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 ■ 1 ÚVOD

Pivo, jako jeden z celosvětově nejpopulárnějších slabě alkoholic-
kých nápojů, jehož historie výroby sahá až do starověku, bylo po ti-
síce let akceptováno jako nápoj více či méně zakalený. Zákal byl 
způsoben zejména nedokonalým procesem scezování, přítomností 
živých či mrtvých mikroorganismů nebo jiných částic. S průmyslovou 
revolucí v 19. století a souvisejícím rozvojem obchodu, centralizací 
výroby a vyšší potřebou produkce však krátká doba trvanlivosti kal-
ných piv přestávala postačovat, protože omezovala jejich transport 
na větší vzdálenosti (Basařová et al., 2010). Pro zvýšení stability 
a zajištění kvality produktu bylo nezbytné zavést do technologie jed-
notkové operace dříve v pivovarství nepoužívané, vedoucí ke vzniku 
nových druhů piv bez obsahu mikroorganismů – piv čirých. V druhé 
polovině 19. století byla do provozu úspěšně zavedena fi ltrace ve-
doucí k prodloužení trvanlivosti piva, které tak mohlo najít uplatnění 
na nových, vzdálenějších trzích.

V posledních letech se však opět začíná zvyšovat poptávka po pi-
vech nefi ltrovaných, v současnosti produkovaných převážně minipi-
vovary, které i díky nabídce relativně širokého sortimentu nefi ltrova-
ných piv, zažívají celosvětově obrovský rozmach (Vacl, 2014). 
V dnešní době je nefi ltrované pivo chápáno jako „živý“ nápoj, který 
oproti fi ltrovanému pivu obsahuje navíc pivovarské kvasinky. Obsah 
těchto živých mikroorganismů v pivu sice zajišťuje tomuto nápoji uni-
kátní chuťové vlastnosti, avšak výrazně snižuje trvanlivost produktu, 
která zpravidla nepřesahuje dva měsíce. Díky tomu bývá odbyt nefi l-
trovaných piv zajištěn přímo v místě výroby či jeho nejbližším okolí. 
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Pro zajištění zvýšené trvanlivosti nefi ltrovaných piv, jejichž široký sortiment je v současnosti zajišťován především minipivovary, dosud 
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 ■ 1 INTRODUCTION

Beer, as one of the world’s most popular and oldest light alcoholic 
beverage, with a history reaching into antiquity, was for thousands of 
years accepted as a more or less cloudy drink. Turbidity was specifi -
cally caused by insuffi cient lautering, and by the presence of micro-
organisms or other particles. With the industrial revolution of the 19th 
century, and its extensive development of centralized trade and pro-
duction, higher product demand meant that the short shelf life of 
hazy beers was no longer suffi cient as it restricted transport over 
longer distances (Basařová et al., 2010). To increase stability and to 
ensure good beer quality, it was necessary to introduce technologi-
cal unit operations that were not previously used in breweries. In this 
way, it was possible to produce new types of beer – clear beers that 
did not contain microorganisms. Filtration that extended the beer 
shelf life was successfully introduced in the second half of the 19th 
century. Such beer could then be sold on new distant markets.

Recently, however, the demand for unfi ltered beers has increased. 
Such beers are currently produced mainly in microbreweries, which, 
due to their relatively wide product range, have gained worldwide 
popularity (Vacl, 2014). Unfi ltered beer is now considered as a ‘live’ 
drink, containing brewery yeasts. The presence of these live micro-
organisms gives the beer its unique taste but considerably reduces 
its shelf life, generally to no more than two months; unfi ltered beers 
are therefore marketed directly in the microbreweries or nearby. To 
satisfy increased demand, beer must be transported to distant mar-
kets and therefore it is necessary to treat the unfi ltered beer in a way 
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S rostoucí poptávkou po nefi ltrovaných pivech však začíná vyvstávat 
potřeba dopravy i na vzdálenější odbytiště, případně na zahraniční 
trhy, což vyvolává otázku, jak nefi ltrované pivo vhodně ošetřit tak, 
aby si zachovalo své unikátní vlastnosti ve spojení s výrazně zvýše-
nou trvanlivostí.

 ■ 2 FAKTORY OVLIVŇUJÍCÍ TRVANLIVOST 
NEFILTROVANÝCH PIV

Sloučeniny v čerstvě stočeném pivu, kterých je více než tisíc (Riu-
-Aumatell et al., 2014), nejsou v průběhu výroby i během skladování 
v chemické rovnováze. Pivo v obalu (KEG sudy, skleněné či plastové 
lahve, plechovky) tvoří uzavřený systém, jehož jednotlivé kompo-
nenty se účastní různých reakcí vedoucích zpravidla k nežádoucím 
organoleptickým změnám piva (Vanderhaegen et al., 2005). 

Trvanlivost, to jest období, během kterého má mít pivo neměnné 
organoleptické vlastnosti, závisí na mikrobiální, senzorické a fyzikál-
ně-chemické stabilitě. U nefi ltrovaných piv hraje významnou roli ze-
jména biologická a senzorická stabilita, význam koloidní stability je 
v důsledku přirozeného zákalu výrazně nižší, neboť charakteristic-
kým znakem nefi ltrovaných piv je vyšší zákal, který může na spotře-
bitele působit negativně, pouze pokud je tvořený většími částicemi 
(většími než zhruba 0,5 mm).

Garantovaná trvanlivost pro nefi ltrovaná piva z tuzemských minipi-
vovarů se nejčastěji pohybuje u lahvového piva mezi čtrnácti dny až 
jedním měsícem, u piva sudového obvykle dva týdny, zatímco u fi l-
trovaného lahvového piva bývá garantována trvanlivost i déle než 
jeden rok a u piva sudového je to běžně zhruba tři měsíce (tab. 1). 
Kratší doba trvanlivosti je u nefi ltrovaných piv způsobena přítomnos-
tí živých mikroorganismů, které mohou ovlivnit prakticky všechny 
analytické i senzorické znaky zbytkovou metabolickou aktivitou, kte-
ré ve výsledku určují kvalitu piva (Basařová et al., 2003). Pro zajiště-
ní přítomnosti pouze žádoucích kulturních pivovarských kvasinek 
a tedy i zvýšení senzorické stability, je nezbytné dodržet během ce-
lého procesu výroby nefi ltrovaného piva správnou výrobní a hygie-
nickou praxi.

that secures its unique properties and at the same time extends its 
shelf life.

 ■ 2 FACTORS INFLUENCING THE SHELF 
LIFE OF UNFILTERED BEERS

During production and storage, more than a thousand compo-
nents in freshly racked beer (Riu-Aumatell et al., 2014) are not in 
chemical balance. Packaged beers (in kegs, glass or plastic bottles 
or in tin cans) form closed systems, whose single compounds take 
part in different reactions, often causing unwanted changes in or-
ganoleptic properties of the beer (Vanderhaegen et al., 2005).

Shelf live is the period over which the beer should have stable or-
ganoleptic properties. This depends on microbial, sensory and phys-
icochemical stabilities. In unfi ltered beers, the most important are 
biological and sensorial stabilities. Colloidal stability is less important 
due to the natural turbidity, which is a main characteristic of unfi ltered 
beers and only particles larger than about 0.5 mm would have a 
negative effect on the consumer perception.

The guaranteed shelf life for unfi ltered beers from domestic micro-
breweries is mostly from two weeks to one month for bottled beer, 
and two weeks for cask beer, whereas a guaranteed shelf life for fi l-
tered bottled beers can be more than one year and for cask beer 
generally about three months (Table 1). The shorter shelf life for un-
fi ltered beer is the result of presence of live microorganisms, which, 
due to their remaining metabolic activities, can infl uence almost all 
analytical and sensory properties determining the quality of the beer 
(Basařová et al., 2003). To ensure the presence of only desirable 
cultured brewery yeast, and so to increase sensorial stability, it is 
necessary to comply with correct process and sanitization routines 
over the whole beer production process.

