком содержании в сусле ПАВ (молодой картофель, сахарная свекла). Устраняют пенистое брожение увеличением посевной дозы, снижением кислотности бражки, пеногасителями.

При переработке пленчатого сырья его оболочки обволакиваются пузырьками CО2 и выносятся на поверхность, образуя толстый слой – покрышку (покровное брожение). В покрышке резко ухудшается теплопередача, сусло перегревается, происходит инфицирование культуры (кислотообразующими бактериями). Покрышку разрушают барботажем СО2, перемешиванием, более тонким измельчением сырья.
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