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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou mikroflory spontanné kvaSenych piv,
nejcastéji tedy lambickych piv, které se vaii v Belgii. Cilem této prace bylo vytvofit prehled
mikroflory v urcitych fazich procesu fermentace produktu a divodu jejich ptitomnosti.
Proces fermentace byl rozdé€len do Ctyt zakladnich fazich, kde v kazdé fazi se vyskytuje jina
mikroflora pfispivajici ke konecné chuti a aroma piva. Bakalafska prace dale popisuje
zpusoby izolace a identifikace mikroorganizmi a dostupny sortiment na ceském a

evropském trhu.

Klicova slova: spontann¢ kvasené pivo, mikroflora, fermentace

ABSTRACT

This Bachelor thesis deals with the issue of microflora of spontaneously fermented beers,
most often about Lambic beers which are brewed in Belgium. The aim of this work was to
create an overview of the microflora in certain stages of the product fermentation process
and the reason for their presence. The process of fermentation was divided into four basic
phases, where in each phase is a different microflora contributing to the final taste and aroma
of the beer. The bachelor thesis also describes the methods of isolation and identification of

microorganisms and the range of products available on the Czech and European markets.

Keywords: spontaneously fermented beer, microflora, fermentation
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UvVOD

Pivo se na svété vaii uz od starovéku, kdy tento napoj byl objeven pouhou nahodou pii
peceni chleba. V prib¢hu staletich se tento alkoholicky napoj stal jednim z nejvice
vyhledavanym napojem po celém svété (Chladek, 2007)

S vyrobou piva jde ruku s rukou mnoho pravidel, kterd byla ustavena jiz v roce 1516
v Némecku a dale pak upravena v ruce 1993, kdy byly pivovarské kvasnice pfidany jako
nedilna soucast surovin pro vyrobu piva (Zybrt, 2005)

Historicky se spontdnni fermentace vyuzivala nejen pti vyrobé piva ale i pfi vyrobé vina
a jableCnych ciderd. Bohuzel, kvili své neovladatelnosti a nedostatecné kontrole nad
procesem kvaseni, se od tohoto upustilo (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020) a pivo se zacalo
vyrabét fizenou fermentaci pomoci ptidani pivovarskych kvasnic; Saccharomyces cerevisiae
u svrchné kvaseného piva a Sacchaormyces pastorianus u spodn¢ kvaseného piva (Priest a
Campbell, 1996). Nicméng, i pfes nedostatecnou kontrolu pii kvaseni, se i nadale spontanné
kvaSend piva vyrabi. A to predevsim lambické pivo vyrabéné v Belgickych pivovarech, které
maji s vyrobou tohoto druhu piva dlouholetou tradici a historii, jelikoz pravé lambicka piva
se od nepaméti vari prave v okoli Bruselu (Spitaels et al., 2014a).

Lambicka piva se daji rozdélit do nékolik kategorii, které zavisi na procesu vyroby, délce
fermentace a dalSich pfidanych surovin. Nejvét§im rozdilem u vyroby lambického piva a
tradi¢nich piv je proces fermentace, ktery mlZze n¢kdy trvat az tii roky (Witrick, Pitts a
O’Keefe, 2020). Fermentace je rozd€lena do ¢tyt fazich a jejich celkova délka zdvisi na
vysledném produktu, kterého chceme dosahnout (De Roos a De Vuyst, 2018b).

Kvili své dlouhé dobé vyroby a potiebnych podminkéch pro spravnou inokulaci
mikroorganizmi do mladiny, se pocet pivovart vatici tento druh piva nepohybuje ve velkych
Cislech. A v této dob¢ se vétSina z nich vyskytuje na uzemi Belgie. 1 pfes vSechny tyto

prekazky se ale pivovary vafici spontdnné kvaSena piva daji objevit 1 v jinych zemich.



1 CHARAKTERISTIKA PIVA

1.1 Historie piva

Zacatek vyroby piva saha hluboko do historie. V prvni poloviné¢ dvacatého stoleti
panovala doménka, ze kolébka piva se nachazi v Egypté, odkud se napoj pozdéji rozsitil do
dalSich zemi. Archeologické nalezy ve starovéké Mezopotamii tuto doménku ale vyvraceji.
Pivo dokézali vafit jiz starovéci Sumérové. K tomuto objevu poslouzili i prace naseho
orientalisty Bedficha Hrozného (Chladek, 2007).

Archeologické nélezy podporuji teorii, ze pivo je nahodny objev u peceni chleba.
Pivovarské kvasnice nejsou schopny fermentovat Skrob z obilnych zrn, proto je nutné
predbézné kliceni, pti kterém jsou Skrob a bilkoviny enzymaticky hydrolyzovany na
jednoduché cukry a aminokyseliny. Ty déle kvasinkdm poskytuji hlavni ziviny pro
provadéni fermentace. Tento proces se mohl u vlkého obili stdit ndhodou. Diky tomu by
ptirozené se vyskytujici kvasnice mohli vytvofit primitivni pivo (Novak Vecernicek, 2015).

Je pravdépodobné a velice mozné, Ze népoj, vytvoreny z néjaké obilniny a samovoln¢
zkvaSeny, vznikl nezavisle na sobé na riznych mistech v piiblizné stejnou dobu. V kazdé
¢asti svéta vznikly rozdilné kvasené napoje, naptiklad v jithovychodni Asii se pilo ryzové
pivo, v Africe kvaSeny ndpoj z prosa a v Americe ptivodni obyvatelé pouzivali pro vyrobu
alkoholickych napoji kukuftici (Chladek, 2007).

V roce 1993 byl vydany prozatimni zakon o pivu (Vorldiufiges Biergesetz), ktery nahradil
diivejsi bavorskou regulaci (Bavarian Reinheitsgebot) z roku 1516. Ta stanovila, ze pouze
voda, sladovy je¢men a chmel se mlZe pouzivat pii vafeni spodné kvasené¢ho piva
v Némécku. Novy zékon piidal do seznamu pouZivanych surovin jesté pivovarské kvasnice

(Zybrt, 2005).

1.2 Definice piva podle platné legislativy

Pivo je definovano pomoci vyhlasky ¢. 248/2018 Sb. o pozadavcich na néapoje, kvasny
ocet a drozdi. Pivem se rozumi ,, penivy napoj vyrobeny zkvasenim mladiny pripravené ze
sladu, vody, neupraveného chmele, upraveného chmele nebo chmelovych vyrobkii, ktery
vedle kvasnym procesem vzniklého etanolu a oxidu uhlicitého obsahuje i urcitée mnozZstvi
neprokvaseného extraktu, slad lze do vyse jedné tretiny hmotnosti celkového extraktu

pivodni mladiny nahradit extraktem zejména cukru, obilného skrobu, nesladovanych



obilovin nebo ryze; u piv ochucenych mize byt obsah alkoholu zvysen pridavkem lihovin

nebo ostatnich alkoholickych napojit .

1.3 Spontanné kvaSena piva

Spontanni fermentace byla vyuzivdna pro tradic¢ni produkci piva, vina a jable¢ného
cideru. Nicméné, vyuziti spontanniho kvaSeni u piva bylo velice vyjmecné, kvuli
nedostatecné kontrole nad procesem kvaseni. I pfes tuto prekazku jsou lambicka piva stale
produkovany zkrze pravé spontanni fermentaci (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020). Spontanné
fermentovana piva se od klasicky fermentovanych li§i tim, Zze proces fermentace neni
zahajen pfidanim inokula kvasinek nebo bakterii jako startovacich kultur. Namisto toho,
mikrobiologicky rist zac¢ind pies nocni chlazeni uvafené mladiny v mélkych otevienych
nadobéach, které se nazyvaji chladici kdd€ nebo coolshipy (Priest a Campbell, 1996).

V ceské legislative, ve vyhlasce ¢. 248/2018 Sb., spontanné¢ kvaSené pivo neni piimo
definovéno. Spontanné¢ kvaSena piva v této legislativé patii pod skupinu atypickych pivnich
napoju definovano takto: ,, atypickym pivnim napojem ndpoj na bdzi piva s modifikovanym
podilem sladu nebo modifikovanym zpiisobem kvaseni “.

Nekteti vyrobci tento druh piva, kvili nedostatecné legislative, oznacuji pouze jako pivo,
nebo takzvané ,,divoké“ pivo, kde nazev odkazuje na vyuziti divoké, neboli spontanni,
fermentace. Oznaceni ,,Atypicky pivni ndpoj* pouzivaji velice neradi, protoZe véfi, ze takto
pojmenovany napoj si nikdo nekoupi (EuroZpravy.cz, 2019). Cesky pivovar Wild Creatures,
ktery vaii pouze spontanné¢ kvasena piva, oznacuje své vyrobky na etiketach jako Wild Ale

(Wild Creatures, 2022).

1.3.1 Lambic

Lambicky typ spontanné kvaseného piva je jeden z nejstarSich druht piva, kterd se vafi i
dnes, pii kterém fermentace trva az tii roky. Tradi¢né se tento druh piva vati do 15 kilometri
(n€kdo tvrdi pouze do 10 kilometri) od Bruselu (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020), pobliz
udoli feky Senne, v Belgii (Spitaels et al., 2014a).

Gueuze je tradi¢ni Belgické 1ahvové pivo (Boulton, 2013). Tradi¢né je tvofem smeési
mladého (okolo 1 roku) a starSiho (2-3 roky) lambického piva, které je nasledné lahvovéano
pro sekundarni fermentaci, kterd miize trvat dalsi 1 az 2 roky (Witrick, Pitts a O’Keefe,
2020). To nastava diky tomu, Ze mladé lambické pivo, které je soucasti smési jesté neni plné
zkvaSené a obsahuje cukry, které nastartuji sekundarni fermentaci u starSitho lambického

piva ve smési (Van Oevelen, De L’Escaille a Verachtert, 1976). Cim déle se Gueuze necha



sekundarné fermentovat v lahvi, tim vice druhti aromat Ize v lahvich najit (Witrick, Pitts a
O’Keefe, 2020).

Lambic doux je nejmladsi formou lambickych piva. Pivo je tradi¢né zakalené (Boulton,
2013). Prodava se ptfimo ze sudu po probéhnuti fermentace, po dobu nékolika tydnii az
jednoho roku (Guinard, 1990), coz je na lambicky druh piva povazovano za relativng kratkou
dobu. Pivo ma charakteristicky zakaleny vzhled a velmi kyselou chut' (Boulton, 2013).
Kavarna La Bécasse v Brusselu se proslavila pravé poddvanim tohoto typu piva (Guinard,
1990).

Lambic vieux je belgické pivo lambického typu, kde ptipona ,,vieux*, neboli ,,stara,
odkazuje na skute¢nost, ze fermentace musi probihat v sudu po dobu nejméné tii let a poté
v lahvi probiha sekundarni fermentace po dobu jednoho roku (Guinard, 1990). Lambic vieux
je pivo jasngj$i a piisobenim, pozdéji se vyskytujicich mikrobidlnich populaci, zejména
kvasinek kmenti Brettanomyces, poskytuje sussi a vinu podobné vlastnosti (Boulton, 2013).

Faro je tradi¢ni stolni pivo s nizkym obsahem alkoholu pro kazdodenni piti (Boulton,
2013). Faro bylo tradicné vyrabéno ze smési lambického piva a piva Meerts, coz je verze
lambického piva s velice nizkym podilem alkoholu. Kombinace méné cenové naroc¢ného
piva Meerts s lambickym pivem ud¢lalo Faro cenové dostupné pro kazdodenni pozivani
(Brewer, 2015). Tato smés byla poté oslazena pomoci titinového cukru (Keersmaecker,
1996), melasy nebo karamelu. Vyroba tohoto typu piva z vétSiny uz vymizela, ale nékolik
modernich verzi se stale vyrabi v Belgii. Tam jsou stéle slazeny né¢jakou formou cukru. Ale
po naplnéni do lahvi jsou pasterizovéany, aby nedochazelo k sekundéarni fermentaci (Boulton,
2013).

Meerts bier, doslova preloZeno jako bieznové pivo, odkazuje na skutecnost, ze v mnoha
zemich bylo béhem stfedoveéku vafeni piva sezonni okupaci (Guinard, 1990). Celoro¢ni
vatreni nebylo mozné, a to z diivodu nedostatecné kontroly kvality piva v teplejSich mésicich
roku. Na jafe, ke konci pivovarské sezOny, se vyrabéla proto specidlni piva s nizkym
obsahem alkoholu a chmele. Zamérem bylo, aby se takova piva konzumovala po celé 1éto,

jelikoz vyssi koncentrace alkoholu a chmele zajistila delsi trvanlivost (Boulton, 2013).

1.3.2 Wild Ales

Sikaru je nazev piva, ktery byl popsan v Mezopotamii asi 5000 let pfed naSim
letopoctem, vyrabéné Suméry (Keersmaecker, 1996). Pivo se vyrabélo ze Spaldy, jeCmene
nebo smési téchto dvou obilnin (Boulton, 2013). Nakonec se produkt ochutil kofenim,

zejména skofici (Keersmaecker, 1996). Jelikoz fermentace probihala spontanné, bere se



Sikaru za pfedchidce modernich belgickych lambickych piv, které se také vyrabi spontanni
fermentaci (Boulton, 2013).