Tab. 1 Garantovaná trvanlivost nefi ltrovaných piv z českých minipivovarů 
Table 1 Guaranteed shelf life of unfi ltered beers from Czech microbreweries

Minipivovar / 
Microbrewery

Lahvové pivo / Bottled 
beer (počet dnů) / 
(number of days)

Sudové pivo / Cask beer
(počet dnů) / (number of 

days)

Poznámka / Note
(Typ piva a podmínky skladování) / (Type of beer 

and storage conditions)

1 30, 60, 90* 30 Silnější piva / Stronger beers

2 14 14 –

3 30 30 6 °C

4 30 30 6 °C

5 60 60 –

6 18 21, 30* Filtrované pivo / Filtered beer

7 30 30 –

8 21 21 10 °C

9 14, 180* 14 Silnější piva / Stronger beers

10 – 14 – 

11 14 14 10 °C

12 30 – 10 °C

13 30 30 Chlad a temno / Cold and dark

14 30, 60* 30, 60* 10 °C

15 14 14 10 °C

16 21 21 10 °C

17  14 14 Výčepní piva a ležáky / Draught beer and lager beer

18 21 14 Ležáky / Lager beer 10 °C  

19  14 10 15 °C

20 14 14 10 °C

* trvanlivost různých druhů piv / * shelf life of different type of beers
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 ■ 3 SPRÁVNÁ VÝROBNÍ A HYGIENICKÁ 
PRAXE NEFILTROVANÝCH PIV

Prvním předpokladem pro zvýšení trvanlivosti fi nálního produktu 
je dodržování správné výrobní a hygienické praxe. Je třeba věnovat 
pozornost zejména kontrole vstupních surovin, které mohou být kon-
taminovány biologicky (škůdci), mikrobiologicky (plísně, bakterie, 
kvasinky), chemicky (rezidua pesticidů) či fyzikálně (cizí předměty). 
Kontrolu biologické a fyzikální kontaminace surovin lze snadno zajis-
tit jejich vizuální kontrolou při nákupu surovin, zatímco mikrobiologic-
kou a chemickou čistotu lze potvrdit pouze laboratorními rozbory 
(Hollerová, 1998; Tsuchiya et al., 1992).

Důležité je také vést správně samotný technologický postup, ne-
boť jeho nedodržení může vést ke vzniku nebo nedostatečnému od-
stranění některých negativních látek (například dimethylsulfi du bě-
hem chmelovaru) či produktů kvašení (například acetaldehydu 
v pozdějších fázích kvašení a ležení) snižujících senzorickou stabili-
tu nefi ltrovaného piva (Smogrovicova a Domeny, 1999; Szlavko 
a Anderson, 1979). Vzhledem k tomu, že se na vzniku většiny sen-
zoricky negativních látek podílí zejména oxidační reakce (Vander-
haegen et al., 2005), je nezbytné dbát na co nejkratší kontakt surovin 
i všech meziproduktů s kyslíkem, a to v celém procesu výroby piva 
až po plnění do obalů. Výjimku tvoří pouze vzdušnění mladiny před 
zakvašením.

V neposlední řadě je třeba věnovat pozornost zajištění mikrobiolo-
gické čistoty používaných plynů (vzduchu, oxidu uhličitého či dusí-
ku), pracovních nástrojů a zařízení (Vaughan et al., 2005).

Suroviny a horká fáze výroby nefi ltrovaného piva
Většina minipivovarů využívá běžnou vodovodní síť jako zdroj var-

ní vody, která podléhá nárokům na její čistotu dle vyhlášky 
č. 252/2004 Sb., kterou jsou stanoveny hygienické požadavky na pit-
nou a teplou vodu a četnost a rozsah kontroly pitné vody (Vyhláška 
MZ č. 252/2004 Sb.). Má-li minipivovar svůj vlastní zdroj vody, platí 
i pro tuto vodu stejné požadavky. Častou příčinou problému s kvali-
tou vody je však nedostatečná kontrola stavu veškerého potrubí 
a rozvodů vody přímo v provozu. Zde hrozí značné riziko mikrobiální 
kontaminace, pro jejíž eliminaci je nezbytné provádět pravidelnou 
kontrolu a údržbu.

Dalším významným zdrojem biologické kontaminace může být mi-
krofl óra sladu (respektive surogátů), která bývá v závislosti na mno-
ha faktorech (fyzikálně-chemické vlastnosti zrna, proces sladování) 
velmi různorodá. Vzhledem k tomu, že míra biologické kontaminace 
sladu je závislá na podmínkách skladování (Priest a Campbell, 
1996), je v rámci udržení kvality sladu a zabránění rozvoje mikrobiál-
ní kontaminace nezbytné zajistit jeho uskladnění v suchých prosto-
rách (Vaughan et al., 2005), jako jsou například sila či půdy.

 Chmel je oproti sladu, v důsledku obsahu antibakteriálních látek 
(α-hořkých kyselin), zdrojem užšího spektra mikroorganismů (Ma-
toulková et al., 2010). I přes nízký obsah mikroorganismů je vhodné 
zabránit jejich rozvoji správným skladováním chmele (teplota do 4 
°C, v inertní atmosféře, či vakuu a také bez přístupu světla), které 
navíc umožňuje zachování pivovarsky cenných látek (Mikyska 
a Krofta, 2012; Mikyška et al., 2012).

Vzhledem k tomu, že téměř všechny mikroorganismy jsou během 
horké fáze výroby piva inaktivovány, představuje mnohem větší rizi-
ko mikrobiální kontaminace meziproduktů studená fáze výroby piva.

Studená fáze výroby nefi ltrovaného piva
Vzduch, používaný v minipivovarech především ke vzdušnění 

mladiny při zakvášení, je zpravidla fi ltrován. Je třeba zdůraznit, že 
sanitace či dezinfekce potrubí a hadiček za tímto fi ltrem je náročná 
a v provozech se takřka neprovádí, díky čemuž hrozí riziko rozvoje 
mikrobiální kontaminace způsobující nežádoucí senzorické změny.

Častým problémem u většiny minipivovarů je kontaminace inoku-
la divokými kvasinkami a bakteriemi. Tyto kontaminanty výrazně 
zhoršují mikrobiální stabilitu piva a produkují senzoricky nežádoucí 
látky, jako jsou například diacetyl, octová kyselina, dimethylsulfi d či 
sulfan (Vaughan et al., 2005). Vzhledem k tomu, že minipivovary 
obvykle nedisponují vlastním kvasničným hospodářstvím, kupují si 
zákvasnou kulturu, až na výjimky, od velkých pivovarů schopných 
zajistit dostatečnou kvalitu pivovarských kvasinek. Kritickým kro-
kem, ve kterém hrozí riziko kontaminace, je tedy jejich samotné 
ošetření a uchovávání v minipivovarech, neboť kvasinky jsou zde 
obvykle propírány pouze studenou vodou a skladovány převážně 
v nádobách, u kterých je velmi obtížné zajistit dokonalou čistotu, 
což může vést k výraznému zhoršení kvality kvasinek a tedy i kvali-
ty produktu.

 ■ 3 CORRECT PROCESS AND SANITIZATION 
PRACTICES

The fi rst requirement for increasing the shelf life of the fi nal product 
is compliance with correct procedures and sanitization routines. Par-
ticularly, attention should be paid to the control of incoming raw ma-
terials. These could be contaminated biologically by pests, microbio-
logically by moulds, bacteria and yeasts, chemically by residual pes-
ticides or physically by foreign objects. Visual checking when buying 
a raw material can easily detect biological and physical contaminants 
but microbial and chemical purity can only be verifi ed by laboratory 
tests (Hollerová, 1998; Tsuchiya et al., 1992). It is also very impor-
tant to carry out correct technological procedures. Noncompliance 
can cause the formation of, or the insuffi cient removal of undesirable 
components such as dimethylsulfi de during wort boiling, and fermen-
tation products such as acetaldehyde during the later stages of fer-
mentation and storage; these reduce the sensorial stability of unfi l-
tered beer (Smogrovicova and Domeny, 1999; Szlavko and Ander-
son, 1979). Because formation of the most undesirable sensory 
substances is the result of oxidative reactions (Vanderhaegen et al., 
2005), it is necessary to minimize contact of all intermediate products 
with oxygen over a whole production process until packaging of it is 
also important to ensure microbial sterility of gases such as air, car-
bon dioxide and nitrogen, working tools and the machinery (Vaughan 
et al., 2005).

