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Mikroorganismy v pivovarnictvi

Souhrn

Proces vyroby piva zahrnuje mikrobialni aktivitu v kazdé jeho fazi, od rlstu a sklizné
surovin, sladovnictvi az po baleni vysledného produktu. Hlavnim cilem bakalafské prace bylo
zpracovat souhrn mikroorganismu Ucastnicich se tohoto procesu a nej¢astéji kontaminujicich
mikroorganism(l v pivovarském provozu.

VétSina mikrobialnich aktivit probihajici béhem vyroby jsou Zadouci, jelikoz pivo je
vysledkem mikrobialni fermentace, coz je fizeny proces, pfi kterém dochazi k preméné cukrt
na alkohol, a to za pomoci pivovarskych kvasinek. Z nich se pfi vareni piva pouzivaji v podstaté
dva hlavni kmeny Saccharomyces cerevisiae (kvasinky spodniho kvaseni, vhodné pro vyrobu
piva typu lezak) a Saccharomyces pastorianus (kvasinky svrchniho kvaseni pro piva typu Ale).

V préci jsou také popsany jednotlivé kroky vyrobniho procesu, pfi kterych Ize skodlivé
a potencionalné Skodlivé mikroorganismy eliminovat. Mezi tyto kroky patfi hvozdéni,
rmutovani a chmelovar (pasobeni vysokych teplot), pfipadné plsobenim horkych chmelovych
kyselin. Dale je to hlavni kvaseni, kdy alkohol vyprodukovany kulturnimi kvasinkami zpUsobi
pokles pH a tim zakonzervovani produktu, lezeni, filtrace (mechanické odstranéni
kontaminace), pasterace (tepelnd inaktivace mikroorganismu) a jako posledni, ale ne méné
dllezité skladovani hotového piva pfi nizkych teplotach.

Existuji mikroorganismy, které jsou schopny tomuto prostfedi odolavat, mohou
zpUsobit nezadouci chut piva a ovliviiovat tak jeho celkovou kvalitu. Nejvyznamnéjsi z nich
jsou bakterie mlé¢ného kvaseni (Lactobacillus a Pediococcus), které se mohou vyskytovat v
raznych fazich vyroby a patfi predevsim mezi nejcastéjsi kontaminanty hotového piva. Déle
enterobakterie kontaminujici mladinu, striktné anaerobni bakterie (Pectinatus, Megasphaera)
a octové bakterie, tj. Gluconobacter a Acetobacter, které skodi pfevainé v konecné fazi vyroby.
Dale byly popsany mikroorganismy, které se v pivu nevyskytuji ¢asto a nejsou tak povazovany
za hlavni kontaminanty. Jedna se o skupinu divokych kvasinek a plisni, které mohou rlistem na
surovinach zpulsobovat znehodnoceni a o skupinu patogennich mikroorganismd jako jsou
Salmonellae typhimurium a Staphylococcus aureus. Ty vSak nemaji v pivu moZnost
pomnozovani a odumiraji.

K zabranéni vyskytu mikrobidlni kontaminace, kterda mlze zplsobit znehodnoceni a
stazeni vyrobk(l z obéhu patfi napftiklad zavadéni spravnych vyrobnich postupl a systém(
fizeni procesu jako je HACCP a CIP. Proto je kazdodennim Ukolem sladari a pivovarnikd pecliva
kontrola vSech zafizeni, surovin a vSech krok(i procesu vyroby.

Kli¢ova slova: Chmel, bakterie, kvasinky, spodni kvaseni, mikrobiologie



Microorganisms in the brewing industry

Summary

The process of beer production includes microbial activity in each of its phases, from the
growth and harvesting of raw materials, malting to the packaging of the final product. The
main goal of the bachelor thesis is to introduce the process and provide a summary of the
microorganisms participating in this process and the most frequently contaminating
microorganisms in the brewing industry.

Most of the microbial activities that take place during production are desirable as beer is the
result of microbial fermentation. This is a controlled process in which sugars are converted
into alcohol using brewer's yeast. The yeast used basically has two main strains that are used
in brewing: Saccharomyces cerevisiae (bottom-fermenting yeast, suitable to produce lager-
type beer) and Saccharomyces pastorianus (top-fermenting yeast for Ale-type beers).

The thesis also describes the individual steps of the production process, in which both harmful
and potentially harmful microorganisms can be eliminated. These steps include germination,
mashing and hop growing. Hop growing is needed mainly due to the action of high
temperatures or the action of bitter hop acids. Furthermore, it is during the main
fermentation, where the alcohol produced by cultured yeast causes a decrease in pH and thus
product preservation, also starts aging, and filtration (mechanical removal of contamination),
pasteurization (thermal inactivation of microorganisms) and finally, the storing of finished
beer at low temperatures begins.

There are microorganisms that can withstand this environment and can cause an undesirable
taste to the beer and affect its overall quality. The most important of these are lactic acid
bacteria (Lactobacillus and Pediococcus), which can appear at various stages of production
and are among the most common contaminants of finished beer. Furthermore,
enterobacteria contaminating wort, strictly anaerobic bacteria (Pectinatus, Megasphaera) and
acetic acid bacteria, Gluconobacter and Acetobacter, which are harmful mainly in the final
stage of production. Furthermore, microorganisms have been found which do not occur
frequently in beer and are thus not considered to be the main microorganisms spoiling beer.
It is a group of wild yeasts and fungi that can cause deterioration when grown on raw
materials, as well as a group of pathogenic microorganisms such as Salmonellae typhimurium
and Staphylococcus aureus. However, they do not have the ability to multiply in beer and so
they die. The research will also be supplemented by photographic documentation of selected
contaminating bacteria (microscopic features). Regular inspections of beer and operation are
needed to ensure a safe product. The microorganisms present in beer can’t be observed with
the naked eye or assessed in any sensory way, so it is very important to choose the right
method for their determination and identification leading to the elimination of health
diseases. The bachelor's thesis describes the microbial control in breweries, possible measures
in finding contamination and, finally, systems to prevent contamination in breweries.



These systems mainly include HACCP and CIP. The daily task of maltsters and brewers is

therefore to carefully control all steps of the production process, equipment and raw
materials.

Keywords: Hop, bacteria, yeasts, bottom fermentation, microbiology
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1 Uvod

Pivovarnictvi je vyznamnou lidskou ¢innosti jiz od pocatku urbanizace a civilizace v
neolitu. Dodnes zUstava pivo oblibenym a vynosnym napojem. Je spotfebovavdno po celém
svétd, v prepoctu na obyvatele jsou pfednimi zemémi konzumujici pivo Ceskd republika, Irsko,
Némecko, Rakousko a Velka Britanie (Harrison & Albanese 2019).

Pivo je produkt cenény svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (tj. jakosti) a ma také
pomérné vysokou mikrobiadlni cinnost, kterd je velmi dulezZita pfi tvorbé chutovych
a dietetickych vlastnosti, které jsou pro pivo charakteristické. Pivo je jednim z nejstarSich
alkoholickych ndpoju s obsahem alkoholu okolo 4 %, ktery ma dlouholetou tradici. Je to ndpoj
pfipraveny ze sladu, chmele a vody zkvaseny kulturnimi pivovarskymi kvasinkami. Slad se
vyrabi ze sladovnického jemene naklicenim a hvozdénim. Kvasinky se pouZzivaly k provadéni
kvaseni vice méné od pocatku pivovarnictvi. A¢koli kvasinky nebyly v té dobé specificky znamé,
nebylo Zadnym tajemstvim, Ze nejlepsi piva se vyrdbéla vedle pekaren. Pivo se vyrdbi v
pivovarech a jeho vyroba se sklada ze tfi vyrobnich Usekd, zahrnujici mechanické, fyzikalné
chemické a biochemické procesy.

Béhem vyroby piva se mohou vyskytnout i rody negativné plsobicich mikroorganismd,
které mohou svou ¢innosti kvalitu piva vyrazné snizovat. Patfi k nim nékteré mlécné bakterie,
napt. Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri a Pediococcus damnosus a nékteré
gramnegativni bakterie, napf. Pectinatus cerevisiiphilus a Megasphaera cerevisiae. Uvedené
mikroorganismy mohou snizovat kvalitu piva v dlsledku tvorby zdkalu, kyselosti a produkci
nepfijemnych pach(, napt. diacetylu. Pri kaZzeni piva je potifeba i kvali velkym finanénim
ztrdtam pivovarl jednotlivé druhy kontaminace v€as a co mozZno nejrychleji detekovat
a odstranit jejich zdroj.



2 Cil prace

Pivo patii mezi oblibené napoje nejen v Ceské republice, ale i na celém svété. Na jeho
vyrobé se vyznamné podileji (pozitivné ¢i negativné) mikroorganismy. Cilem bakalafské prace
bylo popsat proces vyroby piva a jeho charakteristiku. Dalsim ukolem bylo vytvofit prehled
mikroorganismu dulezitych pro vyrobu piva, popsat zplsoby jejich vyuZiti v pivovarnictvi, ale
také charakteristiku nevhodné pusobicich mikroorganisma na vyrobu tohoto napoje.
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3 Literarni reserse
3.1 Coje pivo

Ingledew & Hysert (1994) definovali pivo jako kvaseny, nedestilovany, alkoholicky
napoj s obsahem alkoholu od 0,5 do 10 %, ktery se vyrabi pfesné danym technologickym
postupem. Pivo, stejné jako kazda fermentovana potravina, je mikrobialné bohaty produkt.
Aktivita mikroorganismU je zapojena do kaZdého kroku jeho produkce a udava fadu
senzorickych vlastnosti, které ptispivaji ke konecné kvalité. Je jednim z vyznamnych produkt(
lidstva a pro jeho jedine¢nou chut se konzumuje po celém svété. Pfi stfidmé konzumaci také
nelze popfit jeho pozitivni Ucinky na zdravi, a to hlavné diky obsahu vhodnych vitamin(, iontd,
antioxidantU a také minerdlnich latek jako je draslik a hof¢ik (Bokulich & Bamforth 2013).

3.2 Zakladni suroviny na vyrobu piva

Pivo je ndpoj slozeny ze ctyf hlavnich surovin: vody, je¢ného sladu, chmele
a pivovarskych kvasnic. U 4% piva by mélo sloZeni obsahovat asi 94 % vody, 1-2 % zbytkovych
cukrt, 4 % ethanolu a 0,1 % chutovych sloucenin. SloZeni kazdé suroviny a zplsob, jakym se
z nich v pribéhu vareni piva kombinuje jejich aroma a chut, ma velky vliv na finalni charakter
piva a umoznuje vytvoreni velké $kdly pivnich druh(, které mame v dnesdni dobé k dispozici
(Parker & Bri 2012). Jednou z nejobtiznéji obhospodafovatelnych surovin pfi vyrobé piva
(pokud jde o sledovani kvality) je kultura kvasinek, jelikoz se sklada z Zivych organismu, u nichz
vitalita a schopnost kvasit mize byt ovlivnéno mnozstvim faktord. Kultura kvasinek by méla
byt vitalni, bez kontaminujicich bakterii a divokych kvasinek. Kmen kvasinek by mél mit dobrou
odolnost viici etnym stresovym faktoram (jako je napf. teplota, ethanol, pH, osmoticky tlak),
bez zjevnych slabin z hlediska vyZivy (spotfebovani kysliku a sacharidd, dusik, mineraini
pozadavky atd.) (Russell 2016).

3.2.1 Voda

Voda je hlavni slozkou piva, ktera predstavuje okolo 90-95 % obsahu hotového vyrobku
a jeji kvalita je jeden z faktord ovliviujici jeho chut (Bamfort 2016). Z hlediska kvantity je
nejdulezitéjsi surovinou pro vyrobu piva. Chemicko-biologické slozeni vody ma tedy pfi vyrobé
piva velmi daleZity vyznam a v procesu vareni neni zadny krok, ktery by nebyl sloZzenim vody
ovlivnén. Uprava vody je proto v mnoha pfipadech nezbytnd. Voda musi byt pitnd, ¢istd a bez
obsahu patogennich mikroorganism( (Wunderlich & Back 2009). Na proces vareni ma velky
vliv druhy soli a jejich koncentrace v pouzité vodé. Pfitomnost soli ovlivni aktivitu a stabilitu
enzym(O béhem mleti, stejné jako pH mladiny, stupen a rychlost kvaseni, tvorbu zakalu,
autooxidaci a kone¢nou chut piva. Mnoho piv, dnes svétové znamych, ziskalo do zna¢né miry
svou sldvu pravé diky obsahu soli ve vodé. Napriklad ,Plzen” (bledy lezak) se vyrabi z velmi
mékké vody, zatimco horké pivo ,,Burton” pouZziva vodu s velmi vysokym obsahem mineral(,
takzvanou tvrdou vodu (Ingledew & Hysert 1994).
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Témeér kazidy pivovar ma svou vlastni Cisticku vody a je potfeba vodu upravit na
pozadovanou kvalitu pro ucely pivovaru. Musi spliiovat zakonné limity, jako jsou pokyny
Svétové zdravotnické organizace (WHO) pro kvalitu pitné vody. Zejména musi byt Cista, bez
zarodku a Skodlivych Iatek. Dalsi parametry jsou spojeny s jejim pouzitim jako slddkové vody
v pivovaru. Dulezitymi hodnotami jsou obsah vapniku a zasaditost. Hodnota pH je zvlasté
dllezitd, protoze rdzné vyrobni kroky probihaji optimalné pouze pfi presné definované
hodnoté pH. Béhem mleti se ze sladu uvolfiuje vétsi mnozstvi iontl, tyto ionty reaguji
s vodnimi ionty, které zpusobuji zmény hodnoty pH. Hodnota zbytkové zdsaditosti ve vodé
poté uddava, zda se pH béhem rmutovani zvysi nebo snizi. Idealni voda na vareni piva je voda
mékka (Wunderlich & Back 2009; Eumann & Schaeberle 2016).

