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1. RESUMEN  

En los últimos años, la demanda de cervezas artesanas sin alcohol con propiedades funcionales y 

sensoriales únicas ha aumentado notablemente, impulsada por el interés en un estilo de vida saludable 

y nuevas experiencias. En este contexto, la industria cervecera busca métodos alternativos para 

producir cervezas sour reduciendo tiempo y costes. Una alternativa es reemplazar la acidificación 

bacteriana tradicional con levaduras no-Saccharomyces. La incorporación de compuestos 

antioxidantes contribuye a la singularidad y mayor valor nutricional del producto resultante. Este 

estudio explora el uso combinado de Lachancea thermotolerans L31 y Metschnikowia pulcherrima 

M29 en la elaboración de cervezas con arándanos o enriquecidas con antocianos. Se evaluaron 

parámetros fisicoquímicos como pH, color, amargor, polifenoles totales, capacidad antioxidante, 

perfiles de antocianos y volátiles, además de una evaluación sensorial. Los resultados mostraron que 

tanto la adición de arándanos o antocianos, como la fermentación con Lachancea-Metschnikowia 

influyeron significativamente en las propiedades químicas y sensoriales de las cervezas. Esta 

estrategia permite obtener cervezas con un perfil distintivo y beneficios funcionales, marcando un 

avance en la elaboración de cervezas artesanales y abriendo nuevas líneas de investigación y 

desarrollo en el sector. 

2. ABSTRACT 

In recent years, the demand for alcohol-free craft beers with functional properties and unique 

sensory characteristics has increased significantly. In this context, the brewing industry is seeking 

alternative methods to produce sour beers with reduced production time and costs. For example, 

replacing traditional bacterial acidification with non-Saccharomyces yeasts during fermentation. This 

study explores the combined use of Lachancea thermotolerans L31 and Metschnikowia pulcherrima 

M29 in the production of beers with blueberries or enriched with anthocyanins. Physicochemical 

parameters such as pH, color, bitterness, total polyphenols, antioxidant capacity, and anthocyanin and 

volatile profiles were evaluated, along with a sensory analysis. The results showed that both the 

addition of blueberries or anthocyanins and fermentation with Lachancea-Metschnikowia 

significantly influenced the chemical and sensory properties of the beers. This strategy enables the 

production of beers with a distinctive profile and functional benefits, representing a step forward in 

craft beer development and opening new avenues for research and innovation in the sector.  



6 

 

3. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

La cerveza es la bebida alcohólica más antigua y consumida actualmente en el mundo, 

por encima del vino y de otros licores. Desde su descubrimiento, ha jugado un papel vital 

como base de la nutrición y como rasgo cultural de las sociedades que la producían. En su 

sentido estricto, la cerveza se define como “un alimento resultante obtenido de la 

fermentación mediante levaduras seleccionadas de un mosto cervecero elaborado a partir de 

materias primas naturales”; y se elabora con malta de cebada u otros cereales amiláceos en 

una proporción menor del 50%, agua, lúpulo y levaduras (1,2).  

En un contexto evolutivo y dinámico, la receta primaria original de la cerveza se ha 

ido modificando y adecuando a las necesidades y gustos de los consumidores, impulsando el 

surgimiento de una gran variedad de tipos de cervezas con distintos sabores, aromas y 

características. Hoy en día, existen más de 150 estilos distintos de cervezas artesanas, por lo 

que las cerveceras están experimentando un crecimiento exponencial tanto en tamaño como 

en demanda (3,4).  

 El consumo de cervezas sin alcohol o con baja graduación alcohólica pasó del 1,8% 

hasta el 3,8% de 2013 a 2019, aumentando la demanda de cervezas sin alcohol en un 13,5% 

sobre la producción total (5). La persecución de un estilo de vida sano por parte de los 

consumidores pasa por reducir la ingesta de alcohol, y por tanto la demanda actual se enfoca 

en cervezas con sabores y olores frutales y baja graduación alcohólica, similares a las 

cervezas sour o cervezas ácidas. Sin embargo, este tipo de cerveza tradicional implica largos 

tiempos de fermentación y producción, alto coste y una calidad inconsistente en el tiempo. 

Como consecuencia, la industria alimentaria está buscando posibles soluciones a este 

problema. 

Una de las posibles alternativas consiste en el uso de especies de microorganismos 

distintos a S. cerevisiae. Ejemplos de estas son las levaduras de los géneros Lachancea o 

Metschnikowia, empleadas en la industria alimentaria para la producción de vinos. El 

metabolismo de estas levaduras es capaz de aportar al vino y a la cerveza aromas y sabores 

frutales, propiedad que se está investigando en este contexto para elaborar cervezas similares 

a las cervezas sour, de manera mucho más rápida, barata, en procesos controlados y con 

menos riesgo de contaminación. 
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Este proyecto fin de máster se centra en el uso de levaduras no-Saccharomyces en la 

elaboración de cervezas ácidas, suplementadas con arándanos o con extracto de antocianos 

de uva como herramienta para elaborar alimentos funcionales con alta capacidad 

antioxidante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

Objetivos del proyecto 

 

Con la intención de contextualizar y enfocar la investigación, se definieron el objetivo 

general y los objetivos específicos del proyecto, que se enuncian a continuación. 

 

Objetivo general: Estudiar el efecto del uso de levaduras no-Saccharomyces y de la 

suplementación con arándanos o antocianos de uva en la elaboración, características y perfil 

sensorial final de cervezas artesanales. 