Vlamsky cervenohnédy Ale je vyrdabén z opecCenych sladii, které pivu dodavaji
nacervenalé zabarveni. Typicky je tento druh piva kysely s ovocnou ptichuti (Brewer, 2015).
Pivo je svrchné kvasené a vyuziva smés kultur kmenti pivnich kvasinek a bakterii mlééného
kvaseni. Pivo vétSinou prochézi velmi dlouhou fermentaci, a to v fddu mésicich az nékolika
letech v dfevénych sudech. Pozadovana chut’ se ziskava michanim mlad¢ a staré Sarze, stejné
jako u piva druhu Gueuze (Boulton, 2013). V této dob¢é se tento druh vyrabi nejcastéji
smichanim mladého svrchné kvaseného piva se spontané kvasenym pivem, které zralo
v dievenych sudech nejméné 18 mésicti (De Roos a De Vuyst, 2018Db).

Americka chladné pivo, American Coolship Ale, je typ spontanné fermentovaného piva,
které vyuziva podobné vyrobni metody jako tradi¢ni belgické lambiky, ve snaze vytvofit
podobny styl kyselého piva (Bokulich et al., 2012). Tyto piva jsou produkovany jako piva
sezonni (De Roos a De Vuyst, 2018b).

1.3.3 Ovocna piva

Kriek je typ ovocného piva, které je velice Casto asociovano s Belgii. To z toho diivodu,
ze je tradi¢né vyrabéno smési lambického piva a macerovanych visni. Samotné jméno Kriek
pochézi z vlamského slova pro tfesen (Keersmaecker, 1996). Ovocna dfent je piidana do
tankt, aby se zaklad piva i pfidané ovocné dieii mohla ucastnint spontanni fermentace az po
dobu nékolika mésicii. Po naplnéni do lahvi se pivo podrobi sekundarni fermentaci. U tohoto
druhu piva existuji 1 vyjimky, které nejsou zaloZené na Lambiku. Moderné;jsi druh tohoto
piva nahrazuje ovocnou dien sirupy a tak urychluji vyrobni proces (Boulton, 2013).

Framboise je ovocné pivo spojené s Belgii a tradicné vyrabéno smési lambického piva a
macerovanych malin (Keersmaecker, 1996). Nazev Framboise pochdzi z francouzkého
slova pro maliny (Brewer, 2015). Maliny jsou pfidavany do tankt tak, aby se jak zakladni
pivo, tak duZiny ovoce mohly ucastnit spontanni fermentace po dobu né€kolika mésici.
Vysledné pivo je nasledné¢ smichano s Cerstvym lambikem a po naplnéni do lahvi se
podrobuje dlouhé sekundérni fermentaci (Boulton, 2013). Typické pivo tohoto druhu je na

sladsi strané (Brewer, 2015).



1.4 Suroviny pro vyrobu piva

14.1 Voda

vvvvvv

s nejveétsi celkovou hmotnostni slozkou, kterou Ize jen tézko dopravit z jednoho mista na
druhé (Mosher a Trantham, 2017). Kone¢né pivo totiz obsahuje 90-98 % vody. Jelikoz je
voda nejvétsi slozkou vyuzitou pii vyrobé piva, ma tento komponent drasticky impakt jak
na konec¢ny produkt, tak na proces (Boulton, 2013). Spotieba vody mnohokrat pievysuje
objem vyrobeného piva; na vyrobu jednoho litru se spotfebuje v zavislosti na velikosti a
technickém stavu pivovaru od 7 do 12 litri vody (Chladek, 2007). Proto i dnes pivovary
ziskavaji tuto slozku lokaln€. Voda sama o sobé mé velmi malou vlastni chut’ a proto je
snadné piehlédnout ptinos této suroviny (Mosher a Trantham, 2017).

V pivovarnictvi se voda da rozd¢lit podle ucelu pouziti do tii skupin. Nejvétsi skupinu
tvori varni voda pro pfipravu piva jako surovina. Dalsi skupinu tvofi myci a sterila¢ni voda,
kterd musi byt bez mikroorganizmili a chemickych kontaminantii. Posledni skupinu tvoii
provozni voda (Basafova, 2010).

Kvili pottebé velkého mnozstvi kvalitni vody se pivovary vzdy stavély v mistech, kde
napiiklad svétlé lezaky potiebuji na svoji vyrobu mékkou vodu (Boulton, 2013).

Pfirodni voda ptedstavuje velmi zfedény roztok soli a rozpusténych plynd, ptipadné
suspendovanych organickych a anorganickych latek. Obsah nerostnych latek je dan geologii
mista piivodu vody. Voda v ptirod¢ se da rozdélit do dvou kategorii, a to na vodu spodni a
povrchvou (Chladek, 2007). Spodni vody pochézeji z prament, studni nebo z vrtii. Také
obsahuji méné organickych latek a mikroorganizmi v porovnani s povrchovou vodou. Ty
jsou naopak z hlediska cCistoty podstatné horsi. Obsahuji vice suspendovanych latek, ¢asto
také 1 nepfipustné mnozstvi rozpusténych anorganickych a organickych kontaminanti
(Basatrova, 2010).

Dalsim dilezitym kritériem posuzovani kvality vody pro pivovarské tcely je jeji tvrdost,
tvofend obsahem iontl kovl alkalickych zemin, zejména vapniku a hot¢iku. Tvrdost vody
se déli na ptechodnou a trvalou, kde pfechodna je tvofena hydrogenuhli¢itany, které se
varem rozkladaji (Chladek, 2007). Pfechodna tvrdost je pouze doCasnd, nebot’ jde odstranit
varem. Trvala tvrdost je tvofena vapenatymi a hofecnatymi solemi, které jsou stale a nejde
odstranit varem. Zmekceni trvale tvrdé vody 1ze dosahnout chemickymi Gipravami, pro vétsi

mnozstvi se bézn¢ pouzivaji iontomeéniCoveé pryskytice (Boulton. 2013). Celkova tvrdost se



pak vypocitd souctem piechodné a trvalé tvrdosti. Tvrdost vody se vyjadfuje nejcastéji
v mmol/l (dfive se také pouzivaly némecké stupné °D), kdy 1 °D je pfiblizn¢ 0,0179 mmol/l.
Podle této hodnoty se tvrdost vody d€li na mekké do 1,3 mmol/l (do 7 °D), sttedné tvrdé do
2,5 mmol/l (do 14 °D), tvrdé do 3,8 mmol/l (do 21,3 °D) a velmi tvrdé nad 5,3 mmol/I (do
21,3 °D) (Basarova, 2010).

1.4.2 Slad a sladové surogaty

Slad se prevazné¢ vyrabi ze sladovnického dvouradého je¢mene (Chladek, 2007).
Nejcastéji z jarnich je¢mentd. Druh vybrané odrudy jeCmene poté vyrazné ovliviiuje kvalitu
sladu a z n&j vyrobeného piva (Basatova, 2010). Ostatni obilniny se sladuji ze specifickych
davodu, vétsinou pro vyrobu specidlnich piv (Van Oevelen et al., 1977), nebo se ostatni
obiloviny a ndhrazky sladu pouzivaji z ekonomickych divodii. Ryze nebo Ciroka se pouziva
napftiklad pro vyrobu bezlepkovych druhi piv (Basatova, 2010).

P3eni¢ny slad se vyuziva pii vyrobé takzvaného bilého piva. Zitny slad se pouziva malo
ve vyrob¢ piva, kviili pomalé separaci mladiny a kone¢ného zakalu ve vysledném pivu, ale
pouziva se pti vyrobé zZitné whisky v Kanadé (Van Oevelen et al., 1977).

Néhrazky sladu se déli podle zpisobu zpracovani na Skrobnaté (ty které jsou nepiimo
zpracovatelné) a na cukernaté (ty které jsou ptimo zpracovatelné). Mezi $krobnaté nahrazky
sladu mizeme zaradit nesladované obiloviny (kukufice, ryze, pSenice, Cirok ¢i oves),
Skrobnaté vyluhy, sirupy a koncentraty, a specidlni sladové nahrazky. Jako cukernaté
nahrazky bereme krystalovy cukr, surovy cukr, invertni cukr nebo Skrobovy cukr (Basatova,
2010).

Prvni ¢ast procesu sladovani napodobuje to, co by se stalo v pfirod¢, kdyby se zrna
je¢mene nechala kli¢it na poli (Stewart et al., 2017). Zrno je nejprve ponozeno do studené
vody, tento proces se opakuje dvakrat az tiikrat. Hlavnim cilem tohoto procesu je zvysit
vlkost zrna na hodnotu okolo 45 % (Mosher a Trantham, 2017). Jakmile jsou zrna dikladné
mokra, nechaji se kli¢it. V tomto okamziku zrno produkuje a uvoliiuje rostlinny hormon,
giberelin, ktery aktivuje aleuronovou vrstvu zrna k produkci enzymi (Stewart et al., 2017).
Nasledujici proces se nazyva hvozdéni. To zastavuje proces kli¢eni pomoci horkého
vzduchu; pii tomto procesu se také vyviji barva a chut’ sladu. Nakonec se mechanicky

odstrani kofeny a slad je ptipraven k pouziti (Van Oevelen et al., 1977).



1.4.3 Chmel

Chmel se ze zacatku nevyuzival, v historickych receptech se ¢asto nachazi naopak jiné
pridavky, kterymi byl vysledny produkt ochucen. Na to se vyuzivaly rizné rostliny, ovoce,
zelenina a kofeni. Tento seznam je pomérné rozsahly. Zatimco chmel se pfi vafeni pouzival
uz n¢kdy v 800 letech, az ve 13. stoletim se chmel stal konzistentni pfisadou pii ochucovéni
(Mosher a Trantham, 2017).

Chmel otacivy (Obr. 1), rostlina latinsky nazyvana Humulus lupulus L., je popinava,
bylinna trvalka z ¢eledi Cannabaceae (Boulton, 2013). Rostlina je dvoudoma a pro vareni
piva je nejzadangjsi kvétina produkovand samici rostlinou (Mosher a Trantham, 2017).
Chmel otacivy se jeste rozliSuje na 3 dalsi poddruhy, a to chmel evropsky (ktery se da rozlisit
na tfi variety), chmel novomexicky a chmel srd¢itolisty (Basatova, 2010). Po opyleni samci
rostlinou zacind produkce semen, které vyrazné snizuji uzitecnost kvétii pro vateni piva.
Péstovatelé chmele proto pracuji na zajisténi pouze samici rostliny na poli (Mosher a
Trantham, 2017). Kvéty chmele se nyni vyuzivaji jen v minimalnim mnozstvi pivovart, kde
vafi pivo jesté tradicnim zpisobem. VéEtSina pivovarih nyni vyuzivd zpracovany chmel,

bud’to jako chmelovy extrakt nebo pelety pfipravené z mletych kvéth (Priest a Campbell,

1996).
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Obr. 1 Schématicky popis chmelové Sistice, prelozeno (Olsovska et al., 2016)
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Pro vyrobu piva jsou nejdileZzitéjSimi slozkami, které chmel obsahuje pryskyfice, silice a
fenolické latky (Priest a Campbell, 1996). Tyto slozky se ale vyvafii, pokud se mladina necha
varit dostate¢cné dlouhou dobu. Z toho dvodu, pokud si sladek tyto slouceniny pieje

zachovat v konecném vyrobku, se chmel pfidava v poslednich péti az deseti minutach varu.



Razné druhy chmele jsou speciadlné kultivovany, aby obsahovaly vyssi hodnoty téchto
sloucenin a pouzivaly se tedy jako aromaticky chmel pfi vafeni (Mosher a Trantham, 2017).
mekké chmelové pryskytice, mezi které patii speficické a-hotké kyseliny a B-hotké
kyseliny, dale pak nespecifické mekké pryskytice a tvrdé pryskyfice.

a-Kyseliny jsou tvofeny smési sedmi, dosud zndmych, analogli humulonu — humulon,
kohumulon, adhumulon, prehumulon, posthumulon, adhumulon a adprehumulon. Analogy
se lisi acylovym zbytkem. B-Kyseliny jsou piirozenou smeési péti a vice analogti lupulonu —
lupulon, kolupulon, adlupulon, prelupulon a postlupulon (Basatova, 2010).

Tyto kyseliny jsou béhem vareni izomerovany do vice hotké iso-a-kyseliny isohumulon
a iso-B-kyseliny lupulonu (Priest a Campbell, 1996). Po izomeracu jsou odpoveédné nejen za
intenzitu hotkosti piva, ktera zalezi na vydatnosti a ddvce chmeleni, ale také jsou odpovédné
za charakter hotkosti, ktery je ovlivnén slozenim a oxida¢nimi zménami spektra hotskych
latek (Basatfova, 2010). Chmel se muze ptidavat v jakékoliv fazi vatreni v zavislosti na tom,

jaky chce mit sladek vysledek (Boulton, 2013).

1.4.4 Kultury pivovarskych kvasinek

Kvasinky (Obr. 2) jsou jednobunétné eukaryotické organizmy. VétSina kvasinek je
rozmnoZovana nepohlavné mitézou. Kvasinky, které se ale vyuzivaji k vafeni piva nejvice,
jsou reproduktovany asymetrickym procesem zvany puceni (Mosher a Trantham, 2017).

Pivovarské kvasnice 1ze rozd¢lit do dvou skupin, kvasnice pro vyrobu svrchné kvaseného
piva a kvasnice pro vyrobu spodné kvaSeného piva. Kvasnice jsou rozdéleny podle mista,
kde jsou nejcastéji aktivni (Mosher a Trantham, 2017).