Proces vareni piva je energeticky naroény a pouziva velké objemy vody. Pivovarnictvi
zahrnuje rfadu davkovych operaci béhem zpracovani surovin na findlni vyrobek. Voda se
vyuziva jak k samotné vyrobé, tak k myti, ¢isténi a sterilizaci jednotek po dokonceni kazdé faze.
Velké mnoiZstvi této vody je vypousténo do kanalizace. Typicky pivovar nejvice vody
spotiebuje ve varné, sklepich a na balirné (Olajire 2020).

3.2.2 Sladovnicky jeémen

Je€men sety (Hordeum vulgare) je primdrni surovinou pivovarnictvi a je upfednostfiovan
pred jinymi moznymi zdroji Skrobu hlavné diky obsahu enzymi a obalu, ktery pokryva zrna
chrénici embryo a pozdéji pomaha pfi pivovarské filtraci (Tricase et al. 2018). VSechny
alternativni zdroje skrobu mohou ovliviiovat barvu, zakaleni a chut piva. Je¢men obsahuje 80
az 88 % susiny a 12 az 20 % vody. SuSinu tvofi organické dusikaté a bezdusikaté slouceniny
a anorganické latky. Skupinu organickych latek v zrnu jeCmene predstavuji predevsim
sacharidy, které tvofi asi 80 % hmotnosti jeného zrna. Nejvice zastoupenou jednotlivou
slozkou je Skrob, coz je zasobni rostlinny polysacharidy tvoreny a-amylosou a amylopektinem.

Pocasi pfirozené ovliviiuje mikrobidlni komunitu rostouci na je¢meni a zejména
neobvykle vihké roky mohou podpofit jejich rlst a patogenezi (Noots et al. 1998). Po sklizni
mUze byt je€men skladovdn pouze po urcitou dobu pred sladovanim, aby byl prekonan
vegetacéni klid. BEéhem této doby mikroorganismy naddle rostou a interaguji s Zivym zrnem a
podminky musi byt peclivé sledovany, aby se zajistilo, Ze zrno je skladovano v prostredi
s nizkou vlhkosti, aby se minimalizoval mikrobidlni rist (Petters et al. 1988).

PoZadovana vysoka kvalita jeémene je specifikovana nékolika parametry, jako je
kli¢ivost, obsah bilkovin, tfidéni (velikost jader), obsah vody, jaderni abnormality a infestace.
Proto je pred pfijmem jeCmene nezbytna kontrola jeho kvality. Hodnoceni zrna zahrnuje jak
vizudlni, tak laboratorni hodnoceni a kazda dodavka by méla byt pred wvyloZenim
zkontrolovana. Celosvétoveé se jeCmen pouziva nejvice pro sladovnické Ucely a to, jak jiz bylo
zminéno, predevSim pro pivovarnicky primysl. V poslednich letech vsak roste zajem
o zaclenéni jeCmene do lidské stravy, protoZe je zdravy, snadno dostupny a relativné levny
(Gupta et al. 2010).
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3.2.3 Chmel

Chmel otacivy (Humulus Lupulus L.) je rostlina ¢eledi Cannabaceae a jeho samdi kvéty
(béZné znamé jako chmelové $isky) jsou v pivovarnictvi zodpovédné za charakteristickou chut,
vUni a horkost piva. Chmel a jeho slozky jsou pfi vyrobé piva povazovany za nezbytné a jsou
zodpovédné za jeho odliSnost od vSech ostatnich sycenych napojl. Je tedy v pivovarnictvi
nepostradatelnou surovinou (Zanoli & Zavatti 2008).

Obsah vody v chmelovych hlavkach po sklizni byva 72 az 82 % a susenim se musi snizit
az na 8 %. Po dosuseni se chmel skladuje a béhem toho pfijima vzdusnou vihkost, a tim zvysuje
obsah vody asi na 11 %. Poté se tfidi, lisuje do Zok( a odesila bud k dalSimu zpracovani, nebo
pfimo do pivovarl. Nicméné v pfirozené podobé se chmel v soucasnosti skoro nepouziva.
Témér veskeré pivo je oSetifeno bud ve formé suseného (dehydratovaného) chmele, prasku,
pelet a jinych chmelovych produktd jako jsou extrakty a éterické oleje (Almaguer et al. 2014).
Existuje nékolik zplsobl, jak pridat chmel do napoje. MliZze byt pfiddn najednou nebo
v rliznych ¢asech béhem varu, a tim dodat pivu chut a také antimikrobidlni vlastnosti (Jaskula
et al. 2008).

Nejdulezitéjsimi slozkami chmele pro vareni piva jsou alfa a beta kyseliny, coZ jsou
chmelové pryskyfice zodpovédné za horkost piva a antimikrobialni ucéinky a ddle esencidlni
oleje, ty zase za aroma. DalSimi slozkami jsou napfiklad polyfenoly, které zabranuji procesim
starnuti piva a doddvaji pivu drsnéjsi horkost az sviravost (Cattoor et al. 2013).

Sakamoto et al. (2001) uddvaji, Ze pritomnost chmele v pivech pusobi jako
antimikrobialni konzervant a bylo popsano jeho pusobeni proti grampozitivnim bakterialnim
rodim, jako jsou Lactobacillus, Stretococcus, Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus a
Pediococcus.

3.2.4 Pivovarské kvasinky

vvvvvv

alkohol, oxid uhlicity a dalsi slouceniny, které ovliviiuji chut a vani piva (Speers & Forbes 2015).
Podle nékterych védeckych klasifikaci jsou vSechny pivni kmeny kvasinek zafazeny do rodu
Saccharomyces a druhu cerevisiae. Vétsina organism( v fiSi hub jsou mnohobunécné; kvasinky
jsou vsak jednobunécny organismus. Existuje nékolik pouzivanych taxonomickych variant.
Nejvhodnéjsi oznaceni pro druh spodnich pivovarskych kvasinek je Saccharomyces uvarum
a Saccharomyces carlsbergensis a pro svrchni pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(Speers & Forbes 2015).

3.2.4.1 Morfologie pivovarskych kvasinek

Kvasinkova burika méfi asi 5-10 um v priiméru a je obvykle kulovitého, valcovitého
nebo ovalného tvaru. Vyskytuji se jednotlivé, v parech nebo retézech (Speers & Forbes 2015).
Stejné jako jiné Zivé bunky se i kvasinky skladaji prevazné z vody. Kvasinkova burika dale
obsahuje typické organely jinych eukaryotickych bunék (obr.1).
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Obr. 1: Morfologické zndzornéni stavby kvasinky (prevzato od Speers & Forbes 2015,
upraveno).

Metabolismus kvasinek je z pivovarského hlediska hlavné pfeménou zkvasitelnych
cukr(i na alkohol a oxid uhlicity, za ucasti enzymU a koenzym{. Je ovliviiovan sloZzenim mladiny,
vlastnostmi kvasnic a podminkami procesu.

Kvasinky davaji prednost predevsim jednoduchym cukriim (glukdze a fruktéze), jelikoz
tyto dva cukry mohou vstoupit do bunék facilitovanou (pasivni) difuzi. Sachardza, ktera se
sklada ze propojenych molekul glukdzy a fruktézy nemuze prochazet plazmovou membrénou.
Hydrolyzuje se tedy na dvé slozky enzymem invertdza a tyto dva jednoduché cukry pak mohou
snadno vstoupit do burky. Sladovy cukr neboli maltéza, ktery se sklada ze dvou propojenych
glukdzovych jednotek, vyzaduje pro transport pres membranu energii. Enzym maltaza (a-
glukosidaza) je syntetizovan burikou za ucelem hydrolyzovani maltdézy uvnitt buriky na
jednotlivé glukézové jednotky, které pak burika mlze vyuzit. Maltotridza, ktera se sklada ze
tfi propojenych glukdzovych jednotek, je pro bunku kvasinky jesté obtiznéji vyuzitelna. Pokud
jsou kvasinky ve stresu, casto cukr nevstfebavaji, coz vede k tomu, Ze tento cukr zlstava
v mladiné. Pro metabolismus kvasinek je kromé sacharid(l vyznamna celd rada dalSich zdroju
vyZivy. Jedna se o aminokyseliny, peptidy, lipidy, vitaminy, ionty Zn?*, Ca%*, Mg?*, K*, Na* a dalsi
(Russell 2016).
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Glykolyza cukrt

Jednoduché cukry jsou v burice pfeménény na fruktosu-6-fosfat, ktery vstupuje do
metabolické drahy glykolyzy cukr(. Cilem glykolyzy je ziskani stavebnich kamen( pro
bunécénou syntézu a ziskani energie. Energie se ziskava v podobé adenosintrifosfatu — ATP.
Tato latka je chemickym energetickym akumulatorem bunky. Energie se uvolfiuje pfi reakci:

ATP + H,0 - ADP + H;PO, + 30,5 k] - mol™1

Klicovym meziproduktem glykolyzy je pyruvat, od néhoz mlze metabolickd draha
postupovat dvéma rozdilnymi sméry.

V aerobnim prostfedi pokracuje metabolismus citratovym cyklem. Odbouravani
uhlovodikového retézce mize byt dotazeno az do CO..

Cg¢H1,04 + 60, —» 6H,0 + 6CO, + energie

Pivovarsky nejvyznamnéjsi ¢asti metabolismu kvasinek je pfeména pyruvatu na

alkohol. Kvaseni probiha za anaerobnich podminek podle rovnice (Gay — Lussac):
C¢H1,06 = 2C,H50H + 2C0O, + energie (230 kJ)

Zménu metabolismu kvasinek pfi pfechodu z anaerobni do aerobni faze popsal poprvé
Louis Pasteur. Zjistil, Ze kyslik potlac¢uje produkci alkoholu a zvySuje produkci oxidu uhli¢itého
a biomasy. Tento efekt se nazyva Pasteurlv efekt (Kosaf & Prochazka 2000).

3.2.4.2 Kvasinky svrchniho kvaseni

Svrchné kvasena piva (Ale piva) predstavuji jen malé procento z celkové spotieby piva.
Patfi mezi né napfriklad ejl, strout, pSenicné pivo atd. Jsou velmi bézina ve Velké Britanii,
Némecku, Kanadé&, Spojenych statech a v neposledni fadé v Belgii. Pfi fermentaci se pouziva
svrchni kvasnicovy kmen Saccharomyces cerevisiae, ktery je vyuZity pfi vyssSich teplotach nez
u spodniho kvaseni, a to v rozmezi 16—24 °C, takZe kvasSeni je rychlejsi, obvykle 3-8 dni. Ke
konci kvaseni stoupaji kvasinky na povrch piva, jelikoZ zachycuji oxid uhlicity (CO2) a jsou jim
nadnaseny. Kvasinky se poté odstrani bud odsavanim nebo odstfedénim. Svrchné kvasena
piva jsou vice ovocna, zatimco pfi spodnim kvaseni se produkuji piva €istsi s ¢astecné sirnatou
vlni (Pavsler & Buiatti 2009).

3.2.4.3 Kvasinky spodniho kvaseni

U téchto kvasinek je klasifikace sloZitéjsi. Zdad se, Ze vyvoj spodnich kvasinek je
vysledkem hybridizace mezi kvasinkou Sacharomyces cerevisiae a dalsi kvasinkou z kmene
Saccharomyces (tim druhym plvodcem mulZe byt Sacharomyces monacensis nebo
Sacharomyces bayanus). Sacharomyces monacensis se pouzivd jako synonymum pro
Sacharomyces pastorianus, takZze lezacké kvasinky jsou v soucasné dobé klasifikovany jako
Sacharomyces pastorianus (Meussdoerffer 2009). Diky nizSim teplotdam (8-15 °C) probiha
kvaseni déle neZ u svrchnich kvasinek, obvykle 7-12 dni. Kvasinky poté klesaji ke dnu a vytvari
zakalenou hmotu na dné nadoby.
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Kvasnice obvykle pfi této teploté prochazeji primarnim kvasenim. Po primdarnim
kvaseni je pivo skladovano v chladnych podminkdach, aby doslo ke zrani a zlepSeni jeho
senzorickych vlastnosti. Poté ndsleduje dlouha faze sekundarniho kvaseni pfi teplotach mezi -
1 °C az + 4 °C. Po fermentaci je pivo vysoce zakalené kvuli pfitomnosti zbytkovych kvasinek
a koloidniho zakalu. Existuji rdzné techniky, jak se zakalu zbavit jako je filtrace, gravitacni
sedimentace nebo centrifugace. Ale pouze filtrace je schopna docilit takové prizracnosti piva,
jakd je pozadovana na trhu a dale také docilit stability piva na mnohem delsi dobu (Pavsler &
Buiatti 2009).