 

Objetivos específicos: 

1. Desarrollar protocolos de fermentación para la elaboración de cervezas artesanales 

suplementadas con arándanos o antocianos de uva, mediante el uso de levaduras 

convencionales (Saccharomyces cerevisiae) y levaduras no convencionales en cultivo 

mixto (L. thermotolerans y M. pulcherrima) 

2. Analizar la interrelación entre las levaduras empleadas y relacionar los aspectos y 

productos de sus metabolismos con las características fisicoquímicas y sensoriales 

del producto final. 

3. Analizar y comparar el perfil fisicoquímico de las cervezas terminadas, estudiando 

parámetros como pH, densidad, glucosa residual, contenido de etanol, color, amargor, 

perfil de componentes volátiles, índice de polifenoles totales, perfil y concentración 

de antocianos y capacidad antioxidante. 

4. Valorar las características organolépticas de las cervezas mediante evaluación 

sensorial para compararlas y correlacionar el perfil aromático percibido con el perfil 

de componentes volátiles. 

5. Determinar la influencia del tipo de levadura adicionada, del uso de frutas y de la 

adición de antocianos de uva en las propiedades sensoriales y fisicoquímicas de los 

distintos productos finales. 
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4. MARCO TEÓRICO 

4.1. La cerveza: introducción y contexto histórico. 

Las primeras evidencias de la existencia de las cervezas datan del año 2800 a.C (3), 

pero se cree que su práctica comenzó hace más de 8000 años, principalmente en las 

civilizaciones egipcia y babilónica (2). En un contexto de escasez de recursos, la cerveza 

apareció como una bebida capaz de satisfacer las necesidades nutricionales, buen contenido 

calórico y no susceptible a la contaminación, debido al pH ácido y al alcohol de la bebida. 

La fabricación de cerveza permitía asimilar cereales en azúcares y aumentar la vida útil de 

los alimentos, que en muchas ocasiones escaseaban (6). 

Si bien el descubrimiento de la cerveza fue eventual, con el paso de los años las 

técnicas de elaboración se fueron perfeccionando, y en el año 1516 se definió la cerveza 

como una bebida alcohólica elaborada únicamente con agua, malta, lúpulo y levadura (3). El 

concepto de fermentación no surgió hasta entrado el siglo XIX (2), gracias a los 

descubrimientos de Louis Pasteur sobre la capacidad fermentativa de los microorganismos. 

Desde entonces, las cervezas se han ido adaptando a las necesidades de las sociedades 

y convirtiéndose en un rasgo reflejo de la cultura, hasta coronarse como la bebida alcohólica 

más antigua y consumida en todo el mundo (7,8). Se estima que entre 2016 y 2022, el 

consumo de cerveza en Europa aumentó en 365 millones de hectolitros (5).  

La globalización y la adaptación de la receta a los recursos naturales de los distintos 

lugares geográficos provocó la diversificación de la bebida original y como consecuencia, la 

aparición de distintos tipos de cerveza. Antiguamente, se dividían en dos: las cervezas “ale”, 

típicas de Gran Bretaña, fermentadas a 12-22ºC con Saccharomyces cerevisiae, y en las que 

las levaduras al final del proceso ascendían a la superficie; y las cervezas “lager”, propias de 

Alemania, fermentadas a bajas temperaturas (4-15ºC) con Saccharomyces pastorianus, y en 

las cuales las levaduras floculaban al fondo del fermentador (2). Con el tiempo, se 

descubrieron también las cervezas de fermentación espontánea (3). A día de hoy, hay 

incontables tipos de cervezas e instituciones completas dedicadas a su estudio y clasificación 

(4). 

Entre todas ellas, destacan las cervezas de fermentación espontánea, no inoculadas de 

manera intencionada. En estas cervezas, el mosto cervecero, se transfiere caliente a vasijas o 
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barriles y se deja fermentar en abierto, aprovechando los microorganismos presentes en el 

ambiente y en las superficies de los recipientes. Este tipo de cervezas se conocen como 

cervezas lambic, un subgrupo dentro de las cervezas sour, que se caracterizan por un fuerte 

aroma y sabor cítrico y frutal (3,9–11). 

4.1.1.  Cerveza sour 

 Las cervezas sour son un tipo de cervezas caracterizadas principalmente por una alta 

concentración de ácidos orgánicos y pH muy bajos en comparación con la cerveza tradicional 

(3). A pesar de que el proceso de elaboración es similar al de otras cervezas, la fermentación 

de las cervezas sour se lleva a cabo de manera espontánea y mediante co-cultivos de 

levaduras (principalmente Brettanomyces, Candida, Saccharomyces y Torulaspora spp. (12)) 

y bacterias productoras de ácido y responsables de pH y graduación alcohólica bajos, como 

las bacterias ácido-lácticas (BAL) o bacterias ácido-acéticas (BAA) (3,12). El proceso de 

elaboración tradicional de estas cervezas puede durar de 1 a 3 años, y tiene una serie de 

problemas asociados que dificultan la producción y aumentan el coste considerablemente (3). 

 Este tipo de cerveza está tomando un protagonismo importante en el mercado, 

impulsado por la búsqueda de estilos de vida más sanos, que comprenden reducir el consumo 

de alcohol; y por sus características sensoriales únicas (5).  