Tradi¢né jsou to Saccharomyces cerevisiae (dale S. cerevisiae), které se vyuzivaji pii
vyrobé svrchné kvaseného piva (Stewart et al., 2017). Tyto kvasnice se po fermentaci
sesbirdvaji odstranénim takzvané kvasnicové hlavy nebo vrchnich kvasinek, které se zvedly
na povrch aktivni fermentace (Priest a Campbell, 1996). Tyto kvasinky jsou nejvice aktivni
pii teplotach 16-21°C.

Pro spodné kvaSend piva se naopak pouZzivaji nejvice kvasinky z kmene Saccharomyces
pastorianus (dale S. pastorianus). Tyto kvasinky mohou fermentovat i pii vysSich teplotach
nez S. cerevisiae ale naopak zlstavaji aktivni pifi nizkych teplotich az 5 °C (Mosher a
Trantham, 2017). Tento druh kvasinek pfi fermentaci nevytvati kvasnicové hlavy, a proto se

musi na konci fermentace posbirat ze dna nadoby (Priest a Campbell, 1996). S. pastorianus



byly v minulosti nazyvany jako Saccharomyces wuvarum (déale S. wuvarum) nebo

Saccharomyces carlsbergensis (dale S. carlsbergensis) (Stewart et al., 2017).
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Obr. 2 Schéma bunky kvasinky, prelozeno (Tofalo a Suzzi, 2016)



2 TECHNOLOGIE VYROBY PIVA

Proces vyroby piva je velice slozity a zdlouhavy. V pribéhu vyroby piva se vysttida
nekolik fazi, kde kazda z nich ma urcitou funkci a vliv na konecny vysledek. Zacatek tohoto
procesu zacina sladovanim a vyrobou sladu. Nasledn¢ se pfipravuje mladina Srotovanim
(mletim) sladu, vystiranim a zapafovanim, rmutovanim, scezovanim sladiny a chmelovarem.
Jednim z poslednich krokt je chlazeni mladiny, proces fermentace a zrani piva (Basafova,
2010). Na obrazku 3 si muzete prohlédnout zakladni schéma vyroby piva tradicnim
zpusobem.

Spontanni fermentace byla vyuzivdna pro tradic¢ni produkci piva, vina a jable¢ného
cideru. Nicméné, vyuZziti spontdnniho kvaseni u piva, bylo velice vyjimecné, kvili
nedostate¢né kontrole nad procesem kvaSeni. I ptes tuto prekazku jsou lambické piva stle
produkovéna pravé pomoci spontanni fermentace (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020).
Spontann¢ fermentovana piva se od klasicky fermentovanych 1isi tim, Ze proces fermentace
neni zahdjen pfiddnim inokula kvasinek nebo bakterii jako startovacich kultur (Spitaels et
al., 2014a). Namisto toho mikrobiologicky rist zacina pfes nocni chlazeni uvatené mladiny
v mélkych otevienych nadobach, které se nazyvaji chladici kadé nebo coolshipy (Priest a

Campbell, 1996).
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Obr. 3 Schéma vyroby rizenym zpiisobem fermentace, prelozeno (Wunderlich a Back,

2009)



2.1 Vyroba sladiny

Vétsina pivovara zacind proces vaieni piva v tomto bodé€, po nakupu sladového zrna od
sladovnika. Sladové zrno se mechanickym procesem rozdrti, aby se odkryl endosperm plny
bilého Skrobu. Tento krok se nazyva Srotovani (Mosher a Trantham, 2017). Odkryti
endospermu je nutné pro fyzikalné-chemické a enzymové reakce ve varné (Basatova, 2010).
Vysledny Srot, rozbité kousky sladu a obalové vrstvy, mize byt jemny jako prasek nebo
pouze mirn¢ rozdrceny, to zavisi na pozadavcich sladka a nastrojovém vybaveni varny
(Mosher a Trantham, 2017). Srot je spolu s vodou smichan ve vystiraci kadi, nebo na
rmutovystiraci panvi. Této smési se fika vystirka. Cilem vystirani je dobfe smichat sladovy
Srot a varni vodu. Slad obsahuje pouze maly obsah ve vodé rozpustnych latek (cukry —
sachardza, maltoza, glukéza a fruktdza, lipidy, polyfenoly). Svétla piva se vaii s vétSim
nalevem vody pro ziskani fidSiho rmutu. Naopak pro tmava piva se vaii s mensim nalevem
vody pro husty rmut. Doba vystirani se pohybuje mezi 10 az 30 minut (Basatova, 2010).

Vystirka se nasledné zacne pomalu zahfivat, neboli rmutovat. Cilem rmutovani je
rozstépit a prevést optimalni podil extraktu do roztoku pro dalsi technologicky postup a urcit
kvalitu piva (Basatova, 2010). Skrobova zrna, ktera jsou obsazend v rozemletém sladu,
zacinaji pomalu bobtnat a pfi urcité teploté¢ z nich vznika Skrobovy maz. Smés se dale
zahtiva, kdy skrobovy maz postupné ztekucuje pti nizsi cukrotvorné teloté, a pak zcukiuje
pfi vyssi cukrotvorné teploté (Chladek, 2007).

Existuji tf1 hlavni metody rmutovani. Infuzni, dekokéni a dvojité rmutovani (Stewart et
al., 2017). Zpasob rmutovani ovliviiuje kvalitu mladiny, a jednotlivé postupy se lisi
teplotami vystirky a rychlostmi vyhiivani (Basatfova, 2010). Infazni zplsob pifedstavuje
jednodussi zptsob vyroby nez dekokcni zpiisob, a to z diivodu toho, Ze infizni zplsob
potiebuje pouze jednu varnou nadobu, zatimco dekokéni rmutovani potiebuje dvé. V Ceské
republice je nejcastejsi zptisob rmutovani dekokeni, a to na dva rmuty. Infazni rmutovani se
pak upfednostiuje v fadé¢ jinych zemi jako je Velka Britanie nebo Némecko (Chladek, 2007).
Dvojité rmutovani, znamé jako americky systém dvojitého rmutu, se vyuziva kdyzZ obilné
surogaty, kukufice, ryze nebo pSenice, vyzaduji ptedvareni pied ptidanim do sladové kase
(Stewart et al., 2017). U spontanné kvasenych piv lambického typu je to poté také dekokéni
zpisob, a to hlavné proto, Ze dekokéni rmutovani vyuziva nizsi pomér vody k zrnu a je
ucingjsi k extrakei sacharidi ze zrna (De Roos a De Vuyst, 2018b). Tyto postupy se lisi
predevsim v tom, jak dlouho ptlisobi riizné teploty, pii kterych jsou optimalné aktivni urcité

enzymy ve sladu. Kyselinotvorna teplota, kterd je mezi 35 a 38 °C, zvySuje aciditu a



podporuje v rozpousténi latek extraktu. Peptonizacni teplota, mezi 45 az 50 °C, ziskdvame
zaparovanim. Podporuje proteolyzu a stépeni fosforecnant a neskrobovych polysacharidi,
to neptimo podporuje amylolyzu skrobu. Nizsi cukrotvornd teplota se pohybuje mezi 60 a
65 °C a v roztoku zvysuje piredevsim podil redukujicich cukrt. Vyssi cukrotvorna teplota,
kterd se nachdzi mezi 70 a 75 °C, je naopak diilezitd pro optimalni pisobeni a-amylasy
(Basatova, 2010).

Po konci rmutovani se musi vznikla smés rozd¢lit na dvé ¢asti. U klasického nélevového
rmutu probiha separace ve stejné nadob¢, rmutovaci kadi. U jinych systému se rmut prevadi
do dalsi nadoby, scezovaci kdd¢ nebo rmutového filtru. Oba tyto systému urychluji proces
separace. Scezovaci kad’ urychluje rozdéleji diky velkému priméru kadé a tim i mensi vrstvy
zrna. Rmutovaci filtr vyuziva tlak, velkou filtrovaci oblast a velmi tenkou vrstvu rmutu pro
rychlej$i separaci a extrakci (Stewart et al., 2017). Rmut se rozd¢luje na kapalnou cast,
sladinu, a na pevnou ¢ast, kterd se nazyva mlato. Prvni ¢ast sladiny je kalna, a proto se vraci

zpét a proces se opakuje (Chladek, 2007).

2.2 Vyroba mladiny

Po rmutovani nastava vatreni. Do sladiny se pfida chmel a povafi se, tim vznika mladina.
Vétsinou se piida bud'to chmelovy granulat nebo granulat v kombinaci s chmelovym
extraktem. Proto se tento krok nazyva také ,,chmelovar. Chmelovar trva ptiblizn¢ 90 minut
a to zdavodu prevedeni hotkych latek zchmele, jejich Castecnd zména a odstranéni
nezadoucich tékavych latek z vatici se mladiny (Chladek, 2007). Pfi chmelovaru probiha
fada riiznych reakci, jak fyzikalnich, chemickych tak 1 biologickych. Vysledek téchto reakci,
které poté nalezneme ve slozeni mladiny, ovlivituje dalsi pribéh vyroby a vlastnosti piva
(Basatrova, 2010).

Chmelovar ma nékolik funkei.

Prvni funkcti je sterilizace, nebot’ pii pfiprave sladiny nejsou nutné zadné kroky, které by
zabranili mikrobidlnimu znehodnoceni. Po varu sladiny jsou uZ takovéa ochranna opatieni
povinnd, v tomto kroku tedy vateni mladiny zajist'uje jeji sterilitu.

Dalsi funkci je denaturace sladu a inaktivace enzymi. Tato funkce je velice dulezita,
nebot’ kdyby tento krok nenastal, slad a enzymy, které¢ by dale pretrvavali v hotové mlading,
by mohli pokradovat ve zméndch sloZzeni. To by do procesu vyroby piva vneslo
nekonzistenci.

Dale se béhem vyroby mladiny keaguluji proteiny, snizi se pH mladiny a odpatfi se voda,

¢im se snizi objem a zvysi se koncentrace mladiny (Boulton, 2013).



V chmelovaru se také rozpousti a izomeruji horké latky chmele, které zplsobuji
vyslednou hotkost v pivé, také se tvoii produkty Maillardovy reakce, nebo se zvysuje
acidita. Urcity druh chmele a sladu také pii chmelovaru ur¢i vyslednou barvu produktu
(Basatrova, 2010).

Po skonéeni chmelovaru obsahuje mladina hrubé kaly. Tyto kaly jsou vysrazené
bilkovinné vlocky a dalsi ¢astecky ze sladu a chmele. Odstranéni téchto kald probihd ve
vitivé kadi, kde se vysokou rychlosti nacerpa mladina, ktera se v kadi roztoci. Sily, vyvolané
pohybem rotujici mladiny, poté vynesou t€zsi kaly ke stfedu vitivé kadé, kde se ukladaji ve
formé kuzelu (Mosher a Trantham, 2017). Krom¢ vyiivé kadi Ize kaly odstranit také
sedimentaci, odstfed’ovanim ¢i filtraci.

Mladina se odcerpa do vybraného chladice, v tomto okamziku ma teplotu okolo 95 °C, a
musi se zchladit na teplotu 6 °C. Pro chlazeni se vyhradné vyuzivaji uzaviené jedno- a
dvoustupnové chladice. Jedna se o deskové nerezové zarizeni, které je tvorené soustavou
desek, mezi nimi stiidave proudi chlazend mladina a chladici médium. Jako chladici médium

se nejcastéji pouziva voda (Chladek, 2007).

2.3 Fermentace

Fermentace piva poukazuje na ¢ast vyroby, ve kterém je mladina pfeménovana v mladé
pivo. Tento proces probihd diky kvasinkam; obvykle ¢isté kultury vybraného kmene.
Taxonomicky kvasinky patfi k houbam. Podle European Brewery Convention jsou
pivovarské kvasinky definovany jako kulturni kvasinky k produkci spodné nebo svrchné
kvasenych piv. Diky této Siroké definice lze mezi tyto kvasinky zahrnout i ty méné
pouzivané, potiebné k vyrobé specialnich piv (Basafova, 2010). Nekdy se misto Cistych
kultur miZe vyuzit smes dvou nebo vice druhi kmene kvasinek nebo velmi vzacné smés
kvasinek a bakterii. Krasou fermentace je fizeni riistu kvasinek a metabolizmu téchto
organizml. Béhem fermentace kvasinky rostou diky Zivin, které se nachdzi v mladiné
(Boulton, 2013). Kvasinky vyuZivaji cukry a dalsi Ziviny na produkci ethanolu, oxidu
uhli¢itého CO», novych kvasinek a velkého mnozstvi chuti (Stewart et al., 2017; Cuvas-
Limon et al., 2021). Tato reakce byla popsano poprvé Gay-Lusssacovou rovnici, kterd uvadi,
ze z kazdé molekuly zfermentované glukozy se vytvoii dvé molekuly ethanolu a dvé
molekuly CO> (Boulton, 2013).

Ve skutecnosti je to ale tak, Ze za aerobnich podminek kvasinky metabolizuji glukézu na

dvé molekuly pyruvatu. Tento proces je popsdn Embden-Meyerhof-Parnasovou drahou



neboli glykolyzou, a poté, prostfednictvim Krebsova cyklu a oxida¢ni fosforylace vznika
oxid uhli¢ity CO; a voda s velkou energetickou hodnotou (Stewart et al., 2017).