Spodnim kvasenim jsou vyrabény celosvétové nejoblibenéjsi lezackd piva. Jedinecny
typ ¢eského lezackého piva se tradi¢né vyrdbi z je¢ného sladu, vysoce kvalitniho Zateckého
chmele (s vysokym obsahem polyfenolickych sloucenin) spole¢né s pouzitim rmutovani
dekokéni metodou, spodniho kvaseni a dlouhého studeného zrani neboli lezactvi (Lorencova
et al. 2019).

Morfologické rozdily mezi svrchnimi a lezdckymi kvasinkami jsou malé. Pod
mikroskopem, Ize oba druhy kvasinek rozlisit, pouze podle jejich schopnosti se shlukovat. Toto
rozliSeni je zndzornéno na obrazku 2. Kvasinky lezak( se oddéluji velmi brzy po puceni a burika
materskd a dcefind pak znovu pudi. Vysledkem jsou jednotlivé buriky nebo dvojice bunék.
Bunky svrchné fermentujicich kvasinek pfi dalSim puceni stale drzi pohromadé a tvofi shluky
(Meussdoerffer 2009).

Obr. 2: Spodné kvasené kvasinky (vlevo) a svrchné kvasené kvasinky (vpravo) (prevzato od
Meussdoerffer 2009).

3.2.4.4 Uchovavani a osetieni kvasnic

Opakované pouzivani nasadnich pivovarskych kvasnic s sebou ptindsi nutnost jejich
skladovani za vhodnych podminek. Podminky skladovani by mély zajistit zachovani viability
(zivotaschopnosti) kvasnic a zaroven zabranit jejich kontaminaci. Skladovani kvasnic je pro
kvasni¢né buriky obdobim hladovéni a mélo by tedy byt co nejkratsi (Kopecka et al. 2017).
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Soucasti spilky je mistnost pro uchovavani kvasnic tzv. kvasni¢arna, ve které jsou
skladovany a oSetfovany ndsadni kvasnice. Na veskeré zafizeni v této mistnosti jsou kladeny
vysoké hygienické naroky. V mistnosti je udrzovdna nizka teplota pod 5 °C, optimalni teplota
skladovanych kvasnic je 0 az 2 °C. Pocet a velikost zasobnik( na kvasnice musi byt téZ v souladu
s poctem vedenych kmenu, vykonem varny a pouzivanou technologii (zakvasna davka, zplsob
sbéru kvasnic, jejich osetfovani). Obvyklou vybavou kvasni¢aren je privod ledové vody,
zafizeni na zakvaSovani a sito. DnesSni moderni sita jsou uzaviena do pouzdra, takie neni
mozny kontakt s okolni atmosférou. To snizuje riziko mikrobiologické kontaminace. Vyjimkou
zUstava myti kvasnic vodou nebo kyselinami, napfiklad v pivovarech, které opakované
pouzivaji svrchné kvasené kvasnice po velmi dlouhou dobu. Myti kvasnic kyselinou poté
snizuje mikrobiologicka rizika (Meussdoerffer 2009).

3.2.4.5 Michani a vlockovani kvasnic

Pro zajiSténi homogenity kvasnic béhem jejich skladovani je pouzivdno rdznych
systéml promichdvani. Bunky ve stacionarni fazi rdstu jsou mnohem méné citlivé
k mechanickému stresu. Obecné plati, Ze mechanické poskozeni kvasnic béhem michani je
dano nikoliv délkou a intenzitou michani, ale spiSe aktudlnim fyziologickym stavem kvasnic
a pH prostifedi. Odolnost bunék vic¢i mechanickému poskozeni a jinym stresiim mize byt
i kmenové specifickd. Mirné promichavani kvasnic béhem jejich skladovani zabranuje vyskytu
tzv. hot spots — mist s vyssi teplotou, zplisobenou metabolickou aktivitou bunék. Nadmérné
michani sebranych kvasnic, vSsak mGze béhem nasledujiciho kvaseni vést k prodlouZeni LAG
faze, nizkému prokvaseni a k uvolfiovani bunééného materidlu, ktery negativné ovliviiuje
Cirost piva a stabilitu pény.

Byl sledovan i vliv rotaéni rychlosti michani na fermentacni schopnost svrchnich
kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Se stoupajici rotacni rychlosti dochazelo ke snizovani
Zivotaschopnosti, vysSimu zdkalu piva, snizeni stability pivni pény, zvySeni pH piva
a mechanickému poskozeni bunék (Kopecka et al. 2017).

Dale mlze probihat vlo¢kovani kvasinek, coZ je nepohlavni proces, pfi kterém se
kvasinkové buriky spojuji a vytvareji shluky. Objevuje se spontanné na konci kvaseni a je fizen
geneticky. Pokud kmen kvasinek nema pfrislusné geny, nikdy nebude schopen vlockovani. Na
konci kvaseni je vzdy nutné oddélit kvasnice od mladého piva. Pokud kvasinky tvofi vliocky, je
tento proces mnohem jednodussi, bez ohledu na to, zda shluky klesaji na dno nebo stoupaiji
na povrch (Guizani & Mothershaw 2005). Tento proces muze byt pozitivni i negativni. Pokud
se kvasinky usadi pfiliS brzy, nezistava aktivni dostatek bunék kvasinek ke snizeni diacetylu.
Pokud je vloc¢kovani pfilis slabé a mnoho kvasinkovych bunék zlstdva v suspenzi, mlze dojit
i po filtraci k problémim se zakalem (Meussdoerffer 2009). Proces vloc¢kovani kvasinek je
znazornén na obr 3.
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Obr.3: Proces vloc¢kovani kvasinek (Pfevzato od Guizani & Mothershaw 2005, upraveno).

3.3 Proces vyroby piva

Vyroba piva zahrnuje sladovnictvi a pivovarnictvi. Jedna se o hodnotovy retézec, ktery
je znazornén na obrdzku ¢. 4 a v némz kazdy krok ovliviiuje kvalitativni vlastnosti vysledného
piva (Wunderlich & Back 2009).
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Obr.4: Schéma procesu vyroby piva (prevzato od Hill 2015, upraveno).
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3.3.1 Sladovnictvi

Sladovnictvi je definovano jako fizena kli¢ivost obilovin, aby byly zajistény dané
fyzikalni a biochemické zmény v zrnech, ktera jsou poté stabilizovana susenim (Gupta et al.
2010). Cilem sladovani je preménit je€men na slad bohaty na enzymy a extrakt, a to za
minimalnich ndkladl a ztrat. Vznikd tzv. zeleny slad. Proces sladovani se sklada ze tii
zakladnich krok(-maceni, kliceni a hvozdéni je¢mene, jako dostupného zdroje sacharid(l
(Skrobu) a enzym( pro vareni piva (Parker & Bri 2012). Tomuto rozdéleni pak odpovidaji i
tradi¢ni nazvy jednotlivych technologickych uUsekd-macirna, klicirna a hvozdy (Kosar &
Prochazka 2000).

Vzhledem k tomu, Ze sladovny nejsou ¢asto v blizkosti pivovaru, provadi se hromadna
preprava sladu, ktera mlze byt také jednim z kritickych bodu. V pivovaru je poté nutné slad
premistit do vhodného skladu a pfed pouzitim zrna ocistit. MoZné kovové ulomky se odstranuji
magnetem. Cizi semena, kameny, drevo, klicky a volné slupky se odstrani pomoci sita,
odsavace nebo cyklonovych separatorl (Ingledew & Hysert 1994).

Slad je zdrojem amyldz, coZ jsou enzymy rozkladajici Skrob v je¢meni, doplfiikovych
zrnech a vytvareji jednodussi cukry, jako zdroj energie pro kvasinky, které se metabolizuji
béhem kvaseni piva (Wolf-Hall 2007).

3.3.1.1 Vyroba sladu

Prvni hlavni fazi vyroby sladu je maceni. Cilem maceni je zvysit fizenym zplsobem
obsah vody vzrnu pro zahdjeni enzymatickych reakci a pro kliéeni zrna, dale pfi unosné
spotrebé vody odstranit splavky a lehké necistoty, umyt zrno a ze zrna vyloudit nezadouci
latky. Maceni dnes povazujeme za nejdllezitéjsi usek vyroby sladu, ktery rozhoduje o jeho
budouci kvalité (Kosat & Prochazka 2000). Zrna jeCmene se nejprve namoci do
provzdusnované vody pfi 10-15 °C a poté se 3-7 dni maci pfi teploté 15-20 °C. Béhem této
doby se obsah vlhkosti zvySuje pfiblizné na 45 % (Harrison & Albanese 2019.).

Pocatecni ponoreni jemene miiZe byt alespon ¢aste¢né pouzito jako Cistici operace
s odstranénim necistot a rozpusténim nékterych nezddoucich slozek obili, které by mohly
ovlivnit pivni chut (Schwarz & Li 2011). Pfi maceni se mikrobialni buriky na zrnu rychle mnozi
a jsou stimulovany rozpusténymi zivinami, vlhkosti, teplem a provzdusnovanim (Parker & Bri
2012).

Druha hlavni faze se nazyva kliceni. Jehoz cilem je aktivace a syntéza enzymu a docileni
pozadovaného rozlusténi (vnitini premény) zrna pfi minimalnich nakladech a uUnosnych
sladovacich ztratach. Jakmile zrno zacne klicit, aktivuji se enzymy, které rozkladaji bunécné
stény kolem Skrobu a zrno zacina rist, ¢imzZ vznikaji korinky a vyhonky. Nepochybné
nejdulezitéjSimi enzymy sladu jsou amylasy. Konkrétné a-amylasa a B-amylasa. Vysledkem
kvaseni je tzv. zeleny slad (Kosaf & Prochdzka 2000; Parker & Bri 2012).

Treti a zavérecnou fazi je hvozdéni. Zeleny slad je na hvozdé nejprve predsusen pfi
teploté do 60 °C, nasledné pak vyhiat a dotazen pfi teplotach od 80 do 105°C. Cilem hvozdéni
je prevést zeleny slad s vysokym obsahem vody do skladovatelného a stabilniho stavu, zastavit
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Zivotni a lustici pochody v zrné a vytvofit aromatické a barevné latky, charakteristické pro
druhy sladu za minimalnich nakladd a ztrat (Kosar & Prochazka 2000). Faze hvozdéni je
Pouze malé zmény relativni vihkosti, dosazené peclivou kontrolou recirkulace vzduchu, mohou
zménit chut slad(l a poté vyslednou chut piva (Meilgaard 2001). Se zvysujici se teplotou vznika
ve sladu vice chuti, vini a barev. BEhem hvozdéni nebo prazeni mlze vzniknout obrovska skala
raznych druh( sladu s rliznou barevnosti a intenzitou chuti (Betancur et al. 2020). Se zvysujici
se teplotou také dochazi k neenzymatickym hnédnoucim reakcim, jako jsou maillardovy
reakce, karamelizace a pyrolyza.

Specialni slady vyrabéné nizsimi stupni ohrevu, jako je napfriklad tzv. kfistalovy slad ma
poté sladkou, ovocnou az karamelovou chut a dodava pivu oranzovo/hnédou barvu (Parker
2012).

3.3.1.2 Mleti sladu

NezZ slad prejde do procesu rmutovani je nutné ho umlit. Pfedtim se ze sladu odstrani
pripadné zbylé necistoty, aby se predeslo poskozeni mleciho valce. Mleti zvySuje reaktivni
plochu pro enzymy, takze sladové prisady se snadnéji rozpoustéji. Kvalita mleti ma vliv na
rmutovani a scezovani, a tim i na kvalitu vysledného piva (Briggs et al. 2004). Mleti je dlleZitou
fazi vareni, protoZe ovliviiuje pozdéjsi etapy procesu vyroby (napf. vyroba cukr(, rychlost
separace mladiny) a tim i kvalitu kone¢ného produktu (Mousia 2004).

3.3.1.3 Vystirani sladu

Béhem faze mleti se vétSina nerozpustnych, nefermentovatelnych sacharidd a bilkovin
hydrolyzovala na rozpustné, fermentovatelné materidly pomoci enzymu pfitomnych ve sladu.
Poté se jiz mlety slad nejprve smisi s vodou a umisti se do tzv. vystiraci kddé. Pro zvyseni Gcinku
amylazy béhem pocatecniho mackaciho obdobi je udrZzovana teplota smési mezi 40 a 50 °C
(Harrison 2019).

3.3.1.4 Rmutovani sladu

Zakladnim pozadavkem vSech rmutovacich postupl je prevést do roztoku veskery
$krob i vhodny podil bilkovin a dalgich latek. Stépeni $krobu probihd ve tfech stupnich pfi
pUsobeni fyzikalné-chemickych a enzymovych procesd. Mluvime o mazovaténi, ztekuceni
a zcukreni (Kosar & Prochazka 2000). Ve fazi rmutovani se skrob rozklada sladovymi enzymy
na jednodussi cukry, které poté mohou kvasinky vyuzit a zkvasit. Jeény slad obsahuje dostatek
enzymU na preménu Skrobu, proteint i glukanG. Také ma vnéjsi plast nebo slupku, ktera pri
vareni piva funguje jako filtra¢ni [Gzko (Parker & Bri 2012). Hlavnimi enzymy hydrolyzujicimi
$krob ve sladu jsou a-amyldza a B-amyldza (De Schepper 2021). Uc¢inek téchto enzymd je
zavisly predevsim na teploté, pH a dobé pusobeni. Aktivita enzym0 stoupd s teplotou az do
urcité, pro kazdy enzym specifické hodnoty. Odrmutované dilo Ize popsat jako hustou suspenzi
mlata ve vodném roztoku extraktivnich latek, tj. ve sladiné (Kosar & Prochazka 2000).
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3.3.2 Scezovani sladiny

Scezovani je separace, kterd slouzi k oddéleni sloucenin sladu rozpusténych pfi
rmutovani od nerozpustnych casti (napf. slupka) a ziskat tak Cirou kapalinu. V pivovarstvi se
obvykle ke scezovani vyZiva pouze hydrostatického tlaku. Teplota béhem scezovani je dulezZita,
jelikoZ se zvysujici se teplotou klesa viskozita a proces scezovani je urychlen. Teploty nad 80
°C jsou vSak nepfiznivé, jelikoz dochazi k inaktivaci a-amylazy a nerozpustény Skrob poté
nemuze byt Stépen (Wunderlich & Back 2009).