 Por esta razón, la industria cervecera está buscando alternativas de producción que 

permitan reducir el tiempo de elaboración y optimizar el proceso. Una alternativa interesante 

es el uso de levaduras no-Saccharomyces (5), con baja capacidad fermentativa y alta 

actividad enzimática relacionada con la producción de ácidos volátiles (13) y metabolitos, 

capaces de generar cervezas de baja graduación alcohólica (14) y aportar características 

sensoriales similares a las de las cervezas sour (15). Dentro de estas levaduras, destacan el 

uso de Lachancea thermotolerans, Torulaspora delbrueckii, y Metschnikowia pulcherrima, 

entre otras (16). 

4.2. Proceso de elaboración del mosto de cerveza 

La elaboración del mosto de cerveza se divide en cuatro etapas principales: el 

malteado de la cebada, la molienda de la malta, la maceración de la malta, y la cocción del 

mosto cervecero. 
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 La maceración es el proceso por el cual la malta se mezcla o infusiona con agua 

caliente para extraer y digerir las proteínas, carbohidratos, enzimas y sustancias fenólicas en 

azúcares fermentables y compuestos nitrogenados aprovechables por las levaduras (17). 

Como resultado de este proceso, se obtiene el mosto, un líquido denso y rico en azúcares (3), 

que posteriormente se fermentará hasta convertirse en cerveza.  

Durante la maceración, el agua empleada se calienta hasta 67-68ºC para activar las 

enzimas amilolíticas presentes en los granos de malta (α-amilasa, β-amilasa y dextrinasa 

terminal) y degradar el almidón en azúcares fermentables (maltosa, maltotriosa, dextrinas y 

glucosa) (18). Cada una de estas enzimas tiene una función y temperaturas óptimas distintas, 

y su actividad es crucial para este proceso. La α-amilasa rompe las cadenas de almidón por 

los enlaces α (1→4), liberando dextrinas ramificadas. La β-amilasa hidroliza estas moléculas 

y libera monómeros de maltosa a partir de los extremos no reductores de las dextrinas. Por 

otro lado, la dextrinasa terminal rompe los enlaces α(1→6) de las ramificaciones de 

amilopectina, liberando dextrinas lineales, que a su vez sirven como sustrato para la β-

amilasa (19). Cada una de estas enzimas tiene una temperatura óptima de reacción distinta. 

Por ejemplo, la α-amilasa trabaja mejor a 72ºC, temperatura a la que la β-amilasa se inactiva 

(18). Por el contrario, la β-amilasa trabaja mejor alrededor de los 62ºC, temperatura a la que 

la α-amilasa disminuye considerablemente su actividad (20). La malta empleada en cerveza 

tiene un ratio de dextrinasas bajo. Aproximadamente el 80% del almidón se convierte en 

azúcares fermentables, mientras que el 20% restante permanece en forma de dextrinas 

ramificadas que aportan cuerpo a la cerveza final (21). Sin embargo, estos porcentajes pueden 

variar en función del tipo de cerveza que se desee elaborar. 

Debido a que la viscosidad del mosto y el cuerpo de la cerveza dependen 

estrechamente de la actividad enzimática y de la composición en azúcares del mosto, es 

importante encontrar un rango de temperaturas en las que el ratio de actividad enzimática sea 

óptimo. Si la actividad α-amilasa es mayor que la actividad β-amilasa, se obtendrá un mosto 

rico en dextrinas, que se asocia a cervezas con mucho cuerpo (20,21) y menos alcohólicas 

(la concentración de azúcares fermentables en el mosto es menor); mientras que si en la 

maceración predomina la actividad β-amilasa aumenta la concentración de azúcares 

fermentables y se obtienen cervezas más secas y con mayor contenido alcohólico. 
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Tras la maceración, la porción líquida (mosto) y sólida (bagazo) se separan en un paso 

denominado clarificado (3). Se añade lúpulo y se somete al mosto a ebullición entre 90-120 

minutos (22), en un proceso llamado cocción. Esto se realiza por varios motivos: la 

inactivación de las enzimas, la esterilización y concentración del mosto, la coagulación de 

proteínas y taninos, y la precipitación de fosfato de calcio y consecuente disminución del pH 

(2). La cocción también es responsable de dar el color y sabor a malta característico de la 

cerveza mediante reacciones de Maillard (22). La adición de lúpulo es un paso clave en la 

elaboración de cerveza, ya que aporta el sabor amargo y aroma característico de esta bebida. 

Durante la cocción, los α-ácidos presentes en el lúpulo son isomerizados y convertidos a α-

isoácidos, responsables del amargor. De manera simultánea, los aceites esenciales y taninos 

difunden al mosto, aportando el aroma (2,17). Durante la cocción, se puede aplicar o no un 

paso de whirpool para provocar la sedimentación del lúpulo y otros posibles sólidos en la 

mezcla y facilitar su retirada. 

 Acabada la cocción, el mosto se deja enfriar, se airea y se inocula con levaduras para 

iniciar la fermentación. 

4.2.1.  Fermentación 

 La fermentación es un proceso metabólico en el cual una población de levaduras 

convierte los azúcares fermentables de un mosto en etanol, dióxido de carbono, y otros 

metabolitos responsables del sabor y aroma del producto final (23). Una fermentación 

estándar suele durar de 5 a 7 días (22), pero como todo proceso químico, depende en gran 

medida de una serie de parámetros, como la levadura empleada, tasa de inoculación, 

temperatura del proceso, oxígeno disuelto y cantidad de azúcares fermentables del mosto 

(24); que a su vez están condicionados por del tipo de cerveza que se quiera elaborar. 