Raw materials and the hot stage of unfi ltered beer production
The majority of microbreweries use mains water supplies as the 

source of the brewing liquor. This water fulfi ls the purity requirements 
according to the legal declaration of the  Ministry of Health No. 
252/2004 Sb., which sets hygienic standards for drinking and hot 
water, and also the extent and frequency of testing. The same crite-
ria are valid for microbreweries with their own sources of water. How-
ever, the common problem with water quality is insuffi cient control of 
the plumbing and distribution directly to the production site, which 
can impose considerable risks for microbial contamination. To re-
duce these risks, it is necessary to carry out regular testing and 
maintenance.

Another important source of biological contamination can be mi-
crofl ora in the malt or malt surrogates, which can be variable and 
depend on many factors, such as physicochemical properties of the 
grain or the malting process. The extent of biological contamination 
of the malt depends on storage conditions (Priest and Campbell, 
1996). Therefore, it is essential to keep the malt in a dry place, such 
as a silo or a loft, in order to maintain its quality and to prevent micro-
bial contamination (Vaughan et al., 2005).

Because of the presence of antibacterial substances such as 
α-bitter acids, hops, in contrast to malt, harbour only a narrow spec-
trum of microorganisms (Matoulková et al., 2010). Regardless of this 
however, it is advisable to prevent microbial reproduction by correct 
storage at a temperature of up to 4°C, in an inert atmosphere or 
vacuum, and in the dark. These conditions also ensure the preserva-
tion of important fl avour components (Mikyška and Krofta, 2012; 
Mikyška et al., 2012).

However, a greater risk of microbial contamination of the interme-
diate product occurs during the cold stage of brewing, since almost 
all microorganisms will be inactivated during the hot stage.

The cold stage of unfi ltered beer production 
Air used in microbreweries, mainly for aeration of the wort during 

pitching, is generally fi ltered. Nevertheless, sanitization or disinfec-
tion of the plumbing and tubing behind this fi lter is demanding and 
therefore, seldom carried out. As a result, there is an increased risk 
of microbial contamination and subsequent unwanted sensory 
changes.

A frequent problem in most microbreweries is contamination of in-
ocula with wild yeasts and bacteria. These contaminants signifi cantly 
reduce the microbial stability of the beer by producing undesirable 
sensory substances such as diacetyl, acetic acid, dimethylsulfi de or 
sulfane (Vaughan et al., 2005). Generally, microbreweries do not 
possess their own yeasts and buy pitching yeasts, with some excep-
tions, from large breweries able to provide adequate quality. There-
fore, the critical step is treatment and storage in the microbreweries. 
Normally, yeasts are only rinsed with cold water and stored in con-
tainers that are diffi cult to clean adequately. This can cause signifi -
cant deterioration in yeast quality and subsequently, product quality.

The use of non-sterilized process gases, such as carbon dioxide 
or nitrogen, also enhances the risk of microbial contamination. They 
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Riziko mikrobiální kontaminace zvyšuje také používání nesteril-
ních procesních plynů. Mezi ně patří například oxid uhličitý či dusík, 
které jsou používány zejména při stáčení (předplnění přetlačných 
tanků a transportních obalů). V menších minipivovarech jsou pro tyto 
účely často používány pryžové hadice či plastové hadičky, jejichž 
dostatečná sanitace je v běžném provozu těžko dosažitelná. Při po-
užití nesterilovaných provozních plynů a nedostatečně sanitovaného 
potrubí lze tedy předpokládat zhoršení mikrobiální a senzorické sta-
bility stočeného piva.

Pravděpodobně největší problém s mikrobiální kontaminací hoto-
vého nefi ltrovaného piva nastává právě při jeho stáčení do transport-
ních obalů (skleněných či plastových lahví) v menších minipivova-
rech, zejména tam, kde jsou pro tyto účely využívány ruční stáčečky. 
Ke kontaminaci v tomto případě může docházet zejména z okolního 
vzduchu, a v ojedinělých případech i ze samotného materiálu. V tom-
to ohledu může být také problematická nedostatečná sanitace KEG 
sudů, neboť většina minipivovarů používá myčku sudů bez závěreč-
né sterilace párou.

Pro minipivovary je navíc typické používání méně obvyklých tech-
nologických postupů vedoucích k rozšíření nabízeného sortimentu či 
fi nančním úsporám, během kterých ovšem hrozí zvýšené riziko mik-
robiální kontaminace vedoucí ke snížení senzorické stability. Jedná 
se například o v poslední době velmi populární studené chmelení, 
během kterých jsou do piva přidávány další suroviny či minimálně 
používané high gravity brewing (Schönberger a Kostelecký, 2011).

Sanitace
V některých minipivovarech byl zaznamenán snížený hygienický 

stav (Olšovská et al., 2014), způsobený pravděpodobně méně pro-
pracovaným systémem sanitace, zejména pak nedostatečným čiště-
ním výrobních prostor a vnějších povrchů nádob. Obzvláště proble-
matická jsou místa, která nejsou dostatečně přístupná pro dokonalé 
mechanické a chemické čištění, jako jsou například některé potrubní 
armatury či nedostatečně vyhlazené sváry (Ťopka, 1983). Tato místa 
vytváří díky dostatečnému přístupu vody a živin (piva) ideální pro-
středí pro přežití a rozvoj mikroorganismů, který může při opakující 
se nedokonalé sanitaci vést až ke vzniku biofi lmu, mikrobiálního kon-
sorcia, které je již těžko odstranitelné běžnými sanitačními postupy 
a může se stát trvalým zdrojem kontaminace (Matoulková a Kubizni-
aková, 2014).

Hotové pivo a jeho skladování
Hotové pivo je nápoj s relativně vysokou mikrobiologickou stabili-

tou. Obsah hořkých chmelových látek, alkoholu, oxidu uhličitého, 
nízké pH, a také nízký obsah utilizovatelných živin a kyslíku brání 
rozvoji celé řady mikroorganismů, včetně patogenních (Jespersen 
a Jakobsen, 1996; Vaughan et al., 2005; Vriesekoop et al., 2012). 

I přesto souvisí jeho mikrobiologická a tedy i senzorická stabilita 
s podmínkami skladování (Dainty, 1996; Vanderhaegen et al., 2003). 
Důležitými parametry jsou u nefi ltrovaného piva, podobně jako u fi l-
trovaného, zejména teplota, přístup světla a mechanický pohyb 
(transport). Optimální teplota skladování, která je obecně nejvý-
znamnějším faktorem, je asi 5–10 °C, přičemž u sudového piva lze 
tolerovat až 15 °C (Basařová et al., 2010). Prostor pro skladování 
piva má být navíc větratelný, suchý, bez plísní a zápachů. Největší 
problém z hlediska teplotních požadavků na správné skladování 
piva představují pro pivovarskou výrobu zejména letní měsíce, kdy 
se díky vyšší teplotě mohou nežádoucí mikroorganismy v poměrně 
krátké době v sudovém i lahvovém pivu rychle pomnožit a senzoric-
ky ho znehodnotit. Metabolická aktivita biologické kontaminace, kte-
rou v Evropě z 90 % tvoří pouze čtyři bakteriální druhy – Lactoba-
cillus, Pediococcus, Pectinatus a Megasphaera (Suzuki, 2011), 
a nesprávné skladování hotového piva ohrožuje nejen jeho kvalitu, 
ale i zdraví spotřebitele. Obzvláště nebezpečné jsou například bio-
genní aminy, N-nitrosaminy či mykotoxiny, z nichž některé mají kar-
cinogenní aktivitu (Matoulková a Kubizniaková, 2014; Sweeney 
a Dobson, 1998; Vrzal a Olšovská, 2016).