Scezovani je na rozdil od rmutovaciho procesu prevazné fyzikalnim procesem, ktery
probihd ve dvou fazich: scezovani predku a vyslazovani mlata. V prvni fazi scezovani se
s vyuZzitim filtra¢ni vrstvy mlata oddéli hlavni podil v suspenzi zadrZzené sladiny, tj. predku. Ve
druhé fazi se poté mlato promyje horkou vodou. Promytim, v pivovarské terminologii se
pouziva termin vyslazeni, se ziskd zfedéna sladina zvana vystrelky. Ziskany objem sladiny
pohromadé se dale zpracuje pfi chmelovaru. Mlato oddélené pfi scezovani se vyuziva jako
zkrmitelny odpad (Kosar & Prochazka 2000).

3.3.3 Chmelovar

Sladina ziskana scezovanim se v mladinové pdanvi vafi s chmelem po dobu 90-120
minut a vyslednym produktem je horka mladina. Horka chut se do piva dostava pravé pfi varu
z chmele nebo chmelovych extrakt(. Po pfidani chmele k vrouci sladiné se chmelové a-
kyseliny tepelné pfeméni na hofce chutnajici iso-a-kyseliny izomerizacni reakci (Liu et al.
2015). Pfidani chmele (Humulus lupulus L.) b&éhem procesu vareni navic predstavuje prekazku
pro mikrobialni rist, protoze nékteré slouceniny pochazejicich z chmele jsou antimikrobidlné
aktivni (Schurr et al. 2015).

Chmelovar ma nékolik funkci: téméf vsSechny mikroorganismy, které zbyly po
rmutovani jsou usmrceny, dochazi k inaktivace enzym a sterilizace mladiny, voda je odparena
a mladina je koncentrovana, latky zpUsobujici zakaleni jsou vysrazeny, klesd hodnota pH
a narlstd barva, dale jsou odstranény nezadouci tékavé latky a zvysi se extrakce esencidlnich
oleji a pryskyfic z chmele. Mezi slouceniny extrahované z chmele patfi esencialni oleje
humulon (a-hotka kyselina), lupulon (B-hotka kyselina) a tanin. Oleje humulon a lupulon
poskytuji pivu dllezité chutové vlastnosti a maji také antimikrobialni vlastnosti (Harrison &
Albanese 2019).

Klasickad varni souprava je tvorena sbéracem sladiny a mladinovou péanvi. Ohfev je
zajistén vnitfnim nebo vnéjsim varakem, u starSich panvi parnim duplikatorem ve dné
a popfripadé téz v ¢asti lubu panve. Odlouceni hrubych kall je pfi tomto usporadani zajisténo
v samostatné virivé kadi (Kosar & Prochazka 2000).

Po ukonceni varu je mladina precerpavana kolem vnitfni strany nadoby zvané viriva
kad’, dokud horky kal (bilkoviny) a pouzity chmel nevytvofi sedimentaéni kuzel uprostied dna
nadoby (Zarnkow 2014). Mladina je poté oddélena z chmele, rychle se ochladi na teplotu
potfebnou ke kvaseni, coz je 7-15 °C a umisti do fermentacéni nadoby. Spotfebovany chmel lze
pouzit jako hnojivo.
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Mladinu je poté nutné ochladit pomoci vyménikl tepla. Po vychladnuti se mladina také
provzdusni neboli okysli¢i, aby mohl pokracovat dostatecny rust kvasinek. Deskové vyméniky
tepla pouZivané v pivovarech jsou velmi ucinné a hygienické. Mikrobiologickd ucinnost
sanitace deskového chladice se kontroluje pravidelnym odbérem vzorkd vyplachové vody
a studené mladiny (Harrison & Albanese 2019).

3.3.4 Kvaseni mladiny

Kvaseni (spolecné se zranim piva) patfi mezi Casové nejnarocnéjsi kroky pfivyrobé piva.
Konvencni proces kvaseni se skladd ze dvou fazi: hlavniho kvaseni (obvykle 5-8 dni) a zrani
(obvykle 7-30 dni). Faze kvaseni zacind vychladnutim mladiny, ktera se prfenese do fermentoru
a naockuje se kvasinkami, které hraji zasadni roli pfi vyrobé vsech alkoholickych napojt.
Naplnéni fermentacni nadoby mladinou se nazyva sbér mladiny. Poté dochdzi k pfeméné
fermentovatelnych cukr (napf. glukdzy, maltdzy, maltotriézy) na ethanol a CO; spolu
s produkci dalSich vedlejsich metabolickych produktt jako estert, vyssich alkohold, aldehydd,
organickych kyselin, které ovlivriuji chutovy charakter piva (Kyselovd & Branyik 2015).

Kvaseni probiha ve fermentacni mistnosti zvané spilka, ktera musi byt hygienicky Cist3,
aby se snizily pfipadné problémy s kontaminaci. Také musi byt vétrana, aby se v ni nehromadil
CO,, ktery se vytvafi pti kvaseni. CO; je tézsi nez vzduch, a proto se hromadi pfi zemi a také
v kddich. PFi obsahu 7 az 10 % CO; ve vzduchu, nastava akutni ohroZeni Zivota a nebezpecny
je obsah CO2 ve vzduchu od 3 %. Ventilatory musi proto odsavat vzduch nizko u podlahy. Cely
prostor spilky a také samostatné veskeré kadé jsou chlazeny. Teplota ve spilkach se obvykle
pohybuje mezi 5 az 10 °C. Nadoby urcené na fermentaci mohou byt ze skla, nerezové oceli,
hliniku a drive také ze drfeva. Nevyhodou ale bylo, Ze drevéné kadé zpUsobuji problémy pfi
Cisténi a dezinfekci, které se u nadob vyrobenych z jinych materiadld nevyskytuji (Harrison &
Albanese 2019).

3.3.5 Dokvasovani piva

Cilem dokvasSovani piva je dosazeni optimalnich organoleptickych vlastnosti, nasyceni
oxidem uhli¢itym a vyéefeni. Z chemického pohledu je zrani piva odbouranim chuti mladého
piva. Klesa obsah SO, thiold (merkaptan(), acetaldehydu (pokles o 20 az 70 %), mastnych
kyselin (pokles o 20 az 40 %). Dochazi ke zménam sloZeni a narlstu obsahu senzoricky
aktivnich ester(. Dalsi dalezitou skupinou reakci jsou interakce polyfenold a bilkovin, pfi
kterych vznikaji za Ucasti dalSich latek nerozpustné komplexy. Nejprve je to chladovy zakal,
ktery se dalSim starnutim preménuje na stabilnéjsi formu trvalého zakalu. Prostor, ve kterém
probihd dokvaseni piva, se nazyva lezacky sklep. Sklep musi byt vétran tak, aby se v ném
nehromadil CO,. Teplota je udrZovana na -2 az +3 °C.

Velmi dilezité pri dokvasovani piva je cireni, které ovlivni pribéh filtrace, pénivost
piva, chut piva a koloidni stabilitu. Prabéh Cifeni ovliviiuje charakter zakalu, teplotu, intenzitu
a dobu dokvasovani. Klasicka technologie doporucuje dobu dokvasovani u vycepnich piv (10%)
21 dnd, u lezakd (12%) 70 dn. Rada piv méa své odligné vyrobni postupy, které stanovuji dobu
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leZzeni na potfebnou délku. Celkova doba dokvasovani proto muze kolisat v rozmezi 1 az 10
tydn( (Kosar & Prochazka 2000).

3.3.6 Filtrace piva

Ucelem filtrace je zachovat pivo tak, aby dlouhodobé nedochazelo k ?adnym
viditelnym zméndam a aby si pivo zachovalo sv(j plvodni vzhled. Obecné plati, Ze filtraéni kroky
plni dvé role, a to odstranit usazené materialy jako jsou zbylé kvasni¢né bunky a bakterie, které
se neoddélily sedimentaci pfi skonceni hlavniho kvaseni, a poté oddélit zakalotvorné castice
(stabilizace).

Filtraci Ize rozdélit na povrchovou a hloubkovou, a to v zavislosti na misté pevné
separace. Pti povrchové filtraci se ¢astice, které se maji oddélit, zadrZuji na povrchu aktivniho
média (filtra¢niho materidlu). Naproti tomu, pfi hloubkové filtraci, probiha separacni proces
uvnitf (v hloubce) filtracniho materialu. Filtra¢ni materidly pouzivané v pivovarnictvi jsou
praskové substance, a to kiemelina na filtraci piva a perlity na filtraci sladiny (Meussdoerffer
2009).

3.3.7 Pasterace piva

Pasterace je mirnd tepelna Uprava, pfi které se pivo zahtiva na teplotu nizsi nez 100 °C.
PouZivda se k minimalizaci zdravotnich rizik zplsobenych patogennimi mikroorganismy
a k prodlouzeni trvanlivosti o nékolik dni az tydnU. Jsou zplsobeny pouze malé zmény
senzorickych a nutri¢nich vlastnosti.

Aby bylo moZno Uroven pasterace kvantifikovat, byla zavedena tzv. pasteracni
jednotka PJ (anglicky PU). Pasteracni jednotka je definovdna jako pasteracni Ucinek tepla
pUsobici pfi teploté 60 °C presné 1 minutu. V Evropé je se udava jako bezpecna hodnota 20 az
30 PJ. Vlastni pasterace se provadi v pastérech. V praxi se pouzivaji dva zakladni druhy pastéru,
a to pastér pratokovy a pastér tunelovy (sprchovy). Pri tunelové pasterizaci lahve nebo
plechovky, prochazeji fadou vodnich trysek aplikujicich teplo, a pti pratokové pasterizaci se
pivo rychle zahtiva v deskovém vyméniku tepla a zadrZovaci trubici pred balenim. Aplikace
tepla mize ovlivnit chut piva mnoha zpUsoby, zejména pokud je hladina kysliku v pivu vysoka.
Nicméné, pti spravné praxi a s ohledem na kontrolu kvality, Ize vyrabét vysoce kvalitni vyrobek
s minimalnimi zménami chuti a vysokym stupném mikrobialni stability (Wray 2015).

3.3.8 Staceni piva

Baleni a distribuce piva predstavuji dvé nejvétsi vyzvy pro udrzeni mikrobidlni stability
piva. BEhem vsech predchozich varnich procest, od varu mladiny, po Upravu za studena, jsou
mladina a pivo uloZeny ve vysoce Cistitelnych, bezesSvych nadobdch z nerezavéjici oceli (za
predpokladu, Ze jsou pouzivdna nejmodernéjsi zafizeni a hygienické postupy).

Po zabaleni vsak produkt putuje po rlznych povrsich v plnicim zatizeni, je kratce
vystaven atmosfére a je rozloZen do rdznych nadob. Biofilmy se mohou tvofit na povrchu
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vypliovych hlav a v oblastech pInéni, coz zvysuje riziko mikrobidlni kontaminace (Bokulich &
Bamforth 2013).

V davné historii se v ¢eskych pivovarech pouzivaly sudy dfevéné. V Sedesatych letech
byly difevéné sudy nahrazeny sudy hlinikovymi a v nasledujicich péti letech provedly vSechny
pivovary vyménu hlinikovych sud(, za nerezové KEG sudy o obsahu 30 a 50 litrd. Myti, pInéni
a vyprazdnovani sudu se provadi pres uzavér. V prvnim kroku se sudy vyprdzdni a vycisti
vodou. Pred plnénim se sudy predtlakuji oxidem uhli¢itym, aby se minimalizovalo zachycovani
kysliku béhem plInéni. S ohledem na dostatecné Cisténi a hygienu plniciho zafizeni, je plnéni
sudu méné rizikovym.

Nejvyssi mikrobialni riziko u sudového piva se obvykle vyskytuje v misté prodeje (bary,
restaurace), kde nevyhovujici hygienicky stav vycepniho zafizeni a malo vySkoleny personal
muzZe byt zakladni pfi¢inou sekunddrni kontaminace. Mikrobidlni infekce maze prorlst Spatné
vyCisténymi hadicovymi spoji zpét do sudu a vést ke zkazeni obsahu (Hofmann & Fischer 2015).
Sudy predstavuji zvlastni riziko, jelikoZ se pouzivaji opakované a casto koluji mezi rdznymi
pivovary. Pfi ndvratu sudl do pivovaru, mohou vznikat nepfiznivé podminky, véetné
dlouhodobého vystaveni vyssim teplotdm a vzduchu — cozZ z nich cini potencialni Zivnou pGdu
pro kolonizaci mikroorganismy (Bokulich & Bamforth 2013).