4.2.2. Saccharomyces cerevisiae 

 La levadura cervecera por antonomasia es Saccharomyces cerevisiae, una levadura 

ascomiceto domesticada durante civilizaciones (25)  capaz de producir etanol en cantidades 

considerables. Durante la fermentación, los azúcares fermentables se transportan al interior 

de la célula y son asimilados y convertidos en CO2, etanol y ATP. Para ello, las levaduras 

tienen requerimientos específicos de aminoácidos y otros nutrientes como ácidos grasos, 

esteroles e incluso oxígeno (2).  
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Hay varias características que convierten a Saccharomyces cerevisiae en la levadura 

más adecuada para la elaboración de cerveza: es capaz de fermentar todos los azúcares 

presentes del mosto, incluyendo maltotriosa, a diferencia de muchas otras especies (26); tiene 

buena capacidad fermentativa a concentraciones altas de azúcar (27); presenta efecto 

Crabtree, resistencia a determinados estreses (etanol, oxígeno, altas temperaturas) y buena 

tasa de floculación (28). 

 A pesar de ser la opción más empleada, existen cervezas tradicionales elaboradas con 

otras levaduras o incluso con bacterias (ej. cervezas Lambic o Gueuze) (3), y actualmente se 

está popularizando el uso de levaduras no convencionales (también llamadas no-

Saccharomyces) para obtener cervezas con características sensoriales distintas (16). 

4.2.3. Lachancea thermotolerans 

 Lachancea thermotolerans (antiguamente Kluyveromyces thermotolerans) es una 

especie de levadura perteneciente al género Lachancea, presente en una gran variedad de 

nichos ecológicos entre los que destaca el mosto de uva (29). Por esto mismo, se emplea en 

la elaboración de vinos para disminuir el pH mediante la producción de ácido láctico, y 

obtener características sensoriales innovadoras (30). 

 Es una especie heterofermentativa, capaz de transformar azúcares en etanol y en ácido 

láctico (16), lo que la confiere una característica única y que la dota de gran valor. Es capaz 

de metabolizar glucosa, fructosa y sacarosa de manera similar a Saccharomyces cerevisiae 

(31), pero no es capaz de fermentar maltotriosa (31,32). Otra característica fermentativa 

importante es que sufre efecto Crabtree (33) y por tanto, en condiciones aeróbicas y con altas 

concentraciones de glucosa en el medio, su metabolismo prioriza la vía fermentativa y la 

producción de etanol frente a la respiración oxidativa. En esta situación, la levadura es más 

propensa a producir etanol que a aumentar su biomasa (34,35). Aproximadamente, se calcula 

que Lachancea thermotolerans consume 21,5 g para generar un 1% v/v de etanol, frente a 

los 16 g que se calculan para Saccharomyces cerevisiae (30).  

 Lachancea thermotolerans sintetiza una enzima lactato deshidrogenasa capaz de 

catalizar la producción de ácido láctico, secretado al exterior de la célula mediante 

transportadores específicos (33).  En función de la especie y la cepa, se estima que se pueden 

producir de 1-9 g/L de ácido láctico en un proceso fermentativo enológico común (36). Otro 



14 

 

metabolito característico de esta levadura es el glicerol, cuya producción se ve incrementada 

en esta cepa con respecto a otras levaduras (16,30). 

 Otra característica interesante de Lachancea thermotolerans como cultivo starter en 

mostos de cerveza es que su crecimiento no se ve significativamente inhibido por lúpulo o 

etanol. Se ha demostrado que L. thermotolerans es capaz de soportar concentraciones de 

hasta 90 IBU en mosto de cerveza, manteniendo la densidad celular en el mosto (37). De la 

misma manera, la densidad celular se mantiene también en mostos con hasta 10% v/v de 

etanol (38). 

Con respecto a la producción de volátiles, se sabe que Lachancea thermotolerans 

produce mayores cantidades de 2-feniletanol (39,40) etil-lactato, etil-hexanoato (41), acetato, 

y butirato de etilo (16), lo que aporta en el producto final olores florales, dulces y afrutados.  

La capacidad de producción de ácido láctico y compuestos volátiles asociados a 

aromas frutales y la resistencia a etanol y lúpulo, convierten a Lachancea thermotolerans en 

una alternativa interesante para la producción de cervezas  

4.2.4. Metschnikowia pulcherrima 

 Metschnikowia pulcherrima es una levadura no-Saccharomyces del género 

Ascomycota, anatómicamente igual a Saccharomyces cerevisiae y presente en mosto de uva, 

y al igual que Lachancea thermotolerans, es común su uso en fermentaciones vínicas 

espontáneas (42). 

También tiene metabolismo heterofermentativo, y es capaz de asimilar glucosa, 

fructosa, sacarosa, galactosa y maltosa (43), pero de nuevo, no maltotriosa (44). La capacidad 

fermentativa de M. pulcherrima es significativamente menor que la de Saccharomyces 

cerevisiae, y también inferior a la capacidad de otras especies no-Saccharomyces (45). 

Debido a esta baja tasa de fermentación, se emplea en la industria principalmente en la 

elaboración de vinos con baja graduación alcohólica, coinoculada con otras levaduras 

(46,47). La fermentación con M. pulcherrima puede generar aproximadamente 4% v/v etanol 

(48) en vinos, aunque en algunos casos se ha llegado incluso hasta el 6-7% (49). En cervezas, 

varios estudios han conseguido obtener contenidos de entre 0,5-1% v/v en inoculaciones 

individuales, y algo más de 5% v/v en inoculaciones secuenciales con S. cerevisiae (5,44) 

 A diferencia de L. thermotolerans, es sensible al etanol (50), y la mayoría de cepas 

no soportan concentraciones superiores al 4% v/v (48).  
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Metschnikowia pulcherrima destaca por tener alta actividad proteolítica, lo que la 

convierte en una buena levadura para emplear en coinoculaciones, al ser capaz de hidrolizar 

los nutrientes del medio y liberar aminoácidos asimilables por otras levaduras (47). Tiene la 

capacidad de sintetizar y excretar pulcherrimina, un pigmento rojo con actividad antifúngica 

que puede inhibir el crecimiento de otras especies no-Saccharomyces, aunque no de 

Lachancea thermotolerans (51). 