Existuji riizné faktory, které ovliviiuji prubéh hlavniho kvaseni, mezi ty rozhodujici urcité
patii slozeni mladiny a jeji koncentrace, vlasnosti pouzit¢ho kmene kvasinek a jeho vitalita
a viabilita. Teplotni pribéh kvaSeni a regulace teploty, doba kvaseni, stupen provzdusnéni
mladiny a kvasnic. Davka kvasnic a zplsob zakvaSovani je dalsi dulezity faktor, ktery
ovlivni vysledek (Basatova, 2010). Tyto parametry Ize jednoznacné Iépe ovlivnit pfi vyrobé

piva fermentovaného fizenou fermentaci.

2.3.1 Rizena fermentace

Mezi fizenou fermentaci fadime dva druhy zptisobu kvaseni, a to svrchni kvaseni a spodni
kvaseni piva.

Spodni kvaSeni piva probihd diky pfidanym kulturdm Saccharomyces pastorianus, pro
produkeci piva typu lager neboli lezék (De Roos a De Vuyst, 2018b). Produkce tohoto typu
piva 8ahéd do 90 % celkové produkce vSech druhli piva po celém svété. Tato kvasinka je
exkluzivni pro vyrobu spodné kvaSenych piv (Dufour et al., 2013).

Svrchné kvaSena piva vyuzivaji pfi fermentaci jako startérovou kulturu kmeny kvasinky
S. cerevisiae (De Roos a De Vuyst, 2018b; Cuvas-Limon et al., 2021).

Hlavnimi rozdily mezi svrchnimi a spodnimi kvasinkami patii sloZzeni genetického
materialu, rozdilné slozeni bunéénych stén ¢i rist na jinych specifickych pudach (Basatova,

2010).

2.3.2 Spontanni fermentace

Spontanni kvaSeni piva je méné Casté. Nejznaméjsi druh piva vyuzivajici tento druh
kvaseni jsou kyselé Ale piva, lambicka piva, kterd pochazi z Belgie, a jejich méné znami
potomci ,,chladna piva* pochéazejici z Ameriky (Petruzzi et al., 2015). Sice jsou si tyto druhy
piva velice malo podobné, ale maji jeden faktor, ktery je sjednocuje. A to ten, Ze vSech chybi
jakékoliv ptidani startérovych kultur (Bokulich a Bamforth, 2013).

Tento druh piva se tradi¢né ziskavé inokulaci mladiny vzduchem v otevienych chladicich
nadobach (De Roos a De Vuyst, 2018b), ve kterych se miZzou nachédzet zbytky
pivovarnickych kvasnic z pfedchoziho naplnéni mladinou. A také inokulaci bakteriemi,
které se vnich objevuji v pribéhu nocni expozice (Bokulich a Bamforth, 2013; Petruzzi et

al., 2015).



Do spontanni fermentace také nesmime zapomenout zafadit ovocna piva, kde muze
probihat spontanni ovocné fermentace. Ta probihd diky pfidani celych ovocnych plodt do
fermentujicich lambikl v difevénych sudech. Cukr, ktery se v ovoci nachazi, poté spusti
sekundarni spontanni fermentaci (Daenen et al., 2008). Nejcastéjsi mikroorganizmy, které
pochazeji z ovoce a napomahaji kvaseni, jsou kvasinky z rodu Brettanomyces (De Roos a

De Vuyst, 2018b).

2.4 Zrani

Zrani mladého piva je velice dllezitym krokem pro produkci stabilniho a kvalitniho
produktu. Tento krok se také nékdy nazyva kondicionovani nebo dokvasovani. Mladé pivo
je nazyvané takeé jako zelené pivo, protoze ma Casto aromaticky charakter zelenych jablek
diky obsahu acetaldehydu (Stewart et al., 2017). Cilem tohoto kroku je pomalé zkvaSovani
sacharidi pii nizkych teplotach (Basarova, 2010). Kromé acetaldehydu, toto zelené pivo
obsahuje také diacetyl a dal$i nezadouci vedlejsi produkty fermentace, které musi byt
odstranény. I kdyz jsou tyto vedlejsi produkty obsazeny jen ve velice malych mnozstvich,
dokazi mit veliky vliv na chut’ a aroma piva. V lezackych tancich, kde je pivo po hlavni
fermentaci precerpano, muze dochéazet k sekundarni fermentaci (Priest a Campbell, 1996).
Pti tradiénim postupu pivo zraje v lezackych nadobach, ve sklepich nebo v chlazenych
budovéch tak, aby byla zajiSténa stala nizka teplota. V modernich postupech se vyuzivaji
velkoobjemové izolované nadoby jako Uni-tanky, Asahi-tanky ¢i cylindrokonické tanky.
Pro svrchné kvasend piva je také speficické zrani piva v lahvich (Basatova, 2010).

Proces zrani mladého piva trva v zavislosti na druhu piva. U lezakd to mize byt az vice
nez 6 mésicl, u svrchné kvasenych piv pak minimalné mésic. To vSe v zavislosti na
celkovém obsahu alkoholu. Rozdil, v dob¢ zrédni, je z ditvodu teplot, pfi kterych kvasnice

pracuji (Mosher a Trantham, 2017).

2.5 Finalni upravy piva

Mezi finalni upravy piva patii filtrace a pasterace. Poté jsou dal$imi kroky jenom staceni

a expedice.

2.5.1 Filtrace

v

Filtrace ma velice vyznamné misto ve vyrobé piva a v nynéjsi dob¢ je obvyklé filtrovat

pivo do Uplné cirosti (Priest a Campbell, 1996). Velikou ¢ast tvoii scezovani na scezovaci



nadobé ¢i filtrace sladiny. Filtrovani mladiny jiz neni tak ¢asté, vice se filtrace pouziva pfi
zahustovani kvasnic a zpétné separaci piva z nich (Basatova, 2010).

Kdyz se podivame na techniky vyuzivané v poslednich letech, vSimneme si, Ze se
v pivovarnistvi ve vétsi mife uplatiiluje membranova technika. A to proto, Ze pifi tomto
zpisobu filtrace lze presné vymezit velikost port, které zajisti odstranéni specifickych latek
diky rozdilné velikosti molekul. Filtra¢ni materidly Ize rozdé€lit do tfi zdkladnich skupin, na
vlaknité, zrnité a praskovité, a nakonec na porovité (Régener, 2021).

Mezi vlaknité filtracni materidly patii pivovarska hmota, coz je vlaknity material; dnes je
jiz malo pouzivany. Tato hmota je vyrobena z bavinéného linteru a méa dlouhou Zivotnost.
Jelikoz je vyrabéna z textilnich odpadl, musi se nejdiive vycistit a vybélit. (Basatova, 2010).
Mezi tento druh materiala patii i syntetické tkaniny, ale ani ty se jizZ moc nevyuzivaji. Tyto
nejsou tak popularni (Slaby, Stérba a Olsovska, 2018).

Mezi préaskovité filtracni materidly mizeme zaradit kiemelinu. V soucasnosti je
kiemelina nejrozsitenéjsi filtracni materidl. Pfed pouzitim musi projit ipravou, a to bud’to
kalcinaci nebo mokrou cestou. Kalcinace probiha budto za vysockych teplot, kdyz
kfemelina obsahuje nizsi obsah Zeleza, nebo pii nizsich teplotach, kdyz se jedna o kifemelinu
z kvalitnich loZisek. Uprava mokrou cestou je pouzivana pro kiemeliny s vysokym obsahem
7eleza. Je jak finanéng, tak i asové vice naro¢na (Slaby, Stérba a Olsovska, 2018). Vyhodou
kfemeliny je jeji inertnost vii¢i pivu a vysoka porovitost, nevyhodou je pak jeji jednordzové
pouziti, které se mize projevit na nakladech pro likvidaci. Mezi dal$i praskové materidly
patii perlit, aktivni uhli ¢i silikagely (Basatfova, 2010). Perlit je produkt vyrobeny
z kemicitanti, vyhodou perlitu je vysSi pratocnost a prostupnost nez u kiemeliny,
nevyhodou jsou ale nizsi filtraéni schopnosti, a niZ§i ostrost filtrace (Slaby, Stérba a
Olsovska, 2018).

Pérovité materialy jsou ty membrany, které jsou vyrabéné z plastu, kovu ¢1 keramiky

(Basatova, 2010).

2.5.2 Pasterace

Cilem pasterace je zajisténi biologické trvanlivosti piva. Pasterace je tepelna inaktivace
mikroorganizmd, které by mohly zkazit pivo. Sterilizace je naopak teplena inaktivace vSech
mikroorganizmd.

Vyuzivaji se dva typy pasterace. A to bud'to tunelova nebo pritokova.



Pti vstupu lahvi do tunelového pasteru se prohiivé obal a od n¢j i pivo. V pasteru se fady
uzavienych oball pohybuji az 60 minut vpted. Teplota se postupné zvysuje a opé€t snizuje
pomoci sprchovani vodou. Pouziva se pasteracni teplota 60 az 62 °C a vydrz 15 az 20 minut.

Jako pritokovy paster se nejCastéji vyuziva deskovy tepelny vyménik. K ohfevu na
pasteracni teplotu 72 °C se vyuziva sekce vyhiivand parou ¢i horkou vodou. Deskovy
vyménik mé nékolik sekei a samotna pasterace trva pouze 30 az 40 sekund a po ni nasleduje

chlazeni (Basarova, 2010).

2.6 Specifika ve vyrobé lambického typu piva

Prvni faze procesu vyroby lambikd jsou podobné vyrobé piva typu Lager nebo Ale, i kdyz
se vyskytuji urcité rozdily, které hraji zdsadni roli v dal§im pribéhu vyroby (De Roos a De
Vuyst, 2018b). Tyto rozdily jsou graficky zndzornény na obrazku 4.

Velky rozdil spociva vtom, ze v prubéhu rmutovani je sladovy jeCmen smichan
s minimem 35 % nesladované pSenice. Nékde lze najit, Ze spravné mnozstvi nesladové
pSenice je az 40 % (Van Oevelen, De L’Escaille a Verachtert, 1976). Pfidani této pSenice,
kterd ma nizky obsah endogennich enzymi, vede k vysokym koncentracim maltodextridii
ve sladin€. Obcas je pSenice nahrazena kukufici nebo ryzi, poté je ale vysledné pivo v nizsi
kvalit¢ (Guinard, 1990), nebot’ ztrati svoje organoleptické vlastnosti; za to ale dozrava
rychleji (Van Oevelen, De L’Escaille a Verachtert, 1976). To hraje roli v dlouhovékosti
procesu fermentace a zrani lambického piva. Vysoce dextrinni sladina také pomaha pfi
umoznéni rustu a preziti druhti Brettanomyces béhem zrani (De Roos a De Vuyst, 2018b).
V procesu rmutovani se rozhoduje na typu lambického piva, které bude vyslednym
produktem (Guinard, 1990).

Po rmutovani se sladina pfecerpa do médeéného kotle, ktery je vybaven pro intenzivni a
rovnomeérny var, pii kterém vznika mladina (Guinard, 1990). Na za¢atku varu se pfidavaji
chmel, ¢imz se zabrani naruSeni kola€ového charakteru piva. Dulezit&jsi je ale pfitomnost
humulinovych kyselin, méné hoikych derivatl iso-a-kyselin, vznikajicich izomeriza¢nimi
reakcemi, které probihaji béhem skladovani a starnuti chmele. Tyto kyseliny jsou vysoce
inhibi¢ni vic¢i bakteriim, a diky tomu zajistuji zvySenou mikrobiologickou stabilitu piva,
kterd je u spontanné kvaSenych piv velice dilezita. Pouziti starych chmelovych zvonl
vyzaduje dlouhou dobu vateni, ptiblizné tfi az pét hodin, a to z divodu vysokého obsahu
oxidovanych pryskyfic, které jinak mohou zpusobovat nezadouci pfichuté. (De Roos a De

Vuyst, 2018b) Vyssi obsah pryskyfic také zaruCuje inhibici mnozeni bakterii odpovédnych



za kazeni. Tato konzervace potiebuje docela velké mnozstvi chmele, proto se pfi vafeni
lambického piva vyuziva chmel, nejméné tii roky stary, ktery zaruci, ze pivo nebude zhotklé
(Keersmaecker, 1996).

Poté, co je mladina uvatena, je piesunuta do otevienych chladicich nadob, kde pies noc
chladne. Jelikoz je nadoba oteviena, umoziuje tak inokulaci okolnich mikroorganizmi do
mladiny (De Roos a De Vuyst, 2018b). Vystaveni mladiny mikrofléfe okolnimu vzduchu se
nazyva pitching (Keersmaecker, 1996). Tato cast procesu je velice diilezitd, a pro pivovar je
dalezit¢ nechat lokdlni mikrofloru nezménénou. Proto se nékteré Bruselské pivovary
namisto rekonstrukce celé stfechy od zacatku, pod kterou jsou chladici kadé umisténé,
rozhodli stfechu jenom opravit a nechat ptivodni konstrukei hostici dilezité mikroorganizmy
(Guinard, 1990).

V chladicich nddobach pak mladina chladne, pouze pfes jednu noc, na 20 °C. Kvili tomu,
tradi¢ni pivovary mohou vafit tento druh piva pouze v urcité, chladné zimni mésice, kde
sezona zacina v fijnu a koné¢i v bfeznu. V modernich, plné zajisténych, pivovarech, které
maji moznost schladit mladinu pfedtim, nez je pfesunuta do chladici nddob, se tento druh
piva muze vafit celorocné (De Roos a De Vuyst, 2018b).