V soucasné dobé se v Ceské republice podil piva pInéného do sklenénych lahvi nebo
plechovek pohybuje mirné nad 50 %. Diky vysoké bariérové vlastnosti a mechanické pevnosti
poskytuje sklo vynikajici ochranu proti rozptylu plynd — kysliku a CO, a také vuUci
mikrobiologické kontaminaci z vnéjsiho prostfedi (Meussdoerffer 2009). Lahve musi byt pred
opétovnym naplnénim vycistény, kdy ucelem CciSténi je odstranéni vSech castic a tekutin
z lahve. Cidténi sklenénych lahvi se provadi aplikaci Ziravého roztoku s pfiblizné 2% koncentraci
NaOH pfi teploté pfiblizné 80°C. Po skonceni ¢iSténi se lahve oplachnou pitnou vodou a ochladi
na pfiblizné pokojovou teplotu. Tento krok je dalSim mikrobiologickym kritickym bodem,
proto se ke sniZeni rizika v oplachovacich zénach pouZiva dezinfekce, napfiklad oxidem
chlori¢itym nebo kyselinou peroctovou. Kdyz ocisténé lahve opusti pracku, jsou prelozeny do
plniciho stroje. Zdrojem kontaminace piva béhem jeho plnéni do oball, mohou byt
dopravnikové pasy, zejména v pripadech, kdy nejsou zahrnuty do procesu sanitace linky. Doba
a vzddlenost této prepravy, by proto mély byt co nejkratsi, aby se zabranilo kontaminaci
mikroorganismy proudénim vzduchu nebo instalaci nad prepravnim pasem (Hofmann &
Fischer 2015).

24



3.4 Mikrobiologicka kontaminace piva

Mohou existovat miliony organismi, které kontaminuji potraviny. Mikroorganismy
odpovédné za kazivost piva, jsou vSak omezeny pouze na nékolik bakterii, , divokych” kvasinek
a plisni, které jsou znazornény na obr. 5 v diagramu nize.

BAKTERIE ; 2 HOUBY
Povrch sladu Candida Penicillium
Bacilius Enlerobacleriaceas L ) Debaryomyces  Aspergillus
Flavobacterium Actinomyceltales W Hansenula Alternaria
Alcaligenes Lactfobacillus i ) Hanseniaspora  Fusarnum
Pseudomonas  Acefobacteriaceae Rmut/Mladina Rhodotorula Epicoccum
. .L 4 Sporobolomyces Cladosporum
i ] i ifrg;gam'mum
Varna Ahsicia
N .
Entarobacteriaceas { I Sladina ] 1
. v
Obesumbacterium i , N ) Saccharomyces
Rhanella aquatilis { Piidani kvasnic L
Lactobacillus [ ]
Padiccoccus Kvaseni
S o -
r ¥ 3 B Saccharomyces
Selenomones  Lactobeclius Kondh:lnnwéniplval ;i:s:enu{a
Micrococcus Pediococcus L L Han:_smas .
Zymomonas Pectinalus . 5 Ti oy
Acetobacter  Megasphaera Baleni sﬂ;ﬂfﬂﬂﬁ& "
Gluconobacter Zymophilus J 1 R SpSace AT
- Breftanomyces
Candida

Obr. 5: Pfehled bakteridlnich a houbovych druh( ve vsech hlavnich fazich vyroby piva
(prevzato od Bokulich & Science 2013, upraveno).

Pivo ma radu vlastnosti, které brani mikrobialnimu ridstu, véetné nizkého pH, vysoké
koncentrace alkoholu, nizké hladiny Zivin, antiseptického plsobeni chmelovych kyselin, nizké
koncentrace kysliku a karbonizace (Hill 2015). V takto selektivnim prostiedi piva, ¢ast
mikroorganism0 rychle odumird. Cast preZiva po vice ¢&i méné dlouhou dobu a vyskytuji se
vpivu v latentni formé, aniz by jej jakymkoliv zplUsobem ovliviiovaly. K témto
mikroorganismim ndlezi vSechny tepelné rezistentni bakterie vytvarejici endospory, zvlasté
rody Bacillus a Clostridium. Proto mUze byt pivo velmi Setrné oSetifeno kratkodobym zahrevem
nebo pasteraci v lahvich. Také patogenni mikroorganismy jako jsou Salmonellae typhimurium
a Staphylococcus aureus nemaji v pivu Zadnou moznost pomnozovani a odumiraji (pfi
pfipadné kontaminaci) v kratkém case (Kosar & Prochazka 2000; Sakamoto & Konings 2003).

Pivovarnicky primysl, jsou mikroorganismy kazici pivo problematické po cela staleti.
Mikrobialni kontaminace se do pivovaru dostdva predevsim ze surovin, jako je slad nebo
chmel, ale také vzduchem a vodou.
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Dale prostfednictvim potrubi nebo ze Spatné sterilovanych nadob, které se pouzivaji
béhem pivovarského procesu. Prostfednictvim turbulence vzduchu ve staéeci hale se poté
zajistuje jejich neustaly pohyb v prostredi haly. Zdrojem kontaminace piva, béhem jeho plnéni
do obald, mohou byt dopravnikové pasy, zejména v pfipadech, kdy nejsou zahrnuty do
procesu sanitace linky. Pivovar sdm o sobé neni sterilni prostredi. Vyskyt cizich
mikroorganism(l v pivovaru, by vSak mél byt minimalizovdn prostfednictvim vhodného
designu pivovaru a Cisticimi postupy. Nachylnéjsi k mikrobidlnimu napadeni, jsou predevsim
piva nizkoalkoholicka, nealkoholicka a také nepasterizovana. To hlavné z dlivodu toho, Ze piva
nizkoalkoholickd a nealkoholickd neobsahuji alkohol, nebo ho obsahuji jen ve velmi nizkych
koncentracich. BEhem vyroby takovych piv poté mivaji za nasledek vyssi obsah zkvasitelnych
cukrll v hotovém produktu, a tim vyssi nachylnost k napadeni. U nepasterizovanych piv je to
predevsim kvali absenci tepelného zahfevu a nebezpedi preziti mikroorganismi. Samotny
proces vareni piva a konecny produkt, jsou pro mnoho mikroorganismli nehostinnym
prostfedim. Existuje vSak nékolik vybranych mikroorganism(, které jsou schopny tomuto
prostfedi odolavat. Tyto mikroorganismy poté mohou zpUsobit neZadouci chut piva
a ovliviiovat jeho celkovou kvalitu (Davies et al. 2015).

Mezi mikroorganismy kazici pivo patfi bakterie mlééného kvaseni a nejnebezpeclnéjsi
pro pivovarnicky pramysl jsou rody Lactobacillus a Pediococcus (Stewart & Priest 2011).
Druhou skupinou bakterii kazicich pivo jsou striktné anaerobni gramnegativni bakterie. Mezi
které patfi rody Pectinatus, Megasphaera, Zymopilus a Selenomonas.

Do skupiny gramnegativnich bakterii dale patfi bakterie kyseliny octové, tj.
Gluconobacter a Acetobacter a nejrozsirené;jsi bakterie kontaminujici mladinu enterobakterie,
zejména rod Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Obesumbacterium a Escherichia. Tyto dva
rody bakterii mohou zkazit pivo zdkalem, kyselosti a produkci nepfiznivého zdpachu, ktery je
zpUsobeny pritomnosti diacetylu nebo sirovodiku (Sakamoto & Konings 2003). Bakterii
kontaminujici pivo je mnohem vetsi mnozZstvi a vSechny rody jsou rozdéleny na grampozitivni
a gramnegativni a podle jejich tvaru nize v tabulce Cislo 1.

Dale mohou pivo kontaminovat dvé skupiny hub. Tou prvni jsou houby vlaknité neboli
plisné, které sice nejsou povazovany za organismy primarné kazici pivo, ale i pfesto mohou
pivo kontaminovat, a to prostfednictvim rdstu na surovinach (Hill 2015). Druhou skupinou jsou
divoké kvasinky, které jsou v pivovarnictvi definovany jako kvasinky, které nejsou zamérné
pouzivany a jsou proto pfisné kontrolovany (Stewart & Priest 2011). Divoké kvasinky zpUsobuiji
méné zdvazny problém s kaZzenim neZ bakterie, ale i pfes to jsou povazovany za nepfijemnost
pro pivovary a to hlavné proto, Ze je obtizné je béhem identifikace odlisit od kvasinek
pivovarskych (Sakamoto & Konings 2003).
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Tab. 1: Zastoupeni bakteridlnich rod{ kazici pivo (prevzato z Hill 2015, upraveno).

Tycinky Koky
Grampozitivni bakterie Lactobacillus spp. Pediococcus spp.

Lb. brevis P. damnosus

Lb. brevisimilis P. dextrinicus

Lb. buchneri P. inopinatus

Lb. casei

Lb. coryneformis Micrococcus sp.

Lb. curvatus M. kristinae

Lb. lindneri
Lb. malefermentans
Lb. parabuchneri
Lb. plantarum
Gramnegativni bakterie Pectinatus spp. Megasphaera sp.
P. cerevisiiphilus M. cerevisiae
P. frisingensis
Selenomonas sp. Zymomonas sp.
S. lacticifex Z. mobilis
Zymophilus sp.
Z. raffinosivorans

3.4.1 Bakterie mlécného kvaseni

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou obecné grampozitivni, nesporulujici,
nerespiracni bakterie, tyCinkovitého nebo kokového tvaru, které maji spoleéné metabolické
a fyziologické vlastnosti. Tyto bakterie produkuji kyselinu mléénou, jako hlavni metabolicky
produkt sacharidového kvaseni (Lorenzo et al. 2018). Primdrni kontaminace mlé¢nymi
bakteriemi mulzZe znacné poskodit senzorické vlastnosti piva produkci nezadoucich
senzorickych latek jiz béhem jeho vyroby. Sekundarni neboli post-pasteriza¢ni kontaminace,
poskozuje finalni vyrobek tvorbou zakalu a negativné ovliviiuje jeho chut a vlni (Back 2005).

BMK délime na homofermentativni, kde hlavnim produktem jejich metabolismu je
kyselina mlé€n3, a heterofermentativni, které produkuji smés kyseliny mlééné, etanolu a oxidu
uhlic¢itého. Bakterie mlécného kvasSeni mohou tvofit aZ 70 % veSkeré kontaminace v
pivovarnictvi. Z mikrofléry nalezené v pivovaru jsou tyto bakterie nejobavanéjsi, jelikoz jsou
obtizné z hlediska detekce, zotaveni zkazeného piva a identifikace (Stewart & Priest 2011).

Bakterii mlééného kvaseni objevenych v pivu je velké mnozstvi. Nejéastéji se vyskytujici
druhy v pivovarnictvi jsou Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei a Pediococcus damnosus
(Munford et al. 2020).

BMK jsou v prirodé rozSitené a spojené predevsSim s rostlinnou hmotou (vcetné
jemene a sladu). Jejich vyskyt v pivovaru je tedy Casty i nevyhnutelny a jejich rozsahly rozptyl
ve sladovém prachu, aerosolech a zafizenich je nezpochybnitelny. Vétsina BMK se diky
antibakteridlnimu plsobeni slou¢enin pochazejicich z chmele v pivu obvykle nerozsifuje.
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Pfehled druh( laktobacild a pediokok(, které se mohou uplatnit jako kontaminanty
piva, je uveden v tabulce ¢. 2. Ale ne vSechny uvedené druhy maji schopnost pivo kazit —
u mlé¢nych bakterii je typicky vyskyt, jak kmena kazicich pivo, tak i kmenU nekazicich. Jak bylo
vySe uvedeno, druhy Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri a Pediococcus damnosus patfi
mezi nejvice rizikové a nejcastéjsi kontaminanty hotového piva. Lactobacillus brevis je podle
odhad( zodpovédny za pfiblizné vice nez 50 % pripad( mikrobidlniho kazeni piva (Sakamoto
& Konings 2003). Druh Pediococcus damnosus se vétSinou vyskytuje v pivu pfi dokvaseni,
v jeho finalnim stavu a méné casto v kvasnicich. Druhy Pediococcus inopinatus a Pediococcus
pentosaceus jsou detekovany zejména jako kontaminace kvasnic a jen zfidka v pivu (Priest
2003). Ostatni zastupci mlécnych bakterii, jako je Leuconostoc, Oenococcus, Lactococcus,
Streptococcus a Enterococcus nevykazuji rezistenci vici horkym chmelovym latkam, a proto se
v pivu bézné nemohou vyskytovat.

Avsak ty, které se prizpUsobily prisnym podminkam prostredi piva (konkrétné vyvinuly
toleranci vlci chmelu), jsou nejrozsifenéjSimi kazicimi mikroorganismy piva soucasnosti. Tyto
mlécné bakterie vykazuji silnou odolnost vicéi chmelovym hofkym kyselindm, coZ je
charakteristicky rys, ktery neni pozorovan u dalSich grampozitivnich bakterii. Chmelova
rezistence BMK se povaZuje za souhru nékolika odliSnych mechanismd, které spolecné pusobi
proti toxickym ucinkiim horkych kyselin z chmele (Suzuki 2015).