El nivel de actividad proteolítica y β-glucosidasa depende, evidentemente, de la cepa 

empleada (52) pero en general es responsable de la generación de ácidos volátiles que aportan 

olores frutales en vinos (47). En cervezas, existen estudios que concluyen que las 

fermentaciones con Metschnikowia pulcherrima mejoran el perfil aromático en el producto 

final, aportando aromas frutales y disminuyendo aromas indeseados con respecto a S. 

cerevisiae, como por ejemplo el aroma a manzana verde, que en cerveza se considera un 

defecto y está asociado a la producción de acetaldehído (5). 

4.3. Antocianos 

Los antocianos son pigmentos hidrosolubles presentes en la naturaleza, responsables 

de los colores dentro del rango rojo-morado (53) en estructuras vegetales, principalmente 

flores, vegetales, frutas y cereales (54). Estructuralmente son polifenoles, y se consideran un 

tipo de flavonoides junto con las flavonas, las flavononas y los flavonoles (54). 

Los flavonoides tienen una estructura básica común de dos anillos aromáticos unidos 

por tres átomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado (55), formando todo ello 

un esqueleto tricíclico (56). A partir de este esqueleto, las distintas antocianinas siguen 

patrones característicos de hidroxilación, metoxilación y glicosidación. 

En la naturaleza, las antocianinas se encuentran glicosiladas, forma en la que la 

aglicona (denominada antocianidina) está unida a un azúcar (57). Las antocianidinas más 

presentes en la naturaleza son la pelargonidina (Pl), la cianidina (Cy), la peonidina (Pe), la 

delfinidina (Dp), la petunidina (Pt) y la malvidina (Mv), y a partir de combinaciones entre 

los grupos sustitutivos y los azúcares unidos, se han podido caracterizar hasta 700 

antocianinas derivadas (56). En la figura 1 se muestra un ejemplo de las distintas estructuras 

de una antocianina. 
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Figura 1. Estructura básica de antocianos. A: estructura básica de los antocianos ión flavilo – esqueleto 

tricíclico; B: forma antocianidina (pelargonidina) y C: forma antocianina (pelargonidina-3-O-glucósido). (54). 

 

Los antocianos se emplean en la industria alimentaria como pigmentos naturales 

gracias a sus propiedades como tintes y a los beneficios asociados a su consumo en la salud 

(58). En este contexto, la comunidad científica está ahondando en la materia y la 

investigación sobre el tema ha crecido considerablemente durante los últimos años, sobre 

todo con respecto al potencial farmacológico y terapéutico. Actualmente se sabe que los 

antocianos ejercen actividad anti-tumoral, anti-angiogénica, anti-inflamatoria y anti-

diabética (54), y que su consumo en la dieta tiene efectos beneficiosos en la reducción de 

enfermedad coronaria y en la mejora de la agudeza visual y el rendimiento cognitivo (59–

61). 

Los efectos beneficiosos de las antocianinas en la salud del consumidor derivan de su 

potencial antioxidante. Los compuestos antioxidantes son “cualquier sustancia que retrasa o 

elimina el daño oxidativo hacia una molécula”, y la actividad antioxidante se define como 

“la capacidad de ciertos compuestos para neutralizar radicales libres” (54,62). Las 

antocianinas tienen la capacidad de neutralizar radicales libres lipofílicos, reduciendo el 

estrés oxidativo y el daño en lípidos, proteínas y DNA, y por tanto evitando el daño celular 

y el deterioro de funciones celulares e inmunes (54,63,64). 

El uso de extracto de antocianos como aditivos alimentarios está regulado por el 

Codex Alimentarius (56) y presenta numerosas ventajas: funcionan como pigmentos 

naturales capaces de sustituir a otros pigmentos artificiales, constituyen una fuente de 

antioxidantes en la dieta y permiten aprovechar residuos vegetales que no puedan 

comercializarse frescos, disminuyendo el desperdicio de recursos naturales (54). Hasta la 

fecha, existen ejemplos de alimentos funcionales con antocianos en arroz, maíz (65), galletas 

(66), mermeladas y gelatinas (67), bebidas con y sin alcohol, helados, sorbetes, etc. (54).  

A B C 
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En el sector cervecero, se han realizado estudios sobre la suplementación con 

antocianinas y su efecto en las propiedades fisicoquímicas y antioxidantes; tanto mediante la 

adición de frutas ricas en antocianos como las frambuesas (68), aronia (69), y frutos rojos 

(70) como mediante la adición de extractos de antocianos de pulpa de uva (71).  En general, 

la adición de este tipo de frutas en la cerveza supone un aumento en el contenido de 

antocianos y actividad antioxidante de las cervezas, tal y como cabe esperar (68–71). 

4.4. Uso de fruta en las cervezas 

Las cervezas con frutas son cervezas a las que se le ha añadido frutas o sabores 

frutales, diferenciándose de otro tipo de bebidas obtenidas a partir de frutas como el vino o 

la sidra de manzana. En este tipo de bebidas fermentadas, el cereal sigue siendo la atracción 

principal, y la fruta, en mayor o menor medida, un adjunto (72). 