 ■ 4 METODY VEDOUCÍ KE ZVÝŠENÍ 
TRVANLIVOSTI NEFILTROVANÝCH PIV

V praxi nejběžnější a nejspolehlivější metodou vedoucí ke zvýšení 
mikrobiologické stability piva je kombinace fi ltrace a pasterace, kte-
rou jsou z piva odstraněny prakticky všechny živé mikroorganismy 
(Hammond et al., 1999; Vaughan et al., 2005). Pro potřeby zvýšení 
stability nefi ltrovaných piv však není ani jeden z těchto procesů 
vhodný, neboť fi ltrací jsou zachycovány kulturní kvasinky, jejichž pří-

are mainly used as counter pressure gases during kegging and as 
a preload in service tanks and transport containers. In smaller micro-
breweries, rubber and plastic tubes are often used for these pur-
poses. Suffi cient sanitization during standard production is hard to 
achieve. Therefore, if using non-sterilized process gases and insuf-
fi ciently maintained plumbing, microbial and sensory stabilities of 
beer may decline.

The main problems associated with microbial contamination in 
small microbreweries, particularly if using manual racking machines, 
arise during the fi lling of transport containers, such as glass or plastic 
bottles, with the unfi ltered beer. Contamination can be caused by 
ambient air or exceptionally from the material itself. In particular, in-
suffi cient sanitization of kegs can be problematic as most of the mi-
crobreweries use cask washers without fi nal vapour sterilization.

In addition, it is typical for microbreweries to use less common 
technological procedures that may increase the range of produced 
beer types or save money. Recently, for example, dry hoping be-
came very popular. During this process, further hops are added. 
High gravity brewing is seldom used in microbreweries (Schönberger 
and Kostelecký, 2011). However, these procedures bring an in-
creased risk of microbial contamination and subsequently a de-
crease in sensorial stability.

Sanitization
It has been noted that production hygiene in some microbreweries 

has worsened (Olšovská et al., 2014). This was possibly caused by 
using less sophisticated sanitization procedures, particularly by in-
suffi cient cleaning of the production site and the surfaces of contain-
ers. Especially problematic are areas that are diffi cult to access for 
perfect mechanical and chemical cleaning, such as plumbing or in-
adequately polished welds (Ťopka, 1983). These areas create an 
ideal environment for the survival and propagation of microorgan-
isms, due to suffi cient supplies of water and nutrients from beer. Re-
peated insuffi cient sanitization can cause the formation of a biofi lm, 
which is a population of bacterial cells that attach to each other and 
often to surfaces. They are very diffi cult to remove by common sani-
tization procedures and can become a permanent source of con-
tamination (Matoulková and Kubizniaková, 2014).

Storage of the fi nished beer
Finished beer is a drink with a relatively high microbiological stabil-

ity. The contents of bitter hop components, alcohol, carbon dioxide, 
the low content of available nutrients and oxygen combined with 
a low pH inhibit growth of most microorganisms, including pathogens 
(Jespersen and Jakobsen, 1996; Vaughan et al., 2005; Vriesekoop 
et al., 2012). Nevertheless, microbiological and consequently senso-
rial stability of beer also depends on storage conditions (Dainty, 
1996; Vanderhaegen et al., 2003). The parameters for storage of 
unfi ltered beer are similar to those for fi ltered beer. Of greatest im-
portance is temperature, light and mechanical motion during trans-
port. The most important factor is an optimal storage temperature, 
which should be between 5 to 10 °C. A temperature of up to 15 °C 
can be tolerated for cask beer (Basařová et al., 2010). The storage 
room should be ventilated, dry and without mould or bad odour. The 
most serious problems in complying with the correct storage tem-
perature arise particularly in the summer months. Due to higher tem-
peratures, undesirable microorganisms can proliferate in cask beer 
as well as in bottled beer and degrade it in a relatively short time. In 
Europe, 90 % of microbial contamination consists of four bacterial 
species: Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus and Megasphaera 
(Suzuki, 2011). The metabolic activities of biological contamination 
due to incorrect storage of fi nished beer, threaten not only its quality 
but also the health of the consumers. Especially dangerous are bio-
genic amines, N-nitrosamines and mycotoxins, which can be carce-
nogenic (Matoulková and Kubizniaková, 2014; Sweeney and Dob-
son, 1998; Vrzal and Olšovská, 2016).

 ■ 4 METHODS FOR SHELF LIFE EXTENSION 
OF UNFILTERED BEERS

The most common and reliable method for increasing the micro-
biological stability of beer is fi ltration and pasteurization, which re-
move virtually all living microorganisms (Hammond et al., 1999; 
Vaughan et al., 2005). Nevertheless, these methods are not appro-
priate to increase stability of unfi ltered beers. Filtration removes the 
cultured yeast, which is one of the key components in unfi ltered 
beers. Pasteurization changes the sensorial profi le of beer because 
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tomnost je obvykle jedním ze základních požadavků u nefi ltrovaných 
piv. Pasterace pak vede ke změně senzorického profi lu piva, neboť 
podporuje lýzi buněk a oxidační procesy (Cao et al., 2011). Tyto děje 
také způsobují změnu barvy, tvorbu karbonylových sloučenin, pokles 
obsahu aminokyselin, polyfenolů či pokles hořkosti (Cao et al., 
2011). Pro výrobu nefi ltrovaných piv s prodlouženou trvanlivostí je 
tedy nezbytné hledat alternativní metody vedoucí k zajištění mikro-
biologické stability, které by neměly vliv na pivovarské kvasinky do té 
míry, aby způsobovaly jejich nežádoucí inaktivaci či destrukci, inak-
tivovaly by však kontaminující mikroorganismy a zároveň tepelně 
nezatěžovaly pivo. Jako nejvíce nadějné se jeví použití vysokého 
hydrostatického tlaku a pulzního elektrického pole, nicméně pro úče-
ly zvýšení trvanlivosti nefi ltrovaných piv lze použít další, méně vý-
hodné metody či postupy, jako je například pasterace či přidávání 
různých konzervačních a stabilizačních přípravků.

Vysoký hydrostatický tlak (HHP)
Vysoký hydrostatický tlak umožňuje účinnou netermální inaktivaci 

mikrobiální populace vedoucí ke zvýšení trvanlivosti a tím i senzoric-
ké stability (Rendueles et al., 2011). V nápojovém průmyslu byla tato 
metoda poprvé aplikována v Japonsku a dnes jsou jejím prostřednic-
tvím v provozním měřítku stabilizovány ovocné džusy (Buzrul et al., 
2005). První testování vlivu vysokého hydrostatického tlaku na pivo 
bylo provedeno v roce 1998 (Buzrul, 2012), přičemž výzkum v této 
oblasti stabilizace piva pokračuje dodnes.

Působení vysokého hydrostatického tlaku představuje isostatický 
adiabatický proces (tlak je přenášen stejnoměrně a okamžitě), jehož 
výhodou je minimální teplotní namáhání piva, neboť během aplikace 
této metody bývá zaznamenána pouze malá změna teploty, přibližně 
o 3 °C na každých 100 MPa (Rendueles et al., 2011). 