BMK kazi pivo acidifikaci, tvorbou oparu nebo produkci diacetylu, ktery dava pivu
intenzivni maslové aroma. Mnoho kmenl mUZe také produkovat extraceluldrni polymerni
latky (EPS) v pivu, zpUsobovat olejovitou konzistenci nebo v extrémnich pripadech tvofrit sliz.

| pfes to, Ze jsou bakterie mlééného kvaseni primarné nezadoucimi kontaminanty piva,
mohou byt vyuzivany k okyselovani rmutl podle tradi¢nich germanskych pivovarnickych
postupl nebo spolecné s kvasinkami pfi vyrobé kyselych piv, spontanné kvaseného piva
Lambic, berlinského pSeni¢ného piva a nékterych dalSich belgickych piv (Bokulich & Bamforth
2013).
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Tab. 2 Kontaminace piva mléénymi bakteriemi (Tyakht et al. 2021).

Druh Skodlivost Kontaminace

L. acetotolerans NZ NZ

L. amylolyticus NZ primarni

L. backii Skodlivy- kazi pivo Nz

L.brevis Skodlivy- kazi pivo, zkvasuje dextriny vétsSinou sekundarni

L.brevisismilis
L. buchneri

potencionalné skodlivy
Nz

vétSinou primarni
Nz

L. casei potencionalné skodlivy, produkce diacetylu NZ

L. coryniformis potencionalné skodlivy, produkce diacetylu vétSinou primarni

L. curvatus NZ NZ

L. delbrueckii NZ primarni

L. fermentum Nz NZ

L. fructivorans NZ Nz

L. lindneri sSkodlivy- kazi pivo, obtizné kultivovany vétSinou primarni

L. malefermentans NZ Nz

L. parabuchneri NZ, izolovan z kvasnic Nz

L. paracasei potencionalné skodlivy NZ

L. paracollinoides skodlivy- kazi pivo Nz

L. paraplantarum NZ Nz

L. paicuvorans NZ, typovy kmen izolovan z lezackého tanku NZ

L. plantarum potencionalné skodlivy, produkce diacetylu vétsinou sekundan

P. acidilactici NZ NZ

P. claussenii Nz NZ

P. damnosus Skodlivy- kazi pivo, kontaminace kvasnic, vétsSinou primarni
produkce diacetylu, tvorba exopolysacharidl

P. dextrinicus NZ- kazi malo chmelena piva NZ

P. inopinatus potencionalné skodlivy, kontaminace kvasnic  vétSinou primarni

P. parvulus NZ Nz

P. pentosaceus

Skodlivy druh — vétdina kmen( kazi pivo; potencialné $kodlivy — nékteré kmeny kazi

pivo

potencionalné skodlivy, kontaminace kvasnic

vétsinou primarni

Primarni kontaminace — kvasnice, nefiltrované pivo, pretlacné tanky atd.
Sekundarni kontaminace — stacirna lahvi, kegli, plechovek atd.
NZ — nedostatec¢né znamo

3.4.1.1 Rod Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou grampozitivni, nesporotvorné bakterie obecné
tyCinkovitého tvaru, mohou byt vSak znaéné variabilni. Lze pozorovat i koky, které jsou casto
organizovany v fetézech. Dle Matoulkové (2014) se vyskytuji vétSinou jednotlivé, tvorba
fetizk( je méné casta. Pouze nékteré druhy laktobacill (napf. Lactobacillu brevis) obsahuiji i
v pripadé Cistych kultur smés dlouhych a kratkych bunék.

Optimalni rlstova teplota je vétSinou mezi 30 a 40 °C, ackoliv celkova rlstova teplota
se muzZe pohybovat od 2 do 53 °C; optimalni pH pro rlst je mezi 3 a 8. Obecné snaseji kyslik,
ale rostou dobfe i v anaerobnich podminkach. Produkuji kyselinu mléénou jako hlavni produkt
kvaseni z cukrQl (Pot 2014). Délka bunék i jejich tvar jsou zavislé na stafi kultury, sloZzeni
kultivaéniho média, tenzi kysliku apod.

Na agarovych plotnach vytvareji laktobacily hladké, lesklé, zpravidla bilé az krémové
kolonie s pravidelnymi okraji, o prGméru 2-5 mm. V tekutych médiich je rlst zpravidla
rovnomeérny v celém objemu. V kultivacnim médiu vyZaduji pfitomnost zkvasitelnych cukr,
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aminokyselin, peptidl, ester(i mastnych kyselin, soli, derivati nukleovych kyselin a vitamin(
skupiny B (Matoulkova 2015).

Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis je obligatni heterofermentativni bakterie tyCinkovitého tvaru se
zaoblenymi konci a je znazornéna na obrdzku dCislo 6. Vyskytuje se bud v oddélenych
nebo kratkych fetizcich. Diky tomu, Ze roste i pfi nizkém pH a tomu, Ze vyZzaduje v prostredi
nizsi koncentraci kysliku, se Lactobacillus brevis stava potencidlné jednim z nejvice
nezadoucich mikroorganismU kazici pivo (Teixeira 2014). Roste optimalné pri teploté 30 °C
a pH 4-6. Je fyziologicky vSestranny a diky schopnosti kvasit dextriny a Skrob v pivovarnictvi
mUzZe zpUsobovat problémy (Sakamoto & Konings 2003).

Munford et al. (2020) mlécnou bakterii Lactobacillus brevis popisuji jako nejc¢astéji
detekovany mikroorganismus v pivovarech a je také uznavan jako nejvice znepokojujici
v dUsledku smyslovych zmén konecného produktu. Spole¢nymi vlastnostmi Lactobacillus
brevis je tvorba plynu, fermentace pentdzy, melibidz a také Stépeni argininu. Tento nejbéznéjsi
pivni Sklidce zpUsobuje zakal piva a sedimentl a také znatelnou redukci pH, coz dodava pivu
kyselou chut. Diacetyl se vsak netvofi a casto se jednd o sekundarni kontaminaci
(Meussdoerffer 2009).

Obr. 6: Lactobacillus brevis (Pfevzato z https://wineserver.ucdavis.edu/#/)

Lactobacillus casei

Lactobacillus casei je grampozitivni, nesporulujici bakterie produkujici kyselinu
mlécénou. Jedna se o tycinky vyskytujici se jednotlivé, v parech nebo v retézech, které jsou
zndzornény na obrazku Cislo 7 (Gobbetti 2014). Lactobacillus casei je udavan jako zdroj
diacetylu.
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| kdyz diacetyl neni primarnim produktem metabolismu BMK, zpUsobuje v pivu silnéjsi
zménu chuti nez kyselina mléénad. Pficinou je pfedevsim to, Ze limit pro pfitomnost diacetylu
v pivu je mnohem nizsi nez u kyseliny mlécné (Munford et al. 2020). Diacetyl vznika také pfi
kvaseni kvasinek a pfili$ vysoké mnozstvi vznika tehdy, kdy kvasinky nejsou fadné odstranény
z mladého piva (Sakamoto & Konings 2003).

Obr 7: Lactobacillus casei (Pfevzato z https://wineserver.ucdavis.edu/#/)

3.4.1.2 Rod Peciococcus

Buniky rodu Pediococcus maiji tvar kokd, casto uspofadanych v tetradach, popripadé
jednotlivé ¢i ve dvojicich; nikdy v fetizcich. Obcas jsou souhrnné oznacovény jako ,mlécné
koky“. Jedna se o grampozitivni, nesporulujici, anaerobni bakterie. Jsou homofermentativni,
takze glukosu fermentuji na kyselinu mlé¢nou, a to bez produkce plynu. Optimalni teplota
rastu je uvadéna v rozmezi 25-35 °C, ale napf. Pediococcus damnosus roste v rozmezi 8—-30
°C, u druhu Pediococcus acidilactici je uvadéno optimum okolo 40 °C s maximalni teplotou
rastu 50-53 °C. Optimalni pH pro rist je cca 5,5, ale rozmezi je druhové i kmenové zavislé.

Pediokoky podobné jako laktobacily vyzaduji pro sv(j rast pfitomnost jednoduchych
cukr(i, aminokyselin, peptid(, vitaminQ, soli apod. Typickym zdstupcem rodu Pediococcus je,
dfive se Casto vyskytujici v pivovarech, Pediococcus damnosus.

Zajimavosti u tohoto druhu je fakt, Ze jeho vyskyt byl potvrzen v pivu, pivovarskych
kvasnicich, ale nikoliv v surovindch pro vyrobu piva nebo na rostlinném materialu. Déle se
v pivovarském prostfedi vyskytuji druhy Pediococcus acidilactici a Pediococcus pentosaceus,
které jsou nachazeny i ve sladu a mohou rlst béhem pocatecnich etap vyroby sladiny, kdy je
technologicka teplota pod 50 °C. Vyskyt pediokokl v této fazi vyroby, vSak nema negativni
dopad na konec¢nou kvalitu piva (Matoulkovd 2015).
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Pediococcus damnosus

Pediococcus damnosus je homofermentativni bakterie kulovitého tvaru viz obrazek 8.
Suzuki (2015) uvadi, Ze pivni kontaminace, kterad je zplsobena Pediococcus damnosus se
vyznacuje tvorbou kyseliny a maslovou pfichuti diacetylu.

Mnozstvi produkovaného diacetylu je vysoké a casto znatelné i pfi nizké drovni
kontaminace. Tato bakterie mlé¢ného kvaseni, stejné jako rod Lactobacillus, je odolna vuci
inhibi¢nim latkdm chmele. Nékteré kmeny tohoto druhu snaseji az 10 % (hmot./obj.) ethanolu
(Harrison & Albanese 2019). P. damnosus se bézné vyskytuje jako kontaminant kvasnic a piva,
ale nevyskytuje se v pivovarskych surovinach, coz naznacuje, Ze tento druh je velmi dobre
prizplisoben pivovarnickému prostfedi. Neocekdvané zvyseni hladiny diacetylu béhem
procesu fermentace a zrani, je ¢asto zplsobeno pravé pritomnosti této bakterie. P. damnosus
navic Udajné Ipi na pivovarskych kvasinkdch a nékdy indukuje pred¢asnou sedimentaci
kvasinkovych bunék, coz vede ke zpomaleni procesu fermentace (Priest & Cambell 2003).

Obr. 8: Mlécna bakterie Pediococcus damnosus (pfevzato od Matoulkova 2015).
3.4.2 Enterobakterie

V pivovarském provoze se vyskytuji zejména zastupci rodd Shimwellia,
Obesumbacterium, Rahnella, Citrobacter, Klebsiella a Enterobacter. Schopnost téchto bakterii
rdst a mnozit se v hotovém pivu je minimalni. Vyskytuji se zejména jako kontaminace kvasnic.
Jsou schopny produkovat senzoricky nezadouci latky (napt. dimethylsulfid, diacetyl, aceton)
na zacatku hlavniho kvaseni, ktery poté prechazi do hotového piva (Laitila 2015).

Nejsou citlivé na pUsobeni horkych chmelovych kyselin a provzdusnénd mladina pro
né predstavuje idedlni prostfedi pro rlst a mnoZeni. Mohou konkurovat pivovarskym
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kvasinkdm a zpomalovat jejich rust. Vétsina enterobakterii je v3ak citlivd na ethanol a kyselé
pH a nejsou tedy schopné prezit v pozdéjsich fazich hlavniho kvaseni a neprechazeji do
hotového piva. Vyjimkou jsou druhy Shimwellia pseudoproteus a Rahnella aquatilis, které jako
kontaminanty nasadnich kvasnic prechazeji opakované do nové mladiny a mohou 3kodit
(Bokulich & Bamforth 2013).

Zdrojem enterobakterii v pivovarském provoze je kontaminovand voda nebo napf.
netésnosti spojl potrubi, kterymi se do zchlazené mladiny mohou dostdvat necistoty
a bakterie z prostfedi. Enterobakterie pfitomné ve vzorcich vody, kvasnic a zjisténé pfri
kontrole sanitace, jsou indikdtorem zhorSenych hygienickych podminek a nizké urovné
sanitace v daném pivovarském provoze (Paradh 2015).

3.4.3 Striktné anaerobni bakterie

Obsah kysliku je jednim z hlavnich faktord ovliviiujicich mikrobiologickou stabilitu piva.
Soucasnym trendem ve vyvoji plnicich technologii je snizeni koncentrace kysliku v hotovém
pivu na minimalni hodnoty. Pivo se tak stava prostfedim, kde se mohou uplatnit striktné
anaerobni bakterie, které pro sv(j rist a mnozZeni vyZaduji velmi nizky nebo nulovy obsah
kysliku. Bylo zjisténo, Ze pouze nékolik striktné anaerobnich bakterii je zodpovédnych za
kontaminaci piva. Mezi anaerobni kontaminanty patfi rody Pectinatus, Megasphaera,
pivo kazici bakterie, zejména v jeho nepasterizovaném stavu. Napfiklad pivo zkaZené
bakteriemi Pectinatus a Megasphaera je charakteristické masivnim zdkalem a intenzivnim
zapachem pfipominajicim zkazena vejce.

Jejich pritomnost v pivovaru neni odhalena pfi béziné mikrobiologické kontrole —
striktné anaerobni bakterie nelze detekovat pomoci membranové filtrace, nerostou na
pevnych pladach. Stanoveni je také limitovano technikou odbéru vzorku — pfi kontaktu téchto
bakterii s kyslikem dochazi k jejich odumfeni a k ziskani faleSné negativnich vysledkd
(Matoulkova & Kubizniakova 2014). Ztohoto dlvodu je kultivace anaerobnich bakterii
naroc¢na na vybaveni. Pfi o¢kovani a kultivaci je nutné pouZit anaerobni boxy, které umoziuji
Upravu atmosféry (Paradh 2015).