El uso de frutas en la cerveza no es una práctica novedosa, y un ejemplo tradicional 

de esto es la cerveza Kriek, una cerveza tradicional belga elaborada con cereza (4). Las 

cervezas con frutas se elaboran igual que una cerveza convencional, pero intercalando en 

algún punto del proceso una fase de adición de fruta. En función de dónde se coloque este 

paso, se clasifican en distintos grupos. Lo más común, es o añadir las frutas antes de la 

fermentación (ejemplo de esto son las cervezas sour), o bien mezclar la cerveza ya elaborada 

con alguna parte de la fruta, principalmente el zumo o la piel (ejemplo: Radler) (72). 

La adición de fruta a la cerveza está tomando importancia como posibilidad 

comercializable de alimento funcional, ya que la cerveza es un producto con un éxito 

considerable en el mercado y con un público abierto a las nuevas tendencias e innovaciones 

organolépticas, debido al peso de las cervezas artesanales (73). Muchos estudios hablan ya 

sobre la mejora organoléptica y sensorial que supone la adición de frutas en cervezas, y 

recientemente se ha demostrado que esta práctica supone un aumento de componentes 

bioactivos antioxidantes, como polifenoles y flavonoides, en el producto final (73–75) 
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3. METODOLOGÍA 

3.1 Reactivos y materiales 

3.1.1. Malta 

Para la elaboración del mosto cervecero se emplearon dos tipos de malta. En primer lugar, se 

utilizó malta deshidratada molturada pálida Château Pilsen 2RS de la cosecha del 2023 

(Castle Maltin, Beloeil, Bélgica), con una humedad máxima del 4,5%, extracto seco del 

81,5%, color 4,0 EBC y tiempo de sacarificación de 15 minutos. Esta malta se empleó como 

malta base. 

Se empleó también malta deshidratada no molturada, tostada Carafa tipo I (Weyermann, 

Bamberg, Alemania). Esta malta se caracteriza por tener un color oscuro (900 EBC) y por 

aportar al mosto sabores amargos y notas a chocolate. Antes de su adición al mosto, esta 

malta se molturó con un molino manual. 

3.1.2. Lúpulo 

El lúpulo empleado fue lúpulo tipo Lemodrop en forma de pellet, con un 7,1% de α-

ácidos. Este lúpulo se emplea en cervecería para aportar notas aromáticas cítricas, florales, a 

limón. 

3.1.3. Cepas de levadura y crecimiento. 

A lo largo del desarrollo del trabajo se emplearon 3 especies distintas de levaduras: 

Saccharomyces cerevisiae 7VA, Lachancea thermotolerans L31 y Metschnikowia 

pulcherrima M29, conservadas en el departamento de Microbiología de la ETSIAAB (UPM) 

en forma de cultivos en tubo, y refrescados en placa Petri con medio YPD agar (1% extracto 

de levadura, 2% peptona, 2% glucosa, 0,8% agar). 

Para S. cerevisiae 7VA y L. thermotolerans L31 se preparó un cultivo de 200 mL en 

medio YPD líquido (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa) previamente 

esterilizado a 121ºC y 15 minutos. Para M. pulcherrima M29, se prepararon 400 mL de medio 

en las mismas condiciones.  

Los cultivos se inocularon con un asa de siembra a partir de las placas Petri, en 

condiciones estériles. Se incubaron durante 48 h a 25ºC y en agitación a 240 rpm. A las 48 

horas, se realizó un pase al 2% v/v en medio YPD líquido (1% extracto de levadura, 2% 
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peptona, 2% glucosa) para todos los matraces y se incubaron otras 24 horas en las mismas 

condiciones para garantizar un inóculo de 1·106 UFC/mL. 

 

3.1.4.  Mosto empleado en el ensayo de implantación  

El mosto empleado para el ensayo de implantación se obtuvo a partir de una muestra 

de mosto de cerveza elaborada un año antes, congelada en el departamento de Química y 

Tecnología de los Alimentos de la ETSIAAB (UPM). El mosto se descongeló y se esterilizó 

a 121ºC durante 15 minutos. La densidad y pH del mosto eran de 1050 kg/m3 y 5,27, 

respectivamente.  

3.1.5. Extracto de antocianos de uva 

Para la fermentación de las cervezas, se elaboró una dilución de antocianos a partir 

de extracto de antocianos de uva (Secna, Benifaió, Valencia, España). 

Para ello, se diluyó el extracto de antocianos en matraces Erlenmeyer, en proporción 

1:2 con H2O previamente esterilizada a 121ºC y 15 minutos. Se prepararon dos matraces de 

600 mL de antocianos diluidos, cada uno con 300 mL del extracto original y 300 mL de agua 

estéril. 

3.1.6. Arándanos 

Para la preparación de las frutas se compraron bolsas de arándanos congelados de la 

marca Hacendado (España), elaborados por la empresa Crop’s Fruit (Ooigem, Bélgica). Las 

bolsas tenían un contenido de 100% arándanos, sin otras frutas, aditivos o similares.   

El mismo día que se inoculó la cerveza, los arándanos se trituraron en un procesador 

de alimentos (Vorwerk, Wuppertal, Alemania), a máxima potencia durante aproximadamente 

5 minutos, hasta obtener una mezcla con una textura líquida, cremosa. 