Po noci chlazeni je obsah chladici kadd¢ presunut do dievénych sudi, vétSinou z dubu

nebo kastanu, kde probiha hlavni fermentacni proces a proces zrani piva (Guinard, 1990).
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Obr. 4 Zakladni schéma vyroby klasickych druhu piva a lambického druhu piva,
prelozeno (De Roos a De Vuyst, 2018b)

2.6.1 Vyuziti dievénych sudu ve fermenta¢nim procesu spontanné kvasenych piv

Nejcastéji vyuzivané dievéné sudy jsou vyrobené z dubového nebo kastanového dieva
(Keersmaecker, 1996). Sudy nejsou nové, Casto se stava, ze predtim v sobé drzely vino,
whiskey nebo cidery (De Roos a De Vuyst, 2018b). Pfed naplnénim musi pivovar oSkrabat
a vydcistit vnitini ¢ast sudu a spalit sirovy knot, aby tim odstranil nezadouci plisné. I tak ve
vlaknech difeva zistavaji zivé kvasinkové kmeny a spory, které nasledné pomohou
nastartovat fermentaci (Guinard, 1990). Je to naptiklad Dekkera bruxellensis, kterd mize
vniknout azZ do 8 mm povrchu, nebo bakterie mlééného kvasSeni Pediococcus damnosus (dale
P. damnosus). Samoziejmée se vyskytuji i jiné bakterie mlééného kvaseni (dale jako BMK).
Pokud je sud zvinného primyslu, mohou se na povrchu vyskytovat bakterie z rodu
Lactobacillus odolné vici ethanolu jako je naptiklad Lactobacillus fructivorans, anebo
Lactobacillus hilgardii (De Roos et al., 2019).

Dievéné sudy maji dilezitou roli pfi zrani piva, a to predev§im diky umoznéni vstupu
malych mnozstvich kysliku do fermentované kapaliny (De Roos a De Vuyst, 2018b). Diky

pomalému a omezenému kontaktu tento proces iniciuje Zadané zmény pfi zrani a rozvinuti



mikroflory. Voda a ethanol také mohou pomalu ,,utikat* ze sudti ven. V zavislosti na vlhkosti
ve sklep€, lambik, ktery takto vznikd, mize byt vice koncentrovany v alkoholu (Guinard,
1990).

Ve vldknech dreva také zlistavaji po predchozich varkach jiného druhu alkoholu typické
slouceniny jako fenoly a taniny, které se po dobu fermentace uvoliiji do lambiku (De Roos

a De Vuyst, 2018b).



3 SKUPINY MIKROORGANIZMU VE SPONTANNE KVASENYCH
PIVECH

Proces vyroby spontanné kvaSenych piv byl popsan jako sled Ctyt fazi, zaloZen na
mikrobiologické aktivit€¢ zavislé na pritomné mikroflofe (De Roos a De Vuyst, 2018b).
V kazdé fazi se nachazi mikroorganizmus piispivajici klicovymi slozkami k chuti a vini
kone¢ného produktu (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020).

Fermentace lambickych druhli piv zacina rychlym ristem enterobakteridlni a divokou
kvasinkovou fazi, kde povétSinou se jako divoka kvasinka vyskytuje Hanseniaspora uvarum
(déle H. uvarum), dtive nazyvana Kloeckera apiculata; tyto kvasinky zcela odemiou po 30
az 40 dnech (Dupour, Verstrepen a Derdelinckx, 2003; De Roos a De Vuyst, 2018b). Druha,
alkoholicka, a hlavni faze obsahujici predevsim S. cerevisiae a/nebo S. pastorianus. Treti,
okyselujici, faze obsahuje P. damnosus a/nebo Lactobacillus brevis (dale L. brevis),
spole¢né s Acetobacter pastorianus a Gluconobacter cerevisiae. Posledni, zraci faze, kde
prevlada v mikroflote predevSim P. damnosus a Brettanomyces bruxellensis (dale B.
bruxellensis) (De Roos a De Vuyst, 2018b; Petruzzi et al., 2015).

V prvnich dvou fazich probihd syntéza vyssich alkoholt jako je propanol, amyl alkohol,
isobutanol a dalSich, a také syntézou etanolu. Enterobakterie produkuji velké mnozstvi
kyseliny octové. Diky syntéze etanolu, a vzniku kyseliny octové, se také produkuje ester etyl
acetat, kde jeho produkce pokracuje 1 v dalSich fazich. Jsou zde tvofené i mastné kyseliny a
jejich estery — kyseliny kaprinové a kaprylové — a to diky pfitomnosti kvasinek
Saccharomyces a Kloeckera.

V nésledujicich fazich probihd sniZzeni pH kvili pfeméné cukrli na kyselinu mlé¢nou
pomoci pediokoktl. Také se zvysSuje koncentrace kyseliny kaprinové a kaprylové, spolecné
s koncentraci kyseliny laurové, a to diky pfitomnosti Brettanomyces v pozdéjsi fazi
fermentace (Guinard, 1990).

Bakterie mlééného a octového kvaSeni spolu s Enterobacteriaceae jsou povaZzovany za

bakterie spojené s kazenim piva (Dysvik et al., 2020).

3.1 Prvni faze fermentace u lambickych piv

V prvni fézi, trvajici jeden az dva meésice, dominuji enterobakterie a divoké oxidujici
kvasinky, s pfitomnosti bakterii octového kvaseni (De Roos et al., 2020). Samotny proces
fermentace zac¢ina tfi az sedm dni po ochlazeni mladiny (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020).

Bakterie, jako Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli a Hafnia alvei, se izoluji nejcastéji,



spole¢n¢ s kvasinkou H. uvarum a Naumovia dairensis, stejné jako Saccharomyces uvarum
¢i Saccharomyces bayanus (tyto dva druhy byly dlouho povazovany za identické) (Spitaels
et al., 2014a). Enterobacteriacea a H. uvarum jsou velice rychle rostouci mikroorganizmy,
které zptisobuji, spolecné s bakteriemi octového kvaseni, pokles pH mladiny z 5,1 na 4,6,
vycerpani monosacharidi a kysliku, produkci né€kolika organickych kyselin a hlavné zvySeni
koncentrace etanolu a oxidu uhli¢itého. Tento pokles je z divodu produkce kyseliny octové

a kyseliny mlé¢né. (Bongaester et al., 2021; Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020).

3.1.1 Enterobakterie

Enterobakterie jsou fakultativné anaerobni, gram negativni tyCinky z Celedi
Enterobacteriaceae (Limeres Posse, Diz Dios a Scully, 2017), které nevytvareji spory, jsou
acidorezistentni a oxidaza negativni (Singh a Anand, 2022). Enterobakterie maji nizké
naroky na ziviny, metabolizuji sacharidy pomoci Embden-Meyerhof-Parnasovy dréhy a
provadi smiSenou fermentaci, kterd vede k produkci kyseliny mlécné, octové, jantarové a
mravenci, a také ethanolu. (De Roos a De Vuyst, 2018b). Do ¢eledé Enterobacteriaceae
patii velice zndmé bakterie jako Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella, Shigella a
Yersenia pestis (Limeres Posse, Diz Dios a Scully, 2017).

Enterobakterie maji dva hlavni druhy fermentace. Smisena kysela fermentace, kde vznika
acetat z pyruvatu pres acetyl-koenzym A, a butandiolova fermentace, ktera produkuje
butandiol jako hlavni produkt fermentace (Singh a Anand, 2022).

Nékteré enterobakterie mohou byt spojeny s produkci latek dodavajicich nepfilis zadouci
pachy pivu, jako napiiklad diacetyl, dimethyl sulfid, acetaldehyd, aceton nebo kyselina
mlécna (De Roos a De Vuyst, 2018b).

Optimalni teplota ristu pro Enterobacteriaceae je v rozmezi 25 a 37 °C. Z divodu, ze
tyto mikroorganizmy rostou b&hem pocate¢ni faze, produkuji urcité mastné kyseliny
s dlouhymi fetézci, a tim napomahaji tvorbé jedine¢ného profilu chuti lambického piva (De
Roos a De Vuyst, 2018b). Enterobakterie jsou také chemoautotrofni a kromé fermenta¢niho
metabolizmu maji 1 respiracni (Singh a Anand, 2022).

Enterobacteriaceae obvykle vymizi po 30 az 40 dnech fermentace (Keersmaecker, 1996).
To zdivodu zvySovani ethanolové koncentrace, snizovani pH a vypotifebovavani
potifebnych monosacharidi (De Roos a De Vuyst, 2018b).

Druhy Enterobacteriaceae, které jsou pfitomné, jsou variabilni, pravdépodobné

v z&vislosti na pivovaru (Martens, Dawoud a Verachtert, 1991). Proto by nemélo byt

-----



lambickych piv vyrabénych v Belgii. U Belgickych, tradi¢nich, druhli piva to povétSinou
byvaji druhy jako Enterobacter spp. (De Roos a De Vuyst, 2018b).

3.1.2 Kvasinky

Spolecné s riistem enterobakterii se v této fazi objevuje i riist nefermentativnich kvasinek.
Druh kvasinek, které se zde miizeme nejcastéji nalézt jsou neoxidacni, crabtree pozitivni
Saccharomyces bayanus (dale S. bayanus) (dfive nazyvan Saccharomyces globosus) a
oxidativni, crabtree negativni H. uvarum (Obr. 5) (De Roos a De Vuyst, 2018b). Krom¢
téchto dvou druht kvasinek, 1ze n€kdy nalézt v této fazi taky jiné druhy kvasinek, jako
napiiklad Pichia fermentans, Kazachstania bulderi a Kazachstania exigua (Bongaerts et al.,
2021). Tyto kvasinky, spole¢n¢ s enterobakteriemi, vymizi po konci této fazi z divodu
vycerpani monosacharidi, akumulace etanolu a snizeni pH (De Roos a De Vuyst, 2018b).
H. uvarum velice rychle dosdhne své maximalni koncentraci v prib&hu prvniho tydnu
fermentace. H. uvarum ma schopnost fermentace glukozy, ale neumi fermentovat maltézu
nebo vice slozité sacharidy (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020). V nékterych studii bylo
zjiSténo, Ze ne vzdy se H. uvarum pii fermentaci spontanné kvasenych piv objevuje. Proto
se doslo k zavéru, ze H. uvarum neni potiebna pii vyrob€ spontanné kvasenych piv, ale spise
se vyhledava pti vyrobé vina ¢i cidert, kde ma H. uvarum dulezitou roli pfi tvorbé chuti

(Spitaels et al., 2015b).

Obr. 5 Hanseniaspora uvarum (Rij a Ahearn, 1968)



3.1.3 Bakterie octového kvasSeni

V prvni fazi fermentace se také nachdzeji bakterie octového kvaseni (déle jako BOK),
nejcastéji je to bud’to Acetobacter nebo Gluconobacter. Tyto bakterie mohou v prvni fazi
rust predevsim diky vysoké koncentrace kysliku v okoli. Po n€kolika tydnech ale obvykle
odumfou, a to z divodu kvasinek rostouci v druhé fazi, které produkuji oxid uhlicity za
pomoci pfitomného kysliku (Bongaerst et al., 2021).

Bakterie z rodu Acetobacter jsou vSechny bakterie octového kvaseni diky své schopnosti
oxidace etanolu na kyselinu octovou nebo na oxid uhli¢ity. Jejich schopnost riist ve
fermentovanych potravinach nebo napojich zévisi na dobrych podminkach pro tyto bakterie.
Kvili svému ristu jsou povazovany za nezadouci bakterie, nebot vedou ke zkazeni
alkoholovych piv, vin nebo ciderii. V tomto piipad€ jsou ale prospésné, stejné jako pfii
vyrobé octa, fermentovaného kakaa nebo kombuchu. (Spitaels et al., 2014b).

V této fazi se nejCastéji vyskytuje Acetobacter orientalis, v dalSich fazich se mohou
nachdzet jesté jiné bakterie rodu Acetobacter (De Roos a De Vuyst, 2018Db).

Bakterie z rodu Gluconobacter dokézi oxidovat glukozu na kyselinu glukonovou spise,
nez etanol na kyselinu octovou, tim se nejvice li§i od ostatnich bakterii octového kvaseni.
Bakterie z tohoto rodu dokézi rust ve vysoce koncentrovanych cukernych roztoki a nizkych
pH. (Tyakht et al.,, 2021). V prvni fazi se vyskytuje zrodu Gluconobacter pouze
Gluconobacter cerevisiae, coz jsou gram negativni nepohyblivé bakterie tyCinkovitého
tvaru, které se objevuji bud’to samostatné nebo v parech. Vykazuji se katalazovou aktivitou

(Spitaels et al., 2014c).

3.2 Druha faze fermentace u lambickych piv

Druha, nebo také hlavni, faze fermentace zacina po 3 az 4 tydnech od zac¢atku fermentace
(Spitaels et al., 2014a) a trvd mezi 1 az 4 mésici (De Roos, Vandamme a De Vuyst, 2018).
Nejcastéjsi rody kvasinek pritomné v druhé fazi fermentace jsou S. cerevisiae, S. pastorianus
a S. kudriavzevii. S tim, ze S. pastorianus (diive nazyvand S. monacensis (Stewart, 1999)) a
S. kudriavzevii jsou vice pfitomné ke konci druhé faze (Bongaerts et al., 2021). Tyto
kvasinky degraduji v prabehu prvnich mésicti fermentace vétSinu sacharida v mladiné (De
Roos a De Vuyst, 2018b) na etanol a oxid uhli¢ity (De Roos, Vandamme a De Vuyst, 2018).
V této fazi vznika veskery ethanol, ktery bude pfitomny v hotovém vyrobku (Keersmaecker,

1996).