Za hlavní mechanismus účinku se považuje přerušení nekovalent-
ních hydrofobních interakcí, které se v živých systémech podílí 
na konformaci biopolymerů (zejména DNA, proteinů či lipidů) a tedy 
i jejich správné biologické funkci (Tewari et al., 2007). Pravděpodob-
ně největší podíl na inaktivaci mikroorganismů má změna konforma-
ce ribozomů vedoucí k rozštěpení jejich podjednotek, díky čemuž 
dochází k poklesu množství funkčních ribozomů a tedy i omezení 
translace, které vede až k odumírání buňky (Niven et al., 1999). Vy-
stavení buněk vysokému hydrostatickému tlaku způsobuje také de-
stabilizaci struktury nukleových kyselin (u DNA vede až k disociaci 
dvoušroubovice) a tedy omezení genové exprese (Macgregor, 
2002). Bylo také zjištěno, že při aplikaci této metody na živé buňky 
dochází ke změně fl uidity membrán. S rostoucím tlakem dochází 
k rychlému poklesu fl uidity lipidové dvojvrstvy, která se rychle stává 
nepropustnou pro vodu a další malé molekuly. Buňka na tuto skuteč-
nost reaguje změnou složení této dvojvrstvy, ve které při působení 
vysokého tlaku dochází ke zvýšení obsahu nenasycených mastných 
kyselin, díky kterým membrána získává původní fl uiditu (Mota et al., 
2013; Valentine a Valentine, 2004). Na membránách navíc dochází 
ke ztrátě protonmotivní síly prostřednictvím inaktivace ATPázy, což 
způsobí kritickou změnu acidobazické rovnováhy ve vnitřním pro-
středí buňky vedoucí až k jejímu zániku (Rendueles et al., 2011). 
Na buněčné stěně byla pozorována degradace ochranných glyko-
proteinů buněčné stěny, které ji chrání před rozkladem vlastními en-
zymy. Odštěpování a denaturace glykoproteinů ve vnějších vrstvách 
buněčné stěny může vést až k jejímu popraskání a lýzi buňky. Zají-
mavostí ovšem je, že chitinové jizvy (po pučení) zůstávají i nadále 
neporušené (Brul et al., 2000). Z morfologického hlediska lze tedy 
na buňce vystavené vysokému hydrostatickému tlaku pozorovat kro-
mě neporušených chitinových jizev také protažení tvaru buňky, od-
dělení buněčné membrány od buněčné stěny, kompresi vakuol 
a kondenzaci nukleových kyselin (Rendueles et al., 2011).

Z těchto poznatků je patrné, že inaktivace buněk působením vyso-
kého hydrostatického tlaku je způsobena kaskádou mnoha dějů 
a může vést až k destrukci buněk a nežádoucímu vylití jejího vnitřní-
ho obsahu (Bendová a Kurzová, 1981; Rendueles et al., 2011). Při 
aplikaci vysokého hydrostatického tlaku je tedy důležité zajistit tako-
vé parametry, při kterých dochází k omezení metabolické aktivity 
a reprodukčních schopností buněk, avšak nedojde k jejich usmrcení 
celé buňky a tím i k uvolnění intracelulárního obsahu do piva a tudíž 
k jeho senzorickému znehodnocení. Bylo prokázáno, že v pivu ošet-
řeném tlakem 400 MPa, nebo vyšším (při teplotě 20 až 25 °C), do-
chází k úspěšné inaktivaci buněk, prokázané pomocí kontrolních 
kultivací, při nichž nebyl zjištěn žádný nárůst buněčné populace 
(Castellari et al., 2000).

Účinnost stabilizace vysokým tlakem závisí mimo jiné také na ve-
likosti a typu inaktivované buňky, neboť kvasničné buňky jsou díky 
větším rozměrům obecně méně odolné než buňky bakteriální, u kte-

it facilitates cell lysis and oxidation processes (Cao et al., 2011). 
These events also induce colour changes, the formation of carbonyl 
compounds, the reduction of amino acid and polyphenol contents 
and decreased bitterness (Cao et al., 2011). For the production of 
unfi ltered beers with a prolonged shelf life, it is therefore essential to 
fi nd alternative methods. These should guarantee microbial stability, 
should not inactivate or destroy the brewing yeasts, but should inac-
tivate contaminating microorganisms without imposing a heat load 
on the beer. The most promising is the use of high hydrostatic pres-
sure and pulsed electric fi elds. It is also possible to use other less 
appropriate methods, such as the addition of preservatives or stabi-
lizers.

High hydrostatic pressure (HHP)
High hydrostatic pressure is a very powerful processing system for 

the non-thermal inactivation of microbial populations, enabling shelf 
life extension and sensorial stability (Rendueles et al., 2011). In bev-
erage industry was this technology fi rst applied in Japan and nowa-
days it is frequently used for the stabilization of fruit juices (Buzrul et 
al., 2005). The fi rst tests on the impact of high hydrostatic pressure 
on beer was carried out in 1998 (Buzrul, 2012) but research in this 
area of beer stabilization continues.

The effect of high hydrostatic pressure is an isostatic adiabatic 
process where the pressure is transferred uniformly and immediate-
ly. The advantage is a minimum heat load on the beer as the tem-
perature change during its application is only about 3 °C per 100 
MPa (Rendueles et al., 2011).

The main mechanism of action is the interruption of non-covalent 
hydrophobic interactions that participate in the conformation of bi-
opolymers, in particular DNA, proteins and lipids in living systems, 
and therefore in their correct biological functions (Tewari et al., 
2007). The predominant effect leading to inactivating of microorgan-
isms probably lies in the changes in ribosome structures leading to 
cleavage of their subunits and, subsequently, to a decrease in the 
number of functional ribosomes, a restriction in translation and to cell 
death (Niven et al., 1999). High hydrostatic pressure also destabiliz-
es nucleic acid structures, including dissociation of the double helix, 
and therefore reduces gene expression (Macgregor, 2002). It was 
found that by applying this method to living cells, the membrane fl uid-
ity also changes. Fluidity of the lipid bilayer decreases rapidly with 
increasing pressure and becomes impermeable to water and other 
small molecules. The cell reacts to this by changing the composition 
of the bilayer. The content of unsaturated fatty acids, which are im-
portant for achieving the original fl uidity, increases (Mota et al., 2013; 
Valentine and Valentine, 2004). In addition, HHP causes a loss of 
proton motive force at membranes due to inactivation of ATPases. 
This causes a critical change in the acid-base equilibrium within the 
cells, which can lead to cell death (Rendueles et al., 2011). Degrada-
tion of glycoproteins due to loss of protective cell membrane func-
tions was also observed. The cleavage and denaturation of glyco-
proteins in the outer layers of the cell membranes can cause their 
cracking and cell lysis. An interesting fi nding was that chitin scars 
derived from germination stay intact (Brul et al., 2000). In cells ex-
posed to HHP, from a morphological point of view, it is possible to 
observe not only intact chitin scars but also cells with protruding 
shapes, separation of cell membranes from the cell walls, vacuole 
compression and condensation of nucleic acids (Rendueles et al., 
2011).

From these fi ndings it is evident that cell inactivation by exposure 
to HHP is the result of many actions that could lead to the destruction 
of the cell and undesirable release of cellular fl uids (Bendová and 
Kurzová, 1981; Rendueles et al., 2011). Therefore, it is important to 
set up such parameters that reduce metabolic activity and reproduc-
tion of cells, but do not cause total cell destruction, that would change 
the sensorial properties of the beer. It was demonstrated in control 
cultures that  a pressure of 400 MPa or higher at temperature of 20 
°C to 25 °C successfully inactivated cells and prevented any in-
crease in the cell population (Castellari et al., 2000).

The effectiveness of stabilization by high pressure also depends 
on the type of cell to be inactivated. Larger yeast cells are commonly 
less resistant than bacterial cells. Their degree of resistance de-
pends mainly on the composition of the cell wall; Gram-positive bac-
teria are generally more resistant than Gram-negative cells. It was 
also found that individual species of microorganisms exhibited differ-
ent levels of resistance to high pressure, depending on the fl uidity of 
their membranes (Mota et al., 2013).

It was also verifi ed that at lower temperatures, a lower pressure 
was needed to reach the same degree of inactivation. The combina-
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rých odolnost závisí hlavně na složení buněčné stěny. Gram-pozitiv-
ní bakterie mají obecně vyšší odolnost než gram-negativní buňky. 
Bylo taktéž zjištěno, že jednotlivé druhy mikroorganismů vykazují 
odlišnou odolnost vůči tlaku v závislosti na fl uiditě membrán (Mota et 
al., 2013).

Z hlediska účinnosti inaktivace mikroorganismů tlakem bylo ověře-
no, že při nižších teplotách postačuje pro dosažení požadovaného 
efektu nižší tlak. Jako nejúčinnější se ukázalo ošetření buněk při tep-
lotě -20 °C, kdy k usmrcení docházelo již při tlaku 105 MPa. Při tep-
lotách okolo nuly bylo pro dosažení stejného efektu potřeba použít 
tlak 190 MPa a při teplotě 20 °C byl potřebný tlak 250 MPa, data 
však pochází ze studie, kde byl tlak aplikován na buněčnou suspen-
zi o denzitě 3x108 buněk na 1 ml, což je v porovnání s reálnou kon-
centrací buněk v pivu hodnota přibližně o řád vyšší (Fillaudeau 
a Carrere, 2002; Perrier-Cornet et al., 2005).