El puré de arándanos se guardó en botes de cristal tapados, dentro de la nevera durante 

aproximadamente una hora hasta el momento de su utilización. 
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3.2. Elaboración del mosto de cerveza 

3.2.1. Maceración 

El equipo empleado para la maceración fue un macerador comercial de la marca 

Grainfather (Auckland, Nueva Zelanda), con capacidad para 40 L de mosto, una cuba 

filtrante, una bomba de recircularización con filtro, y una camisa de calor que permite 

seleccionar la temperatura de maceración a lo largo de todo el proceso. 

Para la maceración, se emplearon 18 L de agua procedente del grifo del departamento 

de Microbiología de la ETSIAAB (UPM), de 14,5 mg/L de calcio. A esta agua se añadieron 

5,85 g de sulfato de calcio di hidratado (CaSO4·2H2O) para llegar a una concentración final 

de calcio de 90 mg/L. Una vez adicionado el calcio, el agua se calentó hasta los 72ºC 

aproximadamente en un calentador comercial de la marca Grainfather. El agua caliente se 

añadió al macerador junto con 6 kg de malta pálida molida y 37,5 g de malta tostada molida. 

Una vez añadidos los ingredientes dentro de la cuba filtrante, se encendió la bomba de 

recirculación y se mantuvo la temperatura del macerador a 68ºC durante una hora.  

Durante esta hora, se tomaron muestras de mosto para medir densidad, pH y glucosa 

en intervalos de tiempo de 20 minutos: al inicio del proceso, y a los 20, 40 y 60 minutos. 

3.2.2.  Lavado 

Tras la maceración, se apagó la bomba de recirculación y se levantó la cuba filtrante, 

dejando caer el mosto al fondo del macerador.  

Para el lavado, se emplearon 16,5 L de agua del grifo, calentados previamente a 77ºC. 

Se hicieron tres tandas de lavado, de 6 L, 6 L y 4,5 L respectivamente. Durante cada tanda, 

el agua se vertió en movimientos circulares y lentos sobre la malta, y se dejó escurrir 

completamente sobre el macerador.  

Tras el lavado, se descartó el bagazo y se inició de nuevo la bomba de recirculación. 

Se tomó una muestra de mosto para analizar densidad, pH y glucosa. 

3.2.3. Cocción 

Antes de iniciar la cocción, ajustó el pH dentro del rango 5,2-5,5 con 4 mL de ácido 

fosfórico. 
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Una vez ajustado el pH, la temperatura del macerador se elevó hasta 100ºC para llevar 

el mosto a ebullición y, se mantuvo durante 90 minutos. Transcurridos los 30 primeros 

minutos en ebullición, se añadieron al mosto 30 g de lúpulo Lemondrop. La cocción finalizó 

pasados los 60 minutos restantes. 

3.2.4. Whirpool 

Justo después de finalizar la cocción, el mosto se removió con una pala en 

movimientos circulares durante un minuto. Este proceso se conoce como “whirpool” y su 

finalidad es crear un remolino para facilitar la clarificación del mosto. Pasado un minuto de 

agitación, el mosto se dejó reposar y enfriar otros 25 minutos. 

Finalmente, el mosto se pasó a 18 botellas de 1 L de capacidad, llenándolas con 600 

mL de mosto. Las botellas y tapones empleados se esterilizaron previamente en autoclave, a 

121ºC durante 15 minutos. 

Hasta el momento de la inoculación, el mosto se guardó entre 24 y 48 h en oscuridad 

y a 4ºC. 

3.3. Ensayo de implantación 

De forma previa a la elaboración de la cerveza, se llevó a cabo un ensayo de 

implantación microbiológico para estudiar el crecimiento de dos levaduras distintas, 

Lachancea thermotolerans L31 y Metschnikowia pulcherrima M29.  

Durante el desarrollo del ensayo se estudiaron 6 condiciones distintas, cada una por 

triplicado (tabla 1). En cada condición se varió la proporción de cultivos de L31 y M29 

inoculados, de la siguiente manera: 1:1, 1:5, 1:10, 1:0, 0:1 y secuencial (inoculando en 

proporción 1:1 pero en días distintos, inoculando primero M29, y a los dos días L31). Se 

colocaron 30 mL de mosto en 18 viales estériles de 50 mL de capacidad.  

Las levaduras se inocularon al 2% v/v en todos los viales, de manera que el volumen 

de cultivo añadido permanecía constante. Para obtener las proporciones indicadas, en los 

casos en los que fue necesario (1:5 y 1:10) se centrifugó el cultivo de M29 a 3000 rpm durante 

5 minutos y a -4ºC, y el precipitado se resuspendió de nuevo en medio YPD, concentrando 

las levaduras hasta obtener un cultivo de la proporción deseada. 
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Tabla 1.  Condiciones de cultivo para el ensayo de implantación realizado. 

Condición Volumen L31 Proporción L31 Volumen M29 Proporción M29  

1:1 300 µL 1x 300 µL 1x  

1:5 300 µL 1x 300 µL 5x 

Resuspender 10 mL de 

cultivo M29 en 2 mL 

YPD 

1:10 300 µL 1x 300 µL 10x 

Resuspender 10 mL de 

cultivo M29 en 1 mL 

YPD 

1:0 600 µL 1x 0 µL -  

0:1 0 µL - 600 µL 1x  

Secuencial 300 µL 1x 300 µL 1x  

 

Los viales se taparon con tapones septum y se colocaron agujas para permitir la salida 

de CO2. Una vez inoculados, los viales se guardaron en una estufa a 25ºC durante 7 días. Los 

días 2, 5 y 7 de ensayo, se sembraron placas de YPD para las condiciones 1:0 y 0:1, y de 

medio cromogénico para el resto de las condiciones a diluciones 10-5 y 10-6. Se realizó un 

recuento de UFC en placa por triplicado para condición. El valor UFC/mL se calculó de la 

siguiente forma: 

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
=  

𝑛º 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 × 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜 (𝑚𝐿)
 

3.4. Fermentación 

3.4.1. Preparación de los mostos 

Los mostos se prepararon de 3 maneras distintas, en función del tipo de cerveza que 

se iba a elaborar. 