Kromé vyroby etanolu je s touto fazi, a s timto kvasinkovym metabolizmem, spojena
biosyntéza vyssich alkoholi a specifickych estert. Biosyntéza probihd bud'to katabolicky,
preménou aminokyselin Ehrlichovou cestou, nebo anabolicky za vzniku vysSich alkoholt
(De Roos a De Vuyst, 2018b).

Na kmeni kvasinek ptitomnych pfi fermentaci také zavisi vysledna chut’ a viing (Stewart,
1999). Dale také nékteré druhy Saccharomyces produkuji specifické vzorce mastnych
kyselin, zejména kyselinu kaprylovou a kyselinu kaprinovou, a také estery, v prubéhu
prvnich mésict fermentace (De Roos a De Vuyst, 2018b). To pfispiva k chuti a viini piva

(Keersmaecker, 1996).

3.2.1 Kvasinky

Saccharomyces  jsou  jednobunééné,  fakultativné  anaerobni, eukaryotické
mikroorganizmy, fadici se do skupiny hub. Optimalni teplota ristu pro tyto kvasinky je mezi
20 a 35 °C. Jsou pozitivni na Crabtree efekt (De Roos a De Vuyst, 2018b). Schopnost
fermentovat cukry na etanol je zékladni funkci kvasinek. Crabtree pozitivni kvasinky mohou
cukry kvasit 1 za ptitomnosti kysliku (Pfeiffer & Morley, 2014). Kmen kvasinek S. cerevisiae
ma schopnost pojmout velkou fadu riznych cukrii jako je glukdza, fruktéza, manndza,
galaktoza, maltroza a dalsi (Stewart, 1999).

S. cerevisiae dominuje ve fermentacnim procesu diky vysoké fermentativni kapacité a
schopnosti tolerovat specifické podminky, jako vysoky osmoticky tlak, nizké pH, vysoka
koncentrace etanolu, ¢i malo Zivin. Tyto schopnosti staly za tim, Ze S. cerevisiae a jeho
specifické kmeny byly zkultivovany, a dnes se pouZzivaji v fizeném fermenta¢nim procesu.
Celkem bylo zatim nalezeno 20 rGznych kmenl S. cerevisiae ztoho 13 znich jsou
nedomestikované nebo divoké kvasinky (Molinet a Cubillos, 2020).

Ke konci této faze se zacina objevovat jiny rod kvasinek, a to S. pastorianus (Obr.6). To
poukazuje na obvykle nizké teploty v priibéhu chladnych mésict, S. cerevisiae rado roste pii
teplotach 37 °C a vysSich, zatimco rod S. pastorianus roste pti teplotdch 34 °C a nizSich
(Dufour et al., 2013). Zatimco S. cerevisiae jsou Casto klasifikovany jako kvasinky svrchné
kvaseného piva, kvasinky S. pastorianus se klasifikuji jako kvasinky spodné kvaseného piva
(Boulton., 2013). Kromé& S. pastorianus se také objevuje rod S. kudriavzevii, tento rod
dokaze vyuzit maltooligosacharidy v pribehu rlstu a tim ziskava nad S. cerevisiae velikou

pfevahu v dalSim pribéhu fermentace (Bongaerts et al., 2021).



Obr. 6 Saccharomyces pastorianus (Hutzler et al., 2015)

3.3 Treti faze fermentace u lambickych piv

Tteti faze, neboli okyselovaci faze (Spitaels et al., 2014a), ¢asto ptesahuje 1 do faze
predchozi (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020). Zacind 3-4 mésice po zacatku fermentace a je
charakterizovano mnozenim bakterii octového a mlééného kvaSeni, které hned ze zacatku
snizuji pH pod hodnotu 3,5 a to diky produkci organickych kyselin s kyselinou octovou a
s kyselinou mlé¢nou v nejvétsi koncentraci (Bongaerts et al., 2021). Tato faze je velice
dlouhé a dosahuje vrcholu po 6 az 8 mésicich (Keersmaecker, 1996), mtze ale trvat az 10
mésict (De Roos a De Vuyst, 2018b). Tyto bakterie potiebuji vétsi teplo pro rist, a proto
neni divu, Ze okyselovaci faze nastava vétSinou na zacatku 1éta (Witrick, Pitts a O’Keefe,
2020).

BMK, jako jsou Lactobacillus a Pediococcus, jsou zodpovédné za vice nez 70 % kazeni
piva zpiisobené mikroorganizmy (Garcia-Garcia et al., 2017). V tomto ptipadé BMK spolu
s BOK charakterizuji tfeti fazi fermentace lambickych piv tradicnim procesem. To je €ini
nepostradatelnymi, jelikoz kyselost je hlavnim charakteristickym prvem tohoto typu piva
(De Roos a De Vuyst, 2018D).

Kyselina mlé¢na je produkovédna ze sacharidi pomoci Embden-Meyerhof-Parnasovy
cesty diky homofermentativnim roddm BMK, a pomoci 6-fosfoglukanatové draze diky
heterofermentativnim rodim BMK. Heterofermentativni bakterie také dokazi produkovat
kyselinu octovou, v tomto piipade je kyselina octova tvorena oxidaci etanolu diky BOK.
Koncentrace kyseliny octové je nizka kvili nizkému obsahu kysliku potfebného k jeho

tvorb&. AvSak nekteré rody BOK jsou schopné piezit i v podminkach s nizkym obsahem



kyseliku, diky jejich schopnosti rozs§tépeni maltooligosacharidli a vyuziti kyseliny mlé¢né
jako zdroje uhliku (Bangaerts et al., 2021). BOK jsou casto rozpoznatelné diky produkci
octu, vitaminu C a celuldézy a v produkci alkoholickych napojii jsou Casto problematické
(Dysvik et al., 2020).

Podil koncentrace kyseliny mlééné ke kyseliné octové je urcujicim faktorem pro
vyslednou chut’ a aroma. Kyselina mlééna ma za vznik cerstvou lehkou kyselost, zatimco

kyselina octova dava za vznik ostrou a silnou kyselost podobou octu (Bangaerts et al., 2021).

3.3.1 Bakterie octového kvasSeni

Na zacatku této faze, v neptitomnosti BMK béhem prvnich mésici, byla produkce
acetoinu zpusobena oxidaci kyseliny mlé¢né bakteriemi kyseliny octové. Acetobacteraceae
preferuji rlst na etanolu, a pfi neustalém odbouravani maltooligosacharidi nastala tvorba
glukdzy, maltdzy a maltotridzy béhem této prvni Casti acidifikacni faze. Tyto vzniklé cukry
byly pozd€ji spotfebovany bakteriemi mlééného kvaseni a kvasinkami (De Roos,
Vandamme a De Vuyst, 2018).

Mezi BOK ptevlada Acetobacter pastorianus (Obr. 7), ktery obsahuje extra geneticky
kod, ktery mu dava vétsi toleranci ke kyselému a etanolovému prostiedi v porovnani s jinymi
rody bakterii octového kvaseni (Bangaerts et al., 2021). Vysoka produkce kyseliny octové
pomoci BOK zkrze oxidaci ethanolu vede k vytvoreni ethylesteru kyseliny octové (De Roos,
Vandamme a De Vuyst, 2018). Navic byly objeveny dvé bakterie kyseliny octové, které jsou
charakteristické pro kyselé piva, a to Acetobacter lambici (dale A. lambici) a Gluconobacter
cerevisiae (déale G. cerevisiae). Nedavné studie potvrdili pfitomnost Acetobacter orientalis
na zacatku fermentace a Acetobacter pastorianus pti zrani (De Roos a De Vuyst, 2018a).

Buniky A. lambici jsou gram negativni pohyblivé tyCinky nejCastéji se vyskytujici
samostatné nebo v parech. Jsou kataldza pozitivni, ale oxiddza negativni (Spitaels et al.,
2014b). Je velice mozné, Ze A. lambici je adaptovana pro proces produkce lambického typu
piva (Bangaerts et al., 2021).

G. cerevisiae jsou gram negativni nepohyblivé buiiky ty¢inkovitého tvaru, o néco veétsi
nez bunky A. lambici. Buiiky se nejcastéji vyskytuji samostatné nebo v parech (Spitaels et
al., 2014c).

Prilis velky rist BOK miZe vést k zvySenému okyseleni, coz vytvoii nezddouci chuté ve
vysledném profilu lambického piva (De Roos a De Vuyst, 2018b). BOK jsou aerobni, gram

negativni a kataldza pozitivni bakterie (Van Oevelen et al., 1977), které jsou znadmy hlavné



kvili jejich vyuziti v produkci octu, vitaminu C, celuldzy a kyseliny glukonové. Optimalni

teplota rustu je pii 25 — 30 °C (De Roos a De Vuyst, 2018b).
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Obr. 7 Acetobacter pastorianus (Xia et al., 2016)

3.3.2 Bakterie mlééného kvaSeni

BMK jsou striktné fermentativni, fakultativné anaerobni, grampozitivni bakterie. Jejich
optimalni teplota ristu se pohybuje v rozmezi 30 °C a maximalné 45 °C (De Roos a De
Vuyst, 2018b). Vétsina BMK v lambicich je tvofena rodem Pediococcus, coz jsou gram
pozitivni, nepohyblivé koky vyskytujici se v parech nebo v tetradach (Boulton, 2013).
Nejcasteji je to P. damnosus (v minulosti identifikovan jako Pediococcus cerevisiae),
homofermentativni BMK druh, ktery pfeménuje cukry na kyselinu mlé¢nou (De Roos a De
Vuyst, 2018b). Jiné kmeny bakterii Pediococcus maji tendenci vytvaret sliz (Witrick, Pitts a
O’Keefe, 2020), nanestésti, ten nakonec vymizi. Bohuzel jeho mirny opar miize ptetrvavat
a ten nemuze byt odstranén ani filtraci (Keersmaecker, 1996). Pediococcus cerevisiae byl
v minulosti hlaSen jako klicovy organizmus pro spontanni fermentaci, tento druhovy nazev
ale nema v bakteridlni nomenklatuie zadné postaveni, oznaceni ,,cerevisiae“ bylo pouzito
nejen pro Pedioccocus damnosus, ale také pro druh Pedioccocus pentasaceus (Spitaels et
al., 2014a).

Dalsi, velice ¢asto se vyskytujici BMK, je Lactobacillus brevis (Obr. 8). L. brevis je
jednim z nejvice odolnym kmenem vic¢i hotkym latkdm chmele, diky jeho rezistentnim
gentim (Ciosek, Rusiecka a Poreda, 2020). Bakterie rodu Lactobacillus jsou gram pozitivni,

nepohyblivé ty€inky, které jsou tolerantni k nizkému pH (Boulton, 2013). U bakterie L.



brevis se prokazalo, ze jeden z genetickych faktord, zajist'ujici rezistenci vi¢i chmelovym
kyselinam, je kodovan plazmidem; relativné nestabilni jednotkou deoxyribonukleové
aminokyseliny (ddle DNA). Tento plazmid nese oteveteny ¢teci rAmec oznaceny jako horA,
ten koduje membranovy protein HorA, ktery udéluje rezistenci na chmel u L. brevis (Suzuki
et al., 2006), zaroven tento gen byl také izolovan u jinych bakteriich, které jsou schopné
kazeni piva (Garcia-Garcia et al., 2017). Tento gen je schopen vytlacit hotké chmelové
kyseliny z bakteridlnich bunck. Naproti tomu produkt genu horC poskytuje odolnost viici
chmelu tim, ze plsobi jako multidrogovy transportér zavisly na protonové hybné sile
(Ciosek, Rusiecka a Poreda, 2020). Kmeny Lactobacillus jsou bud’'to homofermentativni
nebo heterofermentativni. Homofermentativni kmeny produkuji kyselinu mlécnou
z pyruvatu, ktery vznika pii glykolyze, heterofermentativni kmeny naopak produkuji smés
produktl obsahujici laktat glycerol acetat a etanol pomoci fosfoketolazové drahy (Bouton,

2013).

Obr. 8 Lactobacillus brevis (Kimoto-Nira et al., 2015)

Vétsina BMK zplisobuje znehodnoceni piva (Peyer et al., 2018), a to z divodu toho, ze
tento druh bakterii je dobfe ptizpiisoben k ristu v riznych druzich piva. Zptsobuji tvorbu
kyseliny mlécné, ktera vytvari nezddouci kyselou chut’ (De Roos a De Vuyst, 2018b). Bylo
zjisténo, ze 60-70 % vSech mikrobiologickych incidenti je zptisobeno prave touto skupinou
mikroorganizmu (Suzuki et al., 2006). V tomto piipade jsou ale BMK velice zadouci, a P.

damnosus je jeden z hlavnich izolovanych druhi mikroorganizmi ve spontanné kvasenych



pivech. Okyseleni diky Lactobacillus spp. nebo Pediococcus spp. mé i né€kolik vyhod,
predevsim stabilitu chuté, niz$i viskozitu mladiny, rychlé kone¢né prokvaseni nebo jemné;jsi
hotkost chmele. Urcité vyhody vznikaji i diky tomu, Ze tyto bakterie také mohou vyuzivat
sacharidy, které nejsou vyuzivany klasickymi kvasinkami, jako je maltotridza nebo
celobioza, coz vede k nadmérnému prokvaseni piva (Piraine, Leite a Bochman, 2021).