3.4.3.1 Rod Pectinatus

Do rodu Pectinatus jsou rfazeny tfi druhy (Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus
frisingensis, Pectinatus haikarae), které jsou nachazeny vidy pouze ve spojeni s kontaminaci
piva a pivovarskymi provozy. Bakterie rodu Pectinatus jsou rovné az mirné zakfivené pohyblivé
tycinky s bic¢iky na povrchu téla a jsou znazornény na obr. 9.

Rostou ptiteploté 28—32 °C. Pro spolehlivé usmrceni Pectinatus postacuji teploty okolo
58-60 °C po dobu 1 minuty, tedy mirné;jsi podminky, nezli je béZna pasterace piva.
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Obr. 9: Pectinatus haikarae — mikrograf (prevzato od Juvonen 2015).

Bakterie rodu Pectinatus patfi predevSim mezi sekundarni kontaminaci. Byly
detekovany v plnicich, v kanalizaci, ve vzduchu a na biofilmu ¢lenitych povrsich ve stacirné
lahvi. Mimo prostor staceci haly byla pfitomnost bakterii Pectinatus potvrzena pouze
ojedinéle také v pivu v lezackych tancich, v pretlaénych tancich a v odpadnich kanalcich
v podlaze na useku filtrace piva. Kazeni piva touto bakterii ma za nasledek zvySeny zakal piva
viz obr. 10. Dale kyselou chut, shnily vaje¢ny zdpach v disledku tvorby octové, propionové
kyseliny a stejné tak sirovodiku (Liu et al. 2015). Bakterie Pectinatus jsou velmi dobre
prizplsobené k rlstu v pivu, rozpéti pH ristu je od 3,5 do 8,0. Snasi koncentraci etanolu do
4,5 % a koncentraci horkych kyselin do 150 mg/I. V soucasné dobé je podle odhadl Pectinatus
pavodcem 20-30 % pfipadl bakteridlniho kaZzeni lahvového, velmi ¢asto nepasterovaného
piva. Nachylnéjsi ke kaZeni touto bakterii jsou ddle piva nealkoholickd, nizkoalkoholicka
a méné chmelena (Matoulkova & Kubizniakova 2014).
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Obr. 10: Zakal zplsobeny bakterii Pectinatus (vpravo) (prevzato od Juvonen 2015).
3.4.3.2 Rod Megasphaera

Bakterie rodu Megasphaera kontaminujici v pivovarském prostfedi zahrnuje tfi druhy:
Megasphaera cerevisiae, Megasphaera paucivorans a Megasphaera sueciensis. Ovliviuje
hlavné nepasterizovana nizkoalkoholicka piva, a to kvlli tomu, Ze ma mensi odolnost vici
ethanolu nez napfiklad Pectinatus. Znehodnocuje pivo produkci mastnych kyselin, tvorbou
zakalu a nepfijemného zadpachu (Kyselovd & Branyik 2015). Burnikky Megasphaera jsou
nemobilni a nesporotvorné koky (viz obr. 11). Obvykle jsou usporadany jednotlivé, v parech
a nékdy v kratkych rfetézech. Vyse zminéné druhy rodu Megasphaera lze od sebe navzajem
rozlisit podle velikosti bunék; Megasphaera cerevisiae je nejvétsi, a naopak Megasphaera
sueciensis nejmensi (Juvonen 2015).

Megasphaera predstavuje hlavné sekunddrni kontaminaci a byla izolovéna
z vodovodniho potrubi, z podlahy ve staceci hale a ze vzduchu v okoli pivovaru. Pfredpoklada
se, ze Megasphaera se muze vyskytovat jiz v mladiné pfi hlavnim kvaseni, detekovana byla i
v kvasnicich a v potrubi s CO, (Matoulkovd & Kubizniakova 2014).
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Obr. 11: Megasphaera (prevzato od Juvonen 2015).

3.4.3.3 Rod Zymophilus

Rod Zymophilus zahrnuje dva druhy, Zymophilus paucivorans a Zymophilus
raffinosivorans, nachdzené vidy v souvislosti s pivovarskymi provozy, konkrétné jsou
spojovany prevainé s pivovarskymi kvasnicemi. Uvadéna je také pritomnost Zymophilus
raffinosivorans v odpadech a kanalech v pivovaru.

Bakterie rodu Zymophilus jsou rovné, mirné zakrivené, pohyblivé tycinky, vyskytujici se
jednotlivé, po dvou nebo méné cCasto v kratkych fretizcich (obr. 12). Hlavnimi produkty
metabolismu téchto bakterii jsou kyselina octova a propionova, Z. paucivorans navic
produkuje stopovd mnozstvi kyseliny mlééné. Zymophilus roste pfi pH nad 4,3—4,6 a pfi obsahu
alkoholu do 5 % a jeho schopnost kazit pivo je podobna rodu Pectinatus (Juvonen 2015).
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Obr. 12: Zymophilus raffinosivorans (pfevzato od Matoulkova & Kubizniakova 2014).
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3.4.4 Octové bakterie

Paradh (2015) ve své praci popisuje octové bakterie jako aerobni, nesporotvorné,
gramnegativni nebo gramlabilni bakterie s elipsoidni az kratkou morfologii bunék ve tvaru
tyCinek. Vyskytuji se jednotlivé, v parech nebo v fetizcich a nékdy jsou pohyblivé povahy.
K optimalnimu rlistu bakterii octového kvaseni dochdazi mezi pH 5 az 6,5, ale k jejich ristu m(ize
dojit i pfi vysoce kyselém pH.

Octové bakterie metabolizuji ethanol na kyselinu octovou, ¢imz dodavaji pivu chut
octa. Vzhledem k zavedeni ucinnych postupl cisténi a hygieny v modernich pivovarech
a ucinnému odstranovani kysliku z post fermentacnich procest se tyto bakterie nepovazuji za
velmi zdvazné (Sakamoto & Konings 2003). Mezi bakterie octového kvaseni patfi 15 ovéfenych
rod(, ale pouze dva rody, a to Acetobacter a Gluconobacter jsou spojovany s kontaminaci piva
(Priest 2003). Gluconobacter neni schopen zcela oxidovat ethanol na oxid uhli¢ity (CO;) a vodu
(H20) vytvorenim acetdtu a také neni schopen oxidovat laktdt na CO, a H,O, zatimco
Acetobacter dokaze oxidovat ethanol na acetat a ten ddle oxidovat (Bossaert et al 2021).

3.4.5 Ostatni rody

Mezi dalsi bakterie kontaminujici pivo mizZou patfit rody Kocuria a také sporotvorné
kazici bakterie, mezi které patfi predevsim rody Bacillus, Clostridium a Paenibacillus (Priest &
Cambell 2003).

3.4.5.1 Rod Kocuria

Grampozitivni aerobni bakterie, které nejsou povazovany za zavaznou kontaminaci
pivovarské vyroby a jejich bunky jsou usporfddané po dvou, ve CcCtveficich nebo
v nepravidelnych shlucich, které jsou znazornény na obr. 13 (Matoulkova & Kubizniakova
2018).

Bokulich & Bamforth (2013) k tomuto rodu bakterii doddavaji, Ze mlze rlst pouze v pivu
s nizkym obsahem ethanolu, chmelovych sloucenin a pfi hodnotach pH vyssich nezZ 4,5.
Z hlediska mikrobiologické kontroly v pivovarské laboratofi jsou vyznamné pouze dva druhy
bakterii tohoto rodu, a to Kocuria kristinae (dfive Micrococcus kristinae) a Korucia varians. Na
rozdil od jinych druh( Kocuria, které jsou ptisné aerobni, Kocuria kristinae je fakultativné
anaerobni, a proto nepfitomnost kysliku podporuje rlist tohoto druhu. Podle Sakamoto &
Konings (2003) byla bakterie Kocuria kristinae hlasena jako pivni kontaminant produkujici
ovocné aroma a atypickou chut piva.

Druh Kocuria varians je béiné nachazen v pivovarském prostredi, mUze se vyskytovat
i v pivu a prezivat v ném delsi dobu. Produkci kyselin mGze snizit pH média aZ na 4,3-5,9. Pivo
vSak nekazi — tento druh je striktné aerobni a jako ostatni Kocuria je citlivy na horké chmelové
Iatky, alkohol a kyselé prostredi.

Riziko poskozeni piva rodem Kocuria je pomérné zanedbatelné, jejich vyznam spociva
zejména v mozZnosti zdmény s jinymi bakteriemi pfi mikrobiologické kontrole.
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Mohou byt nespravné identifikovany jako pivu Skodici bakterie Pediococcus a ten muze
byt naopak nespravné urcen jako neSkodné bakterie Korucia, zejména pokud je provadéna
napf. jenom mikroskopie vzorku kvasnic, bez kultivacniho stanoveni (Matoulkova &
Kubizniakova 2018).

Obr. 13: Kocuria kristinae (pfevzato od Matoulkova & Kubizniakova 2018).

3.4.5.2 Sporotvorné kazici bakterie

Dalsi skupinou bakterii kontaminujici v pivovarnictvi mohou byt bakterie tvofici spory.
Hlavni skupiny sporotvornych bakterii, které se mohou nachazet v pivovarském prostredi jsou
Bacillus, Clostridium a Paenibacillus. Tyto grampozitivni bakterie jsou obecné citlivé na nizké
pH, chmelové horké kyseliny a nezplsobuji problémy v bézné chmeleném pivu (Suzuki 2015).

Takeuchi et al. (2005) ale uvadéji informaci, Ze u piv s neobvykle vysokou hodnotou pH
nebo s nizkym obsahem hotkosti, tudiz u méné chmelenych, by mohly byt nékteré druhy
Clostridium, konkrétné Clostridium butyricum schopny rlst a produkovat butyrat, ktery poté
dodava pivu nepfijemné syrové aroma. Také skupina Bacillus cereus byla hldsena jako jeden
z druht izolovanych z pivovarnického prostredi, a to kvali trem druhGm, které obsahuji gen na
rezistenci chmele — Bacillus cereus, Bacillus licheniformis a Paenibacillus humicus. Pan Suzuki
(2015) k tomu dodava, Zze nékteré bakterie pravé z druhu Bacillus cereus jsou znamé jako
potravinové patogeny, které zpusobuji téZkou nevolnost, zvraceni a prlijem. Nastésti diky
mikrobiologické stabilité piva vsak nebyly zdokumentovdany zadné pripady otravy, v€etné téch,
které by zpUsobil Bacillus cereus.
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3.4.6 Plisné

Plisné predstavuji pfi vyrobé piva ve srovnani s jinymi mikroorganismy (kvasinky,
bakterie) mensi nebezpedi. Jsou Castou kontaminaci, pfedevsim obilovin pouzivanych jako
suroviny pfi vareni piva. Napfiklad na kli¢icim je€meni a zeleném sladu. Mezi plisné nej¢astéji
kontaminujici v pivovarnickém pramyslu patfi rody Penicillium, Aspergillus, Fusarium a Mucor.

Nejvétsim nebezpelim je to, Ze nékteré plisné jsou schopny produkovat mykotoxiny,
coz jsou toxické metabolické produkty toxigennich plisni. Mykotoxiny jsou tepelné velmi
odolné (az do 200 °C) a rozpustné v ethanolu, takze snadno prezivaji jak sladarsky, tak
i pivovarsky vyrobni proces. Proto je vidy nutna pecliva kontrola vstupnich surovin (je¢men,
slad, pfip. ryZe, kukufice). Pfi konzumaci mohou mit zavazné nezddouci ucinky na zdravi.
Vykazuji toxické a karcinogenni ucinky. DalSim negativnim jevem, které plisné zpUsobuiji je tzv.
prepénovani piva (gushing), kdy pfi otevieni lahve pivo prepéni a péna vytece z lahve. Mlze
byt zplGsobeno nékolika pficinami, nejcastéjsi je ale pravé pritomnost plisné Fusarium
v pouzitém sladu. Rozvoj plisni je podminén vlhkosti, proto lze snizenim vlhkosti Uspésné
potlacit jejich rust (Laitila 2015).

3.5 Kontrola mikrobialni kontaminace v pivovarech

Kompletni proces vyroby piva zahrnuje sled mikrobidlnich sloZek, které dramaticky
ovliviiuji konec¢ny produkt. Znalost, kontrola a fizeni téchto slozek ve vSech fazich poté vedou
ke zvyseni kvality vysledného piva (Bokulich & Bamforth 2013).

Nejbéznéji pouZivanou metodou pro zjistovani vyskytu bakterii kazici pivo
v pivovarech je dodnes tradi¢ni inkubace na kultivaénich médiich — o¢kovaci metody. Obvykle
trva tyden nebo i déle, nez bakterie vytvofi viditeIné kolonie na Petriho miskach nebo nez zvysi
zakal. Vyrobky jsou proto ¢asto uvolnény do prodeje dfive, nez jsou k dispozici mikrobiologické
vysledky. Proto pokud je pak v pivnim vyrobku zjisténa a identifikovana bakterie kazici pivo,
musi byt ihned staZena z trhu. To pivovaru muze zpUsobit vaziné obchodni Skody. Dale se
vyuziva rlizné selektivnich pld, a to pfedevsim na stanoveni kvasinek, koliformnich a mlé¢nych
bakterii. Jako testovaci medium se nejcastéji vyuzivd agar (kultury membranové filtrace),
bujon a koncentrat na bazi NBB bakterii to predevsim diky selektivité, proveditelnosti
a jednoznacného vyhodnoceni i finan¢ni nendroénosti.