Efekt vysokého tlaku a nízké teploty působí na buňky synergicky 
na dvou úrovních. V první řadě dochází při vystavení mikroorganis-
mů těmto extrémním podmínkám ke změně biochemické rovnováhy 
zapříčiňující denaturaci buněčných proteinů. Tento efekt je kombino-
ván s poškozeními na mikroskopické úrovni, kdy dochází ke změně 
velikosti povrchu k objemu díky vnitřní kompresi doprovázené posu-
nem osmotické rovnováhy. Působením vysokého tlaku je rovněž ze-
sílen destruktivní účinek případných vnitrobuněčných ledových krys-
talů, které buňky namáhají mechanicky (Perrier-Cornet et al., 2005).

Vysoký tlak lze využít také pro inaktivaci spor. V tomto případě je 
ovšem nezbytné použít ošetření tlakem ve dvou krocích, kdy v prv-
ním dochází k aktivaci spory (senzitivizace), která ztrácí barotoleran-
ci a při další aplikaci vysokého tlaku odumírá (Rendueles et al., 
2011). Přesný mechanismus inaktivace spor pomocí působení vyso-
kého tlaku, který je doprovázen výrazným snížením vnitřního pH, 
není dosud zcela objasněn. Předpokládá se, že prvním působením 
tlaku dochází k aktivaci rozkladu kortexu (nejodolnějšího obalu spo-
ry) činností hydrolytických enzymů, čímž je zahájeno klíčení spor. 
Rozkladem kortexu spora ztrácí mechanickou ochranu a dalším pů-
sobením tlaku dochází k denaturaci jejich kompartmentů i některých 
látek. Jedná se například o hydrolýzu jádra spory či rozklad dipikoli-
nátu vápenatého a některých nízkomolekulárních proteinů (Ahn 
a Balasubramaniam, 2007). K senzitivizaci spor dochází už při pou-
žití relativně nízkých tlaků, přibližně v rozmezí 50 – 300 MPa (Ren-
dueles et al., 2011), zatímco úspěšná inaktivace spor vyžaduje pou-
žití tlaků extrémně vysokých, přesahujících 900 MPa (Castellari et 
al., 2000).

Pulzní elektrické pole (PEF)
Další netermální metodou vedoucí k inaktivaci mikroorganismů 

nacházejících se v nápojích je metoda využívající pulzní elektrické 
pole (Knorr et al., 2001; Knorr et al., 1994; Vega-Mercado et al., 
1997), která je založena na generaci velmi krátkých vysokoenerge-
tických elektrických pulzů, jejichž doba trvání nepřesahuje jednotky 
mikrosekund. V provozních podmínkách je v současnosti pulzní 
elektrické pole aplikováno hlavně pro zvyšování mikrobiologické sta-
bility mléka, díky čemuž je většina poznatků o použití této metody 
získána z roztoků obsahujících tukové micely (Barsotti et al., 2001; 
Vega-Mercado et al., 1997). Pulzní elektrické pole však bylo použito 
i pro ošetření piva, i když zatím pouze v laboratorních podmínkách 
(Evrendilek et al., 2004).

Bylo prokázáno, že hlavním jevem vedoucím k inaktivaci buněk 
není zahřívání ani elektrolýza vnitřního obsahu buňky (Knorr et al., 
1994), ale destrukce cytoplazmatické membrány mikroorganismů 
(Barsotti et al., 2001; Bendicho et al., 2002; Soliva-Fortuny et al., 
2009). Princip mechanismu je založen na namáhání membrány vy-
sokofrekvenčními elektrickými pulzy vedoucímu ke vzniku takzvané 
elektroporace, jejíž fyzikální podstata není dosud zcela objasněná 
(Gudmundsson a Hafsteinsson, 2001; Vega-Mercado et al., 1997). 
Existuje však teorie, že biologické membrány jsou podobné konden-
zátoru s malou dielektrickou konstantou (Zimmermann et al., 1974), 
na jejichž vnější a vnitřní straně jsou přítomny striktně oddělené malé 
opačné náboje, které zajišťují vznik transmembránového potenciálu. 
Pokud je biomembrána vystavena působení vysokoenergetických 
elektrických pulzů, dochází k akumulaci náboje podél vnitřní a vnější 
membrány spojené se zvýšením transmembránového potenciálu 
ve velmi krátkém čase (μs), což vede k prudkému nárůstu energie 
způsobenému přitažlivými silami mezi opačnými náboji. Tímto jevem 
dochází k razantnímu zvýšení tlaku na membránu a jejímu mecha-
nickému namáhání v cyklech odpovídajících frekvenci elektrických 
pulzů. Výsledkem tohoto děje může být lokální poškození biomem-
brán mikroorganismů, perforace a vylití vnitrobuněčného obsahu 
(Knorr et al., 2001; Zimmermann et al., 1974). 

tion of a temperature of -20 °C and a pressure of 105 MPa was most 
effective. At temperatures around zero, it was necessary to use 
a pressure of 190 MPa to achieve the same effect and at a tempera-
ture of 20 °C, a pressure of 250 MPa was necessary. Nevertheless, 
these data were derived from a study in which pressure was applied 
to a cell suspension of density 3 x 108 cells/ml. That is about ten 
times higher than the actual cell concentration in beer. (Fillaudeau 
and Carrere, 2002; Perrier-Cornet et al., 2005).

The combination of high pressure and low temperature affects 
cells synergistically at two levels. Firstly, the application of these ex-
treme conditions to microorganisms causes a change in biochemical 
equilibria and subsequently denaturation of cellular proteins. This ef-
fect is combined with damage at a microscopic level, which results in 
surface – area – to volume ratio changes due to inner compression 
accompanied by a shift in the osmotic equilibrium. The application of 
high pressure amplifi es the destructive effects of prospective intra-
cellular ice crystals, which stress the cells mechanically (Perrier-
Cornet et al., 2005).

High pressure could also be used for the inactivation of spores. In 
this case, pressure must be applied in two steps. The fi rst step re-
sults in sensitization of spores that lose their barotolerance and then 
die from a further application of high pressure (Rendueles et al., 
2011). Inactivation of the spores is accompanied by a signifi cant re-
duction in their internal pH, but the exact mechanism is not fully un-
derstood. It is assumed that the fi rst application of pressure activates 
breakdown processes in the cortex, the most resistant cover of 
spores, through the activity of hydrolytic enzymes. This starts spore 
germination. However, along with disintegration of the cortex, the 
spores lose mechanical protection and further pressure causes de-
naturation of components within structural compartments. Damage 
is associated with hydrolysis of the spore kernal, the degradation of 
calcium dipicolinate and decomposition of low molecular weight pro-
teins (Ahn and Balasubramaniam, 2007). Sensitization of the spores 
occurs with the application of relatively low pressures within the 
range of 50 to 300 MPa (Rendueles et al., 2011), whereas success-
ful inactivation of spores needs extremely high pressures exceeding 
900 MPa (Castellari et al., 2000).

Pulsed electric fi elds (PEF)
Another non-thermal technique for the inactivation of microorgan-

isms in drinks is a method using pulsed electric fi elds (Knorr et al., 
2001; Knorr et al., 1994; Vega-Mercado et al., 1997). This is based 
on the generation of very short high-voltage electric pulses that last 
no more than a few microseconds. Under production conditions, PEF 
are used mainly to increase microbiological stability of milk. Conse-
quently, most of the fi ndings about this method were obtained from 
solutions containing fat micelles (Barsotti et al., 2001; Vega-Mercado 
et al., 1997). Pulsed electric fi elds were also applied to beer but only 
at the laboratory level (Evrendilek et al., 2004).