I kdyz vlambickém piveé se nejcastéji vyskytuje v této fazi Pediococcus spp., u
Amerického druhu spontdnné kvaseného piva se vyskytuje nékolik laktobacill stejné jako

Leuconostoc, Lactococcus a dalsi (Bokulich et al., 2012).

3.4 Ctvrta faze fermentace u lambickych piv

Tato ¢tvrtd, a posledni, fdze zacind po 8-10 meésicich od prvni faze fermentace, kdy
rapidné za¢ne ubyvat mnozstvi bakterii mlééného kvaseni (Keersmaecker, 1996; Spitaels et
al., 2014a) a zac¢nou ptibyvat kvasinky rodu Brettanomyces (Witrick, Pitts a O’Keefe, 2020)
a trva dalSich 16 mésict, kdy vznikajici kvasinky tvofi chut’ a aroma vysledného produktu
(Guinard, 1990) a to diky produkci volnych fenold a dalSich charakteristickych slou¢enin
tvorici aroma jako organické kyseliny (Gibson et al., 2017). Prilezitostné jsou kvasinky B.
bruxellensis doprovazeny i kvasinkami Candida ssp., Pichia spp., a dal§imi (Bokulich et al.,

2012).

3.4.1 Kbvasinky

B. bruxellensis (Obr. 9) hraje zasadni a prosp&Snou roli ve vzniku aroma a chuti
lambického piva a Amerického chladného piva (Steensels et al., 2015). Kromé B.
bruxellensis se objevuji 1 kvasinky Bruxellensis lambicus (dale jako B. lambicus). Tento druh
kvasinek je specificky pro lambickd piva (Guinard, 1990). Pozd&ji byly kvasinky B.
bruxellensis a B. lambicus rozpoznany za synomyma stejného druhu (Spitaels et al., 2014a).
Dalsi zdroj zmifluje 1 pfitomnost Brettanomyces anomala, jakozto kvasinku v této fazi
(Gibson et al., 2017).

Kvasinky rodu Brettanomyces za¢inaji v pivé rist vétSinou po 4-8 mésici a tim postupné
precisli kvasinky, které se hlavné vyskytuji v druhé fazi a to kvasinky S. cerevisieae
(Steensels et al., 2015).

Brettanomyces jsou fakultativné anaerobni kvasinky, ascomycota, které lze izolovat
z riiznych zdroji vcetné ovoce, piva, vina, ¢aje, nebo dievenych sudi (Di Canito et al.,
2021). Diky jejich odolnosti vici cykloheximidu jsou lehce rozlisitelné od ostatnich druht

kvasinek. Kvasinka Dekkera, teleomorfni (sexualni) forma anamorfniho (asexudlniho) rodu



Brettanomyces, je hlavné spojovana s kazenim vina (Basatova, 2010; Menoncin a Bonatto,
2019). V této dobé jsou variace Dekkara a Brettanomyces pouzivany jako synonyma. Aroma
v lambickych pivech je pfedevsim postaveno na pfitomnosti velkého mnozstvi esteri, které
vznikaji diky enzymu produkovaného kvasinkou Brettanomyces, ktery dokdze podporovat
reakci transformujici kyseliny a alkohol na estery. Tato reakce se nazyva hydrolyza.
Nejvyznaméjsi estery, které vznikaji, jsou etyl laktat a etyl acetat, vedlejsi produkty
(Keersmaecker, 2016). Estery produkované pravé kvasinkami Brettanomyces vedou

k ovocnym chutim v lambickém pivée (Serra Colomer et al., 2020).

Obr. 9 Brettanomyces/Dekkara bruxellensis (Smith, 2011)

Kvasinky Brettanomyces také maji velice zajimavou schopnost odhalovat skryté chuté
pomoci produkce B-glukosidazy. Primarni funkci tohoto enzymu je hydrolyza celobiozy, coz
pomaha témto kvasinkdm prezit mésice v dubovych sudech pfi fermentaci. Tyto enzymy
také uvolnuji glykosidicky vazané chutové slouceniny, ¢imz dodavd vinu a pivu
komplexnost chutového profilu (Gibson et al., 2017).

Dalsi charakteristicky prvek této kvasinky je, ze za ptitomnosti vzduchu tvoii na povrchu
piva film, a diky tomu zabranuje oxidaci tekutiny. Zabranénim oxidaci se zabranuje dalSimu
rustu BOK (Keersmaecker, 2016). K tomuto pomahaji ale nejen kvasinky Brettanomyces,

ale 1 dalsi kvasinky vyskytujici se v této fazi, jako Pichia, Candida, Hansenula a



Cryptococcus. Tyto dalsi kvasinky také tvoii nékolik estert a volnych sloucenin, které
napomahaji k vytvoreni ovocného charakteru lambickych piv. Hansenula a Pichia produkuji
velké mnozstvi etylacetdtu pomoci aerobni fermentace. VSechny tyto kvasinky jsou
k naleznuti na hlading, a to diky svému oxidativnimu charakteru a pseudomyceliu, ktery jim

dava schopnost plout (Guinard, 1990).



4 METODY IZOLACE MIKROORGANIZMU

Rust mikroorganizmt za definovanych podminek je znam také jako kultura. Kultury vzdy
obsahuji pouze jeden druh mikroorganizmu. Pokud tomu tak neni a nachazi se v kultufe vice
nez jeden druh mikroorganizmi, jednd se o smisenou kulturu. Odd¢leni urc¢ité¢ho druhu
mikrobt ze vzorku se smiSenou populaci mikroorganizmt se nazyva izolace (Pathak, Tikkoo

a Goyal, 2016).

4.1 Kultiva¢ni média

Existuji dva hlavni typy kultiva¢nich medii, a to tuhé a tekuté. Vybér mezi tuhym ¢i
tekutym mediem poté zdlezi na jeho vyuziti. Tekutd média jsou CcCasto vyuZivani
k zaockovani a k rozmnoZeni mikroorganizmi, ale nemusi tomu tak vzdycky byt. Pevna
média se poté vétsinou vyuzivaji k charakterizaci mikrobt (Briggs et al., 2004).

Tuha média, neboli také Zivné ptdy, se daji dale rozd¢lit podle ucelu vyuziti na zékladni,
obohacené, selektivni, diagnostické, selektivné diagnostické a transportni pidy (Stopl a
Starr, 1981).

Zakladni pady jsou ty, které jsou vytvorené na podporu rustu velkého poctu rozdilnych
druhii mikroorganizmi. Aby toho byly schopné, musi obsahovat Ziviny, které lze vyuzit
velkym mnozstvim mikrobi (Briggs et al., 2004).

Selektivni plidy jsou nésledné urcené k uptfednosthiovani rlstu jen urcitym skupinam
mikroorganizmi. Této selektivity je dosazeno diky pfitomnosti specifickych componenti
v agaru. Diagnostické ptidy obsahuji ¢inidla, ktera dokazi pomoci v rozliseni riznych druhi
mikroorganizmil. Pokud je do diagnostické pldy pfidana urcita slozka, l1ze z ni vytvofit
selektivné diagnostickou pidu, kterda povoluje inhibovat rist nékterych druhi

mikroorganizmd, a tim ulehc¢uje praci identifikace (Stolp a Starr, 1981).

4.2 Inokulace

Existuji tf1 hlavni metody izolace na Cistych pidach: roztérem, prelivem a kiizovym
roztérem. Izolace roztérem vyuziva ziedénou bakterialni substanci o objemu 0,1 ml, ktera se
thned po naneseni na agar rovnomeérné rozetie po celé ploSe pomoci sterilniho néstroje.
Substance se diky suchého agaru rychle vstiebava, coz zabranuje dalSimu bakteridlnimu
rustu. Po kultivaci rostou builky pouze na povrchu agaru (Stolp a Starr, 1981).

Metoda pielivem je obdobna. V tomto pifipadé je nejprve do prazdné Petriho misky

nanesena bakteridlni substance. Nasledn¢ je na takto nanesenou substanci nalit chladny, ale



stale tekuty, agar. Po kultivaci rostou buniky jak na povrchu, tak také v agaru (Sanders,
2012).

K#izovy roztér vyuziva sterilizované ocko, které je namocené do bakterialni suspenze,
ktera je nasledn¢ nanesena na agar. Existuje vice druhl roztéru, ale hlavnim cilem této
metody je vytvoreni pruhil v jednom sméru, sterilizace ocka, a tvorba dal$ich pruhti v jiném

sméru vyuzivajici jako inokulum pruhy prvni (Stolp a Starr, 1981; Sanders, 2012).

4.3 Identifikace

Metody identifikace se d€li na dva typy vyuzivanych metod. A to fenotypové a
genotypové metody. Fenotypové identifikace zahriiuje pod sebe fadu metod, a to vcetné
pozorovani rustu, a morfologie kolonii na riznych zivnych padach (Cloud et al., 2010). Pti
fenotypovych metodach se ale musi vzit na pamét’, Ze mikrobidlni fenotyp bakterii, jako je
velikost a tvar buné€k, sporulace, biochemicka aktivita a senzitivita k riznym antimikrobnim
latkam, se Casto muze liSit na médiu a podminkam rastu, které byly vyuzity. Fenotypové
metody také zahriiuji reakce na rizné chemikalie, kde urcité reakce se opiraji o subjektivni
uréeni. Proto u téchto typi identifikace je velikou nevyhodou pravé ztrita moznosti na
dokonalou konzistentni odpovéd’ (Sandle, 2016).

Genotypové metody se daji rozdélit na dvé dalsi kategorie, a to na techniky zalozené na
vzorech, ,,otiscich®, a na techniky zaloZené na sekvencich. Techniky zaloZené na vzorech
typicky vyuZivaji metodu k produkci fragmenti z chromozomalni DNA organizmu, po
odd¢leni fragmentl podle velikosti je nasledné vytvoren profil, ktery je jedine¢ny pro kazdy
organizmus ¢i jeho velmi blizké ptibuzné, obvykle na irovni kmene nebo druhu. U technik
zaloZené na sekvencich se spoléhd na urceni sekvence specifického useku DNA spojeného
se specifickym genem. Ten se porovnava s testovaci sekvenci a stupeit podrobnosti mezi
témito dvéma sekvencemi nasledné pracuje jako méftitko toho, jak blizko jsou si tyto dva

organizmy navzajem piibuzné (Emerson et al., 2008).

4.3.1 Techniky zaloZené na sekvenovani DNA

Prvni dvé nejzndméjsi metody pro sekvenovani DNA, také nazyvané jako ,, First
generation sequencing“ (Prvni generace sekvenovani), jsou Maxamova-Gilbertova
metoda sekvenovani a Sangerova metoda sekvenovani (Guzvi¢, 2013). Dalsi metody
sekvenovani DNA se nazyvaji ,, Next Generation sequencing “ (Sekvenovani nové generace;
do této kategorie patii druhd a tieti generace sekvenovani DNA). Do této kategorie mizeme

zaClenit platformy jako je Pyrosekvenace (znamé také jako 454/Roche), Illumina ¢i SOLiD



(Kenneth Nelson et al., 2011). V téchto metodach je nahrazovdna enzymatickd syntéza
pfistrojemi, které tento proces zrychluji (Trankachan a Thomas, 2018).