Je vsak tfeba stanovit metodu, kterd urci, zda jsou zjisténé bakterie schopny rlstu v
pivu, ¢inikoli. V soucasné dobé je jedinou dostupnou metodou tzv. ,, vynucovaci test”, pfi némz
se zjisténd bakterie znovu naockuje a inkubuje v pivu. Detekce viditelného zdakalu
v naockovaném pivu trva obvykle 1 mésic nebo i déle, coZz znamena3, Ze tato metoda neni pfilis
praktickd. Naleznou-li se v prostoru ohniska kontaminace, hraji dualeZitou roli Ccistici
a dezinfekéni prostfedky, v mnoha pfipadech v kombinaci s teplem. Zjistime-li Skodlivé
mikroorganismy v pivu lezackych tank(, doporucuje se opatrné oddéleni kall, v nichz jsou
kontaminanty zvlasté silné nahromadény (Sakamoto & Konings 2003).
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3.5.1 Identifikace mikroorganismu

Jen nékolik malo druht mlécnych bakterii jsou vyraznymi kontaminanty v pivovarském
pramyslu. Pro zajisténi kvality hotového piva, obvykle postaci kontrolovat mozné kontaminace
Lactobacillus lindneri, Pediococcus damnosus, Pectinatus spp. a Lactobacillus brevis. Vétsina
studii o bakteriich pivni kontaminace se zaméruje na taxonomickou klasifikaci téchto bakterii.
To umoznilo identifikovat bakterie zjiSténé v pivu a pivovarech a pfijmout vhodna opatreni
k jejich kontrole (Sakamoto & Konings 2003). Univerzalni kultivaéni pidda, kterd by umozriovala
rychlou a spolehlivou detekci vSech pivu Skodicich mlé¢nych bakterii, neexistuje (Back 2005).

Nejcastéji pouzivanymi pldami pro detekci bakterii mlé¢ného kvaseni jsou pudy MRS
a NBB (viz obr. 14), a to jak ve svém plivodné navrhovaném zakladnim sloZeni, tak i rizné
modifikované. Ddle se vyuZivaji napfiklad NBB-A, BMB a Raka-Ray.

Soucasti pud jsou inhibitory, které zabrani rozvoji kvasinek, plisni a gramnegativnich
bakterii a souc¢asné neovliviuji rst mlécnych bakterii. MIécné bakterie jsou fakultativné
anaerobni, a proto se doporucuje jejich kultivace za anaerobnich podminek.

Detekci mlécnych bakterii komplikuje také jejich pomaly rlist, doba inkubace pti 28—30
°C byva 5-7 dni, nékdy i déle. U nékterych mlécnych bakterii byla prokazana adaptace na
podminky v pivu a pfi zaockovani na médium, se sloZzenim naprosto odliSnym od piva (obsah
zZivin, pH, obsah soli, chmelovych latek atd.), tyto bakterie nerostou. V provozni laboratofi je
vyhodné pfi pfipravé pldy pfiddvat pivo vyrdbéné v daném provoze — predpokladad se
adaptace pivu-Skodicich bakterii na toto pivo, a tedy jejich snazsi identifikace (Matoulkova
2015). Pivo je do pUd pfidavano v rizném poméru — Taskila et al. (2011) doporucuje pridavek
piva do kultivaéni pldy alespon 25 %.

Pro budouci zjisténi bakterii v téchto médiich je nutna identifikace druhu. Sakamoto &
Konings (2003) konstatuji, Ze pro tuto identifikaci slouzi kromé zakladnich test(, jako je
morfologie kolonii, také gramovo barveni a kataldzové testy. U mléénych bakterii neni zcela
rastu v pivu a schopnost pivo kazit.

Ze vsSech surovin jsou nejpravdépodobnéjsim zdrojem mléénych bakterii kvasnice,
jelikoz se pridavaji az po varu mladiny. MIé¢né bakterie se mohou vyskytovat v pivovarskych
kvasinkach, pochazeji ze zpracovatelského prostfedi a Spatné sanitovanych zafizeni. Kvasinky
ziskané na konci procesu kvaseni, nazyvdme také jako recyklované kvasinky. Ty jsou zndmy
jako jedna z hlavnich zdsobaren kazicich bakterii v pivovarech. Omyvani znovu ziskanych
kvasinek kyselinou na konci procesu kvaseni, je jiz dlouholetou praxi nékolika pivovar(i a ma
velky soucasny vyznam, nebot sniZuje mnozstvi vyprodukovaného odpadu pfispivajiciho
k udrzitelnéjsSimu pivovaru. Bézné pouzivané podminky pro promyvani kyselinou jsou teplota
niz§i nez 5 °C a pH mezi 2 azi 2,2, které je dosazené pouzitim kyseliny fosforecné
potravinaiského typu (Munford et al. 2020).

Protokol o myti kyselinou se u pivovart lisi, pficemz nékteré provadéji prani na konci
kazdého kvasného procesu, zatimco jiné provadéji prani pouze tehdy, pokud je zjisténa
vyznamnd bakterialni kontaminace (Cunningham & Stewart 2000). Kvasinky by mély byt
zkontrolovany pred jejich nasazovanim (nejlépe 2-4 dny pred vafenim piva) a mésicni kontroly
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by mély byt provadény také za ucelem testovani na nepivovarni kmeny, které se mohou ¢asem
rozrlstat. Tolerance je mensi nez 10 KTJ/ml pro bakterie a nulova tolerance divokych kvasinek
(Rodriguez-Saavedra et al. 2020).

Obr. 14: Kolonie Lactobacillus brevis na plidé MRS (vlevo) a BMB (vpravo) po 5 dnech
inkubace (pfevzato od Kubizniakova et al. 2016).

Stanoveni enterobakterii neni slozité. Jejich optimalni teplota rlstu je u vétsiny kolem
37 °C. Pro detekci Enterobakterii v mladiné a kvasinkdch se doporucuje pouziti agaru
MacConkey doplnény o latku, kterd potlacuje rlst kvasinek. MacConkey agar je selektivni
médium pro koliformni bakterie a enterobakterie. Obsahuje Zlucové soli, které inhibuji riist
vétsiny grampozitivnich bakterii, a krystalovou violet, kterd umoznuji na zakladé barevné
zmény média rozlisit bakterie fermentujicich laktézu od bakterii které ji nakvasi vlivem
produktl metabolismu. Dostupné jsou i molekularni metody, napf. PCR (Hill 2015).

Plisné z rod0 Alternaria, Cladosporium, Epicoccum a Fusarium jsou hlavnimi riziky,
pokud jde o infekci jecmene a sladu. Tolerance rustu plisni u obilovin je mensi nez 10 kolonii
tvofrici jednotky (KTJ) na gram. Nulova tolerance je poté u divokych kvasinek a také slad by mél
byt zcela bez plisni. Pfi kazdém pfijmu a v pravidelnych intervalech se béhem skladovani
odebiraji vzorky sladu a provadi se testy na pritomnost bakterie, plisni, divokych kvasinek
a mykotoxinu.

Nejjednodussi zpusob, jak vyhodnotit vnitini mikrofléru obili je ten, Ze se zrno ponofi
do bélidla po dobu 1 minuty, aby se zabila povrchova mikrofléra a poté se oplachne
destilovanou vodou. Zrno se pred pridanim do roztaveného agaru bud rozemele nebo se
jednotliva zrna poloZi na jeho povrch do Petriho misky. Inkubuje se pfi teploté 25-30 °C, aby
mikroby umisténé uvniti obili mohly vyrUst. Stupen vnitini kontaminace je poté ukazatelem
kvality a skladovatelnosti zrna (Hill 2015).
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3.5.2 HACCPaCIP

HACCP

Koncept analyzy rizik a kritickych kontrolnich bod (HACCP) byl poprvé vyvinut v 60.
letech 20. stoleti NASA. Byl navrzen tak, aby zabrdanil mikrobialnim, fyzikalnim a chemickym
rizikm v potravinach pro vesmirné mise. Dnes je HACCP mezindrodné uzndvanym systémem
(souborem pokyn) a je Siroce pouZivan pro bezpecnou vyrobu potravin (Janevska 2010).

Systém HACCP v pivovarnictvi rozliSuje rizika chemické, fyzikdIni a pro nas nejdllezitéjsi
— biologické.

Zdrojem biologického nebezpedi jsou zdkladni suroviny, technologické zafizeni,
obalové a pomocné materidly, a i okolni prostfedi. Za zdravi Skodlivé se pokladaji plisné
produkujici mykotoxiny.

Rod Fusarium kromé toho produkuje latky zplsobujici pfepériovani. Vedle patogennich
mikrobU (napf. Salmonella, Shigella, Escherichia coli) je za zdravotné zavadné latky mozno
povazovat, a to hlavné pfi zvySené kontaminaci, i biogenni aminy, které vznikaji ¢innosti
mlécnych bakterii nebo divokych kvasinek. Sledovana je Cistota technologického zafizeni po
jednotlivych sanitac¢nich operacich. K hodnoceni se pouzivaji pfimé i nepfimé metody
posouzeni mikrobiologické Cistoty. Univerzdlni pouziti pro HACCP ma ATP bioluminiscencni
metoda, kterd velmi rychle hodnoti celkové mikrobidlni znecisténi provozniho zafizeni.
Obecné systém HACCP pozaduje, aby se zavadam celilo pfimo na misté jejich vzniku. Spoléha
proto na preventivni opattfeni, aby zavady nemohly vibec vzniknout (Kosaf & Prochazka
2000).

cIp

Pro minimalizaci rizik mikrobidlni kontaminace znecisténych nadob a zafizeni je
dllezité, aby byl pivovar navrien a zkonstruovan s ohledem na hygienu. Pro cisténi
velkokapacitnich pivovard se v dnesni dobé vyuzivd predevsim automatizovaného systému
CIP. Lze ho definovat jako techniku automatizovaného ¢isténi a dezinfekci technologického
zafizeni ze stabilné umisténé sanitacni stanice. Zkratka tohoto zafizeni pro sanitaci pochazi
z anglického Cleaning in place — Cisténi na misté. Stanice se sklada z nadob s Cisticimi roztoky,
které jsou pohanény po okruzich a vraceji se zpét do zasobniku stanice k opakovanému
pouziti. Sanitovany jsou vSechny plochy, které pfichdzeji do styku s vyrobkem. Sanitacni
program se sklada z predvyplachu vodou, alkalického cisténi, mezivyplachu, kyselého ¢isténi,
mezivyplachu, dezinfekce a kone¢ného vyplachu. U alkalického ¢isténi se nejé¢astéji vyuziva 1-
2% roztok NaOH, pticemz dochazi k odstranéni necistot organické povahy. Kyselé Cisténi
zabranuje usazovani pivniho a vodniho kamene a odstranuje stopy alkalického prostredi.
Obvykle se vyuziva 0,8-1,5% roztok HNOs. Tento systém slouzi zasadné k tomu, Ze odstranuje
Spinu, ktera by mohla vést k zavleceni, rlstu a usidleni mikroorganism( (Davies et al. 2015).
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4 Zavér

Hlavnim cilem bakalafské prace bylo zpracovat prehled mikroorganisma Ucastnicich se
procesu vyroby piva a ddle nejcastéji kontaminujicich v pivovarském provozu.

Béhem vyrobniho procesu piva existuje nékolik krokl, pfi kterych lze Skodlivé
a potencionalné Skodlivé mikroorganismy eliminovat. Hotové pivo vykazuje vysokou
mikrobiologickou stabilitu diky svym vlastnostem jako je nizké pH, obsah alkoholu,
chmelovych latek, nizké mnoZstvi Oz, vysoké mnozstvi CO,. Existuji vS8ak mikroorganismy,
predevsim bakterie, které tyto bariéry dokaZzou prekonat a tim mohou pivo poskodit zménou
barvy, tvorbou zakalu a produkci zdravi Skodlivych a nezadoucich senzoricky aktivnich latek.
Riziko kontaminace je mnohem vyssi u piv nealkoholickych a nizkoalkoholickych.

Mezi nejvyznamnéjsi kontaminanty v pivovarnictvi patfi nékteré mlécné bakterie,
enterobakterie, aerobni octové bakterie a striktné anaerobni bakterie. Tyto skupiny bakterii
Ize nalézt v rliznych fazich vyroby, v surovinach, v meziproduktech, ale i v hotovém pivu.

Nicméné pivo Ize zahrnout mezi potraviny s nizkym stupném rizik, a to diky tomu, Ze
patogenni mikroorganismy se v ném nemohou pomnozZovat a béhem vyrobniho procesu
hynou. Ale i pfes to je kontrola a zavedeni pfisnych pravidel pro zajisténi bezpecnosti velmi
dllezitd. Zavedeni spravnych hygienickych postupl v kazdé fazi vyrobniho procesu je
rozhodujici pro zabranéni rlstu nezddoucich mikroorganismid a k zajisténi kvality
a bezpecnosti vysledného produktu.
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