It has been shown that cell inactivation was not caused by a ther-
mal effect, nor the electrolysis of cell contents (Knorr et al., 1994), 
but by the destruction of the cytoplasmic membranes of microorgan-
isms (Barsotti et al., 2001; Bendicho et al., 2002; Soliva-Fortuny et 
al., 2009). The mechanism of action is based on stresses developed 
from high-voltage electric pulses, leading to electroporation or per-
meabilization of microbial membranes. The precise physical mecha-
nisms of inactivation are not well understood (Gudmundsson and 
Hafsteinsson, 2001; Vega-Mercado et al., 1997). However, biologic 
membranes can theoretically operate like condensers with small di-
electric constants (Zimmermann et al., 1974). Small opposite charg-
es at the surface and on the inner side, which are strictly separated, 
establish and maintain a trans-membrane potential. If the biomem-
brane is exposed to high-voltage electric pulses for a very short time 
period (μs), the result is a charge accumulation along the outer and 
inner membranes and an increase in the trans-membrane potential. 
This causes a frequency-dependent abrupt increase in energy due 
to the affi nity between opposite charges, and to a sudden increase in 
pressure on the membrane due to mechanical stress. The result can 
be local damage to the biomembrane of microorganisms, perforation 
and then extrusion of the cellular contents (Knorr et al., 2001; Zim-
mermann et al., 1974).

According to PEF parameters, electroporation can be reversible or 
permanent (Knorr et al., 2001). The transition between these two 
cases is determined by the critical voltage, which varies between 12 
to 20 kV/cm and depends on the type and size of the microbial cell 
(Soliva-Fortuny et al., 2009). Exceeding the critical voltage results in 
permanent cell deformation and even leaking of the cell contents into 
the beer. Cells exposed to lower intensity PEF only experience 
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Elektroporace je v závislosti na parametrech elektrického pulzního 
pole reversibilní nebo ireversibilní (Knorr et al., 2001). Přechod mezi 
těmito dvěma stavy určuje takzvané kritické napětí, které se pohybu-
je v rozsahu 12-20 kV/cm v závislosti na typu a velikosti mikrobiální 
buňky (Soliva-Fortuny et al., 2009). Při překročení kritického napětí 
dochází k trvalé deformaci a poškození buněk vedoucímu až k úniku 
vnitřního obsahu do piva, zatímco u buněk vystavených působení 
elektrického pole s intenzitou nižší dochází ke zdrsnění povrchu bu-
něk spojenému s minimálním poškozením buněčných organel (Knorr 
et al., 2001). 

Efektivita pulzního elektrického pole je ovlivněna celou řadou fakto-
rů, jako je intenzita elektrického pole, doba působení a s ní související 
počet použitých pulzů a v neposlední řadě teplota ošetřovaného vzor-
ku. Z biologického hlediska je podstatným faktorem ovlivňujícím 
úspěšnou inaktivaci buněk typ inaktivovaného mikroorganismu 
(Bendicho et al., 2002), neboť v porovnání s kvasinkami je pro inak-
tivaci bakterií, jejichž rozměry jsou přibližně desetkrát menší, zapo-
třebí přibližně dvakrát vyšší intenzity elektrického pole (Evrendilek et 
al., 2004).

Aplikace vysokého hydrostatického tlaku a pulzního 
elektrického pole v pivovarství

Metody vysokého hydrostatického tlaku a pulzního elektrického 
pole dosud v pivovarském průmyslu využívány nejsou, ačkoliv bylo 
prokázáno, že jejich použití přináší řadu výhod (Buzrul, 2012; Yang 
et al., 2016). Jednou z hlavních výhod aplikace vysokého hydrosta-
tického tlaku je zachování výsledné kvality produktu. Bylo dokázáno, 
že tímto ošetřením piva nedochází ke změně jeho vlastností (pH, 
barvy, hořkosti, extraktu, redoxního potenciálu či stability pěny), ani 
ke změně obsahu látek (ethanolu, iso-α-hořkých kyselin a polyfeno-
lů), přičemž i spektrum aromatických látek zůstává neměnné (Buzrul, 
2012; Castellari et al., 2000). Během stárnutí piva se však výše uve-
dené vlastnosti a obsahy látek mění, výjimkou je pH, které dosaho-
valo po sledovanou dobu (49 dnů) přibližně stejných hodnot (Buzrul, 
2012; Buzrul et al., 2005; Castellari et al., 2000; Franchi et al., 2011). 
Při ošetření piva vysokým hydrostatickým tlakem dochází zpravidla 
ke vzniku výrazného zákalu (Buzrul, 2012). Tento jev je pravděpo-
dobně způsoben změnou konformace proteinů (sekundární struktu-
ry) vystavených působení vysokému hydrostatickému tlaku, díky 
čemuž zřejmě dochází ke změně afi nity k fenolovým látkám, což 
může vést až ke zvýšení tvorby trvalého zákalu.

Důležitým faktorem pro další zkoumání vlivu vysokého hydrosta-
tického tlaku na nefi ltrované pivo je jeho porovnání s nejpoužívaněj-
ší metodou mikrobiální stabilizace – pasterací. Piva ošetřená pomocí 
tlaku 600 MPa po dobu 5 min vykazovala v porovnání s pivy paste-
rovanými na tunelovém pastéru při 60 °C po dobu 10 min téměř to-
tožné hodnoty barvy (Buzrul et al., 2005; Castellari et al., 2000) 
a oba vzorky byly taktéž mikrobiologicky inaktivní. U všech vzorků 
byl analyzován obsah hydroxymethylfurfuralu, který vzniká při tepel-
ném rozkladu sacharidů v kyselém prostředí, jakožto analytického 
znaku pro posouzení tepelného namáhání (Šavel a Pazourek, 2001). 
Jeho obsah byl u piv ošetřených vysokým hydrostatickým tlakem 
v porovnání s pasterovanými pivy řádově nižší, což je prokazatelně 
pozitivní efekt (Buzrul et al., 2005).

Pro efektivní použití pulzního elektrického pole je nezbytná mini-
malizace rizika mikrobiologické kontaminace nefi ltrovaného piva 
správnou výrobní a hygienickou praxí, neboť nastavení parametrů 
metody, způsobující inaktivaci mikrobiální kontaminace, může vyvo-
lat lýzi žádoucích kvasničných buněk a senzorické znehodnocení 
piva (Bendicho et al., 2002; Soliva-Fortuny et al., 2009). Vhodným 
nastavením parametrů pulzního elektrického pole by navíc měla být 
omezena aktivita kvasinek natolik, aby nedocházelo k nárůstu jejich 
populace a aby se zároveň podařilo omezit jejich metabolické pocho-
dy, zejména pak schopnost kvašení.

Otázkou rovněž zůstává, jak samotné ošetření piva vysokofre-
kvenčním elektrickým polem ovlivňuje jeho senzorické vlastnosti, 
neboť dosud není znám účinek tohoto ošetření na redoxní, degra-
dační či kondenzační reakce samovolně probíhajících v pivu 
a na denaturaci v něm obsažených proteinů. 

Navíc bylo prokázáno, že senzorický profi l piva je výrazně negativ-
ně ovlivněn uvolňováním iontů kovů (zejména chromu, zinku, železa 
a manganu), z nerezových ocelových elektrod používaných během 
aplikace elektrického pulzního pole (Evrendilek et al., 2004). Je tedy 
nezbytné optimalizovat chemické složení a konstrukci elektrod i sa-
motné parametry pulzního elektrického pole tak, aby elektrody zů-
staly intaktní a nijak neovlivňovaly stabilizovaný produkt.

V roce 2013 bylo americkým patentovým ústavem registrováno 
zařízení, primárně navržené pro biologickou stabilizaci mléka, jehož 

a roughening of the cell surface and a minimum number of damaged 
organelles (Knorr et al., 2001).

The effi ciency of PEF is infl uenced by a number of factors, such as 
the intensity of the electric fi elds, the duration, the number of pulses 
used and the temperature. From the biological point of view, the spe-
cies of microorganisms to be inactivated is a very important factor 
infl uencing the success of the process (Bendicho et al., 2002). In 
addition, when compared with yeasts, bacteria are roughly ten times 
smaller and therefore require about twice as high an intensity of elec-
tric fi elds for their inactivation (Evrendilek et al., 2004).