V Maxamové-Gilbertové metodé jsou fragmenty DNA podrobeny nahodnému Stépeni
na urcitych nukleotidovych pozicich pomoci chemickych reakci. Tyto reakce vytvoii sady
fragmentti ze dvou chemickych Stepnych reakci. Jedna $tépi molekuly DNA na deoxyguanin
a deoxyadenin, a druhd na deoxycytosin a deoxythymin. Tyto reakce mohou byt
modifikované, aby vzdy §tépily DNA pouze na deoxyguanin nebo pouze na deoxycytosin.
Produkty téchto St€pnych reakci jsou poté separovany pies denaturacni polyakrylamidovy
gel (Mitsui, Ishuira a Tsuji, 2015). Tato metoda je zalozena na hydrazinu, dimetylsulfatu a
kyseliny mravenci, a jejich schopnostech modifikovat baze v molekule DNA. Nevyhodou
této metody je zdlouhava ptiprava DNA pied samotnym sekvenovani (Kenneth Nelson et
al., 2011). Maxamova-Gilbertova metoda je nejvyhodné&jsi pro sekvence heterogenni DNA
(Trankachan a Thomas, 2018). V nasledujicim obrazku (Obr. 10) je zkracené popsan postup

sekvenace.

l Denaturace a zisk
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soumbaTY oo Ty DNA
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Obr. 10 Maxamova-Gilbertova sekvenace, prelozeno (Shetty, Amirtharaj a Shaik, 2019)

Sangerova metoda (Obr. 11) se také nc¢kdy nazyvd metoda terminatoru
dideoxynukleotidového fetézce, jelikoZz vyuziva DNA polymerdazu a dideoxynukleotidy
(dale jako ddNTP) k fragmentaci fetézcli pomoci enzymatické syntézy (Mitsui, Ishuira a

Tsuji, 2015; Trankachan a Thomas, 2018). Vyuzitim DNA polymerdzy se syntetizuje



komplementarni kopie jednoietézcové DNA pouzité jako templat (Kenneth Nelson et al.,
2011). DNA polymeraza mé schopnost zaclenit dideoxynukleotid monofosfat (dale jako
ddNMP) na 3°-konec rostouciho primerového fetézce, a timto kromkem je prodluzovani
daného ftetézce ukonceno, jelikoz noveé syntentizovany fetézec nyni neméa hydroxylovou
skupinu na 3‘-konci (Shendure et al., 2011). Tato reakce se provadi ve ¢tyfech zkumavkach,
kdy kazda z nich obsahuje jiné mnozstvi jednoho ze ¢tyt ddNTP. Po ukonceni reakce maji
vSechny fragmenty stejny 5°-konec, ale lisi se zbytkem na 3 ‘-konci. Ten je urCen speficitkym
ddNTP vyuzitym v reakci. Sangerova metoda byla postupem Casu automatizovana. (Mitsui,

Ishuira a Tsuji, 2015). V nésledujicim obrazku je v sedmi krocich popsan princip Sangerovy

sekvenace.
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Obr. 11 Sagrerova sekvenace,; prelozeno (Gauthier, 2007)
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Pyrosekvenace je zaloZena na detekci svételnych signald po zaclenéni nukleotidd DNA
polymerdzou. Mnozstvi tohoto svétla je tmérné k poctu ATP molekul, které je tmérné ke
zaClenénym nukleotidim (Guzvi¢, 2013). Svételné signdly vznikaji diky uvolnéni
pyrofosfatu pfi dosednuti nukleotidu na fetézec (Shendure et al., 2011). Na zac¢atku se nejtive
molekuly DNA pfichyti na ,.kulicku®, kde se molekuly namnozi dokud cela kulicka neni
pokryta identickou molekulou DNA. Nésledné se kulicky promyji ptes reak¢ni desticku, kde

skon¢i kazda kulicka v jamce. Pres tuto reakéni destiCku se dale promyji mensi enzymy



vazané na kulicky a deoxynukleotidy, a uvolnéné pyrofosfaty se zméfi pomoci senzoru
(Heather a Chain, 2016).

Illumina (Solexa) vyuziva sekvenace pomoci syntézy, kdy sekvenovani probiha pomoci
detekce fluorescen¢nich zéableskli po zaclenéni nukleotidu. Kazdy nukleotid pfitom nese
jinou fluorescencni barvu (Guzvié¢, 2013). Syntéza probihéd diky vzniku jednotetézcového
mustku, ze kterého nésledné¢ pomoci polymerazy vznikd dvoufetézcovy mustek. Tento
proces se nazyva Bridge amplification (Shendure et al., 2011). Poté dochézi k denaturaci a
reverzni fetézce jsou chemicky odstépeny. Sekvenovaci primer nakonec piifazuje
ke zbylému fetézci dany nukleotid (Guzvi¢, 2013).

SOLID, neboli sekvenace pomoci oligonukleotidové ligace a detekce (Obr. 12), jak Ize
zndzvu poznat, vyuzivd pro sekvenaci DNA ligizu (Heather a Chain, 2016). Pfiprava
vzorku je podobnd tomu pii pyrosekvenaci (Guzvi¢, 2013). A to diky tomu, Ze i v tomto
systému se vyuzivaji takzvané , kulicky* a emulzni PCR (polymerdzova retezcova reakce)
pro izolaci ¢asti DNA. Rozdilna je ale velikost téchto kuli¢ek, v SOLiD systému jsou o dost
mensi, a jsou umistény v pevné fazi pratokové cely, kde je dosaZeno vyssi hustoty (Cai a
Buxbaum, 2013; Shendure et al., 2011). Pfi sekvenaci pomoci ligace se do pritokové cely,
ktera obsahuje kulicky s namnozenou templatovou DNA, pumpuje smés fluorescenéné
oznacenych dinukleotidovych sond. Jakmile se spravna sonda pomoci ligazy navaze
k primeru templatové DNA, uvolni se fluorescen¢ni barva, kterd je detekovana senzorem
(Mardis, 2008). Tento krok se opakuje tak dlouho, dokud neni sondami pokryt cely
sekvenovany fetézec. Pritokova cela se nasledné promyje a spusti se dalsi sekvenacni
cyklus, kde je primer o jednu bazi kratSi. A cely proces se opakuje celkem pétkrat. Poté jde
pomoci pofadi sekvenovanych fluorescen¢nich barev odvodit, jaky nukleotid je obsazen
v daném misté (Guzvi¢, 2013; Cai a Buxbaum, 2013). V néasledujicim obrazku miizete

nazorné¢ vidét, jak sekvenace pomoci ligdzy vypada.
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Obr. 12 SOLiD sekvenace, prelozeno (Voelkerding, Dames a Durtschi, 2009)



5 DOSTUPNY SORTIMENT SPONTANNE KVASENYCH PIV
V RAMCI EU

5.1 Belgické pivovary

Boon Brewery je od roku 1972 zivotnim dilem Franka Boona a jeho rodiny. Jejich
hlavnim typem spontanné¢ kvaseného piva je Gueuze, Kriek a Faro. Pivovar sidli
v Lembeeku, které bylo povazovano za centrem produkce lambického piva. V minulém roce
bylo jejich pivo, Oude Geuze VAT 31 (Obr. 13), vyhlaSeno jako nejlepsi Gueuze na svéte
ve World Beer Awards 2021 (Brewery Boon, 2021).

GEUZE BOON

A LTANI NN E

{

U \\/ORLD'S BEST

) VAT 31 | GEUZE

Obr. 13 Oude Geuze Boon VAT 31 (Brewery Boon, 2021)

Gueuzerie Tilquin je mlady pivovar zaloZeny Pierrem Tilquinem v roce 2009
v Bierghesu. V tomto pivovaru se vafi pouze piva pomoci spontanni fermentace, které zraji
v dubovych sudech. V této dob¢ vaii tii druhy piva (Obr. 14), které se vyvazi nejvice do

Francie a Spanélska (Gueuzerie Tilquin, 2013).
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Obr. 14 Etikety piv z Gueuzerie Tilquin (Gueuzerie Tilquin, 2013)

Pivovar Brouwerij Liefmans byl zalozen sladkem Jacobusem Liefmansem roku 1750
v Oudenaarde. Pivovar se zacal dostavat na mapu az po roce 1900, a to hlavné Rosy
Merckxové, kterd v pivovaru po 46 let fungovala jako vrchni sladek. Ikonickym pivem
tohoto pivovaru je jejich tfesnové pivo Goudenband (Obr. 15), které vzniklo pravé diky Rosy

Merckxové (Brouwerij Liefmans, 2022).

Obr. 15 Liefmans Goudenband pivo (Brouwerij Liefmans, 2022)

Belgicky rodinny pivovar Lindemans vaii lambické pivo jiz od roku 1822 ve vesnici
kousek od Bruselu s nazvem Vlezenbeek. V pivovaru se od zalozeni vysttidalo jiz 6 generaci
z této rodiny. Pivovar Lindemans po 200 let vati 13 druhii lambického piva, kdy kazdé z nich
bylo alespoil jednou ocenéné za svoji chut. Pro své vyroci, uplynuti 200 let od zaloZenti,
uvafil tento pivovar specidlni lambické pivo Cuvée Francisca (Obr. 16), pojmenované po
Francisce Vandersmissenové, manzelce =zakladatele pivovaru Joose Lindemanse

(Lindemans, 2022).



Obr. 16 Oude Gueuze Anniversary Blend 2020 ,, Cuvée Francisca“ (Lindemans, 2022)

Kasteel Brouwerij Vanhonsebrouck je belgicky pivovar zaloZzeny roku 1811
Amandusem Vanhonsebrouckem ve Werkenu a nyni se pySni a oznacuje, jako jeden
z nejmoderngj$ich pivovart v Evrop€. Tento pivovar zacal nejprve s vyrobou pouze spodné
kvaseného piva, v roce 1957 ale pteSel na vyrobu piva typu Gueuze, Kriek a pozd¢ji také na
vyrobu dalSich ovocnych piv. Jejich prvnim specialnim pivem bylo Bacchus (Obr. 17), které
se zacalo vafit v roce 1955. Bacchus je Vlamsky cervenohnédy Ale. Pozdéji do tohoto piva

bylo ptidano ovoce, a tak vzniklo Bacchus Cherry a Bacchus Rasberry (Kasteel Brouwerij

Vanhonsebrouck, 2022).

Obr. 17 Bacchus pivo (Kasteel Brouwerij Vanhonsebrouck, 2022)



5.2 Ceské pivovary

Wild Creatures je ¢esky minipivovar zalozeny roku 2016 Jitkou Il¢ikovou a Ladislavem
Vrtisem, ktery jiz diive zalozil Plzenisky pivovar Raven, v Dolnich Dunajovicich. (Wild
Creatures, 2022). Jitka Il¢ikova v pivovaru funguje jako vrchni sladek a prave jeji nadSeni
do spontanné kvasenych piv dalo za otevieni tohoto pivovaru (Pivo Bier & Ale, 2022). V této
dob¢ maji na prodej nékolik druhii ovocnych, spontanné kvasenych piv. Jejich nejnovejsim
pivem je Midwinter Dream (Obr. 18), smés tii roky starého spontanné¢ kvaseného piva, malin
a vi$ni. Extrakt piivodni mladiny v tomto pivu je 14 %, objemové procento alkoholu je poté

6,6 %. Poridit se da pres eshop pivovaru Raven (Midwinter Dream, 2022).

Obr. 18 Midwinter Dream pivo (Wild Creatures, 2022)

Pivovar Lobe¢ ma dlouhou historii, prvni zminka se objevila v roce 1586. Pivovar byl
nékolikrat prodan a pivo se vném vafilo az do roku 1943, o 5 let pozdéji, z diivodu
nacionalizace, byl pivovar uzavien a vyuZzivan stitem. Na pfelomu stoleti byla budova
pivovaru na rozpadnuti. V roce 2009 se zacala pivodni budova pivovaru opravovat, a stat
pivovar oznacil za kulturni pamatku. Od roku 2015 se v ném znovu vafi pivo. Pivovar ma
velikou nabidku svych produktii, mezi nimi i jedno spontanné kvaSené pivo (Obr. 19) z roku
2019 a 2020. Pivo je archivni a vyzralé pivo bude ¢asem tmavnout, jeho extrakt plivodni
mladiny je 12 %, zatimco jeho objemové procento alkoholu je 4,8 %. Wild 2020 bylo déle
ochuceno bobulemi lesniho ovoce z okoli Kokofinska, a dalo tak vzniku pivu Wild Berry
2019 a 2020. Tomuto pivu lesni ovoce nedodava pouze chut, ale i jedine¢nou nartizovélou

barvu (Pivovar Lobec, 2022).



Obr. 20 Wild Berry 2019 pivo (Pivovar Lobec, 2022)



ZAVER

Cilem prace bylo vypracovat literarni reSerSi zabyvajici se mikroflorou spontanné
kvasenych piv. Pozornost byla vénovana surovinam a procesu vyroby piva s dirazem na
rozdily mezi tradi¢nimi druhy piv a spontanné kvasenymi pivy. V préci také byly popsany
metody izolace mikroorganizmil a dostupny sortiment spontann¢ kvasenych piv na ¢eském
a evropském trhu.

Na zéaklad¢ literarni reSerse této bakalaiské prace l1ze formulovat nasledujici zavery:

e Rozdil mezi pivem vyrabénym fizenou a spontanni fermentaci spociva v tom, ze
proces fermentace neni u spontanné kvasenych piv zahdjen pfidanim inokula
kvasinek nebo bakterii jako startovacich kultur, ale fermentace spociva v ¢innosti
pfirozené piitomné mikroflory, kterd je se vyskytuje v okoli, v pribéhu no¢niho
chlazeni.

e Vramci fermentace spontdnné kvaSenych piv mlizeme rozeznat Ctyfi odlisné faze,
ve kterych se projevuji specifické skupiny mikroorganizm (1. fize enterobakterie a
kvasinky, 2. faze kvasinky, 3. faze bakterie octového a mlééného kvaseni, 4. fazi
dominuje kvasinka Brettanomyces bruxellensis, ktera je brana za mikroorganizmus
kazici bézna piva)

e Produkce spontdnné kvasenych piv se UcCastni Siroké spektrum mikroorganizmii.
Rizné vyrobky 1 jejich Sarze se mohou ve slozeni mikroorganizmi lisit. Pokud
budeme chtit znat konkrétni druhy v ramci za€astnéné mikroflory, je nutné provést
izolaci a identifikaci, ta se provadi nejcastéji pomoci sekvenace.

eV Ceské republice nejsou spontanné kvasena piva tak popularni, jako napf. v Belgii.

Nicméné 1 u nés, v zemi lezaki, se 1ze potkat s produkci spontdnné kvaSenych piv.

Tato prace miZe slouzit jako review pro studie, které se budou zabyvat nejen mikroflorou
spontanné kvasSenych piv (izolace a identifikace jednotlivych mikroorganizmt ve vyrobach

konkrétnich piv), ale 1 praktickou strankou jejich vyroby.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BMK bakterie mléného kvaSeni
BOK bakterie octového kvaSeni
ddNMP  dideoxynukleotid monofosfat
ddNTP dideoxynukleotid
DNA deoxyribonukleova aminokyselina

PCR polymerazova fetézcova reakce
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