Application of high hydrostatic pressure and pulsed electric 
fi elds in breweries

Methods of HHP and PEF are not yet used in breweries despite 
the fact that their application would bring a number of advantages 
(Buzrul, 2012; Yang et al., 2016). One of the main advantages of 
HHP would be the maintenance of a high quality product. It has been 
shown that this treatment does not cause any changes in essential 
properties such as pH, colour, bitterness, redox potential and foam 
stability when applied to beer. The content of aromatic compounds 
also remains unchanged (Buzrul, 2012; Castellari et al., 2000). Dur-
ing beer aging, however, most properties and compounds change 
with the exception of pH, which was approximately the same during 
the entire monitored period of 49 days (Buzrul, 2012; Buzrul et al., 
2005; Castellari et al., 2000; Franchi et al., 2011). During the treat-
ment of beer with HHP, a distinct turbidity usually results (Buzrul, 
2012). This effect is probably caused by conformation changes in 
proteins stressed by HHP, particularly interactions with phenolic sub-
stances that increase the formation of a permanent turbidity.

An important factor for further research regarding the impact of 
HHP on unfi ltered beer is a comparison with the main method of mi-
crobial stabilization – pasteurization. After treatment at a pressure of 
600 MPa for 5 minutes versus pasteurization in a tunnel pasteurizer 
at a temperature of 60 °C for 10 minutes, beer samples showed al-
most the same colour (Buzrul et al., 2005; Castellari et al., 2000) and 
both samples were microbiologically inactive. All samples were ana-
lysed for the content of hydroxymethylfurfural, formed by thermal 
decomposition of saccharides in an acidic medium, as marker of 
thermal load (Šavel and Pazourek, 2001). Content of hydroxymeth-
ylfurfural in beers exposed to HHP was about ten times lower than 
after pasteurization, which is undoubtedly a positive effect (Buzrul et 
al., 2005).

For the effective application of PEF, it is necessary to minimize the 
risks of microbial contamination of unfi ltered beer by using correct 
production processes and sanitization practices. With incorrect set-
tings, inactivation of unwanted microbial contamination may be ac-
companied by lysis of desirable yeast cells and sensory deterioration 
of the beer (Bendicho et al., 2002; Soliva-Fortuny et al., 2009). In 
addition, correct parameters should restrict yeast activity in so far 
that they cease to proliferate and reduce metabolic processes, par-
ticularly the fermentation ability.

However, an open question is how the treatment of beer with high 
frequency electric fi elds infl uences its sensorial properties. Up to 
now, little is known about the impact of this method on redox values, 
degradation or condensation reactions that spontaneously occur in 
beer, and on the denaturation of beer proteins.

It was also demonstrated that the sensorial profi le of beer is sig-
nifi cantly infl uenced by extraction of metal ions such as chromium, 
zinc, iron and manganese from the stainless steel electrodes used 
during the application of PEF (Evrendilek et al., 2004). Therefore, it 
is essential to optimize the chemical composition and construction of 
the electrodes as well as the PEF parameters in such a way that the 
electrodes remain intact and do not infl uence the stabilized product 
in any way.

In 2013, the US patent offi ce registered a processing apparatus 
proposed primarily for the biological stabilisation of milk but it can 
also be used for the biological stabilisation of beer (Patent No. 
US20130213898A1). This fl ow-through system includes an inner cy-
lindrical tube with a porous fi lter placed at the inner wall, which is 
designed to hold back large particles, and an outer cylindrical tube 
where the electrodes and the drainage channels are located. The 
medium fl ows into the chamber through the inner tube and through 
the fi lter into cladding of the outer tube, where it is exposed to electri-
cal pulses and then fl ows away through the drainage channels out of 
the device (Patent No. US20130213898A1). This arrangement is 
similar to common cross fl ow fi ltration. Due to the fact that the inner 
tube fi lters can be of different mesh sizes, it is possible to adapt the 
equipment in such way that yeast cells are not held back. The inten-
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provedení lze aplikovat rovněž pro biologickou stabilizaci piva (Pa-
tent č. US20130213898A1). Toto průtočné zařízení se skládá z vnitř-
ní trubice s fi ltrem umístěným na její vnitřní stěně a sloužícím k za-
chycení velkých částic, a vnější trubice, v jejímž plášti jsou umístěny 
elektrody a odvodné kanály. Médium proudí do komory prostorem 
vnitřní trubky a poté protéká fi ltrem do pláště vnější trubky, kde do-
chází k působení elektrických pulsů a následně je médium odváděno 
sběrnými kanály pryč ze zařízení (Patent č. US20130213898A1). 
Toto uspořádání je obdobné klasické cross fl ow fi ltraci. Vzhledem 
k tomu, že lze ve vnitřní trubce použít fi ltry různých porozit, je možné 
přístroj přizpůsobit tak, aby nedocházelo k zachytávání kvasničných 
buněk uvnitř zařízení a intenzitu elektrických pulsů zvolit takovou, 
aby nevyvolávala lýzi kvasinek. Z těchto důvodů se toto uspořádání 
použití PEF jeví velmi vhodné pro zvyšování stability nefi ltrovaného 
piva. Stabilizační celu lze navíc řídit v reálném čase pomocí počítače 
(Patent č. US20130213898A1).

 ■ 5 ZÁVĚR

V posledních letech roste poptávka po nefi ltrovaných pivech. 
Vzhledem k jejich krátké trvanlivosti, znemožňující přepravu na delší 
vzdálenosti a dlouhodobé skladování, je nezbytné zajistit zvýšení 
jeho mikrobiální a senzorické stability. K tomuto účelu je obecně v pi-
vovarství využívána pasterace, která však není pro ošetření nefi ltro-
vaného piva vhodná, neboť kromě případné kontaminace zabíjí i žá-
doucí kulturní kvasinky a tepelně zatěžuje pivo. Tyto negativní jevy 
jsou příčinou hledání vhodných alternativních metod, které by vedly 
pouze k inaktivaci kvasničných buněk a případné mikrobiální konta-
minaci.

Jako perspektivní se jeví použití vysokého hydrostatického tlaku 
a pulzního elektrického pole. Z dosud dosažených výsledků vyplývá, 
že vyšší potenciál pro případné budoucí uplatnění v průmyslu má 
první z uvedených metod, neboť pro účinné zvýšení mikrobiologické 
stability elektrickým polem je nezbytné zajištění co nejdokonalejší 
mikrobiologické čistoty správnou výrobní a hygienickou praxí. 

Zavedení těchto metod do praxe vyžaduje provedení celé řady 
dalších testů zahrnujících zejména optimalizaci parametrů metod, 
vztaženou například na konkrétní druh stabilizovaného nefi ltrované-
ho piva. Dosud také existuje minimum publikací na téma vlivu výše 
uvedených metod na senzorické vlastnosti nefi ltrovaných piv.
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sity of the electrical pulses can also be chosen in such way that they 
do not cause lysis of the yeast. Therefore, this PEF set-up  seems to 
be suitable for extending the stability of unfi ltered beer. Additionally, 
stabilisation equipment can be continuously controlled by computer 
(Patent No. US20130213898A1).

 ■ 5 CONCLUSIONS

The demand for unfi ltered beers is increasing. However, the short 
shelf life limits long distance transport and long-term storage. There-
fore, it is necessary to extend microbial and sensorial stability. In 
breweries, pasteurization is commonly used for this purpose. How-
ever, this is not suitable for the treatment of unfi ltered beer. Apart 
from possible contamination, desirable brewing yeasts are also 
killed, with an additional thermal impact on the beer. These negative 
effects have motivated the search for suitable alternatives that can 
bring about the inactivation, but not destruction of both brewing 
yeasts and microbial contamination.

The applications of HHP and PEF processing seem to be most 
promising. Results show that the former technique has potential for 
use at the industrial scale. To effectively increase microbial stability 
using PEF, it is necessary to ensure maximum microbiological purity 
using correct production and sanitization procedures.

Introduction of these methods on an industrial scale needs further 
testing and optimization according to the particular type of unfi ltered 
beer. This paper represents only one of a few published studies on 
the infl uence of these two methods on the sensorial properties of 
unfi ltered beers.
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