Del total de 18 botellas, a 6 de ellas no se las añadió nada. En otras 6 botellas, se 

añadió 200 mL en cada una de la solución de extracto de antocianos de uva preparado 

previamente ese mismo día. En las botellas 6 restantes se añadieron 200 g de puré de 

arándanos, procesado manualmente también el mismo día. Cada botella se etiquetó 

correspondientemente. 
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3.4.2. Inoculación 

Las botellas se inocularon en condiciones estériles, a partir de los cultivos de 

levaduras crecidos durante los días previos. Todas las botellas se inocularon al 2% sobre el 

volumen final total de fermentación.  

De las 18 botellas, 9 de ellas se inocularon con S. cerevisiae 7VA, de manera que tres 

de ellas tuvieran fruta, tres de ellas extracto de antocianos, y tres de ellas solo mosto de 

cerveza.  

Las otras 9 botellas se inocularon con una mezcla de L.31 y M29 en proporción 1:10. 

Una vez inoculadas, a cada botella se le puso un tapón de fermentación previamente estéril 

y una válvula de fermentación de plástico. Dentro de la válvula se añadieron 2 mL de glicerol, 

para permitir la salida de CO2 durante la fermentación y evitar la entrada de posibles 

contaminantes en las botellas. Cada botella se rotuló de acuerdo a su condición (levaduras 

inoculadas y presencia de frutas, antocianos o nada). Los códigos empleados para su 

identificación, y las condiciones asociadas se presentan en la tabla 2. 

Las botellas se dejaron a temperatura ambiente a 20ºC y oscuridad durante los días 

que fuera necesario para cada condición, dando la fermentación por terminada cuando el 

mosto alcanzó una densidad de aproximadamente 1015 kg/m3. Se tomaron muestras de mosto 

cada 3 o 4 días para medir densidad, pH y contenido total de glucosa durante la fermentación. 

Las muestras tomadas cada día se congelaron en tubos Falcon. 

 

Tabla 2. Códigos para las muestras de los distintos fermentadores. 

Código Levaduras Aditivo Triplicado 

7.VA.1 S. cerevisiae 7.VA No 1 

7.VA.2 S. cerevisiae 7.VA No 2 

7.VA.3 S. cerevisiae 7.VA No 3 

7.VA.F1 S. cerevisiae 7.VA Arándanos 1 

7.VA.F2 S. cerevisiae 7.VA Arándanos 2 

7.VA.F3 S. cerevisiae 7.VA Arándanos 3 

7.VA.A1 S. cerevisiae 7.VA Antocianos 1 

7.VA.A2 S. cerevisiae 7.VA Antocianos 2 

7.VA.A3 S. cerevisiae 7.VA Antocianos 3 

LM.1 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
No 1 



24 

 

LM.2 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
No 2 

LM.3 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
No 3 

LM.F1 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
Arándanos 1 

LM.F2 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
Arándanos 2 

LM.F3 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
Arándanos 3 

LM.A1 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
Antocianos 1 

LM.A2 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
Antocianos 2 

LM.A3 
L. thermotolerans L31 

M. pulcherrima M29 
Antocianos 3 

 

3.4.3. Segundo ensayo  de 7.VA.A Y LM.A 

Durante el primer ensayo con las cervezas 7.VA y LM.A se detuvo la fermentación a 

densidades bastante altas (1020 y 1040 kg/m3 respectivamente). Se puso en marcha un 

segundo ensayo con mosto sobrante de la cocción. Se esterilizó el mosto sobrante y se 

vertieron 600 mL de mosto en 6 botellas estériles de capacidad de 1 L. En este caso, en todas 

las botellas se añadieron 250 µL de extracto de antocianos de uva (Secna, Benifaió, España) 

con una micropipeta. Las botellas se inocularon, por triplicado, respectivamente con 

Saccharomyces cerevisiae 7.VA y con Lachancea–Metschnikowia en proporción 1:10, 

mediante el mismo procedimiento descrito en el apartado 3.5. Las botellas se taparon con 

tapones de fermentación estériles con una válvula de plástico y glicerol. Cada botella se 

rotuló pertinentemente y se dejaron en oscuridad a 20ºC. Se monitoreó la densidad, pH y 

glucosa de las cervezas cada 5 días. Se inocularon de nuevo las botellas en las mismas 

condiciones que la primera inoculación, en un ambiente estéril y al 2% v/v. 

3.5. Guarda 

Al finalizar la fermentación, se guardaron las botellas en frío a 4ºC durante 7 días 

para favorecer la floculación de los productos sólidos, como el lúpulo y la levadura.  
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Pasados 7 días del inicio de la guarda, se trasvasó el contenido de las botellas de 

fermentación a botellas limpias y esterilizadas previamente a 121ºC y 15 minutos con el uso 

de un embudo, también estéril.  

En el caso de las cervezas con fruta, fue necesario centrifugar parte del mosto ya que 

la fruta macerada dificultaba el proceso de trasvase. El mosto que no se pudo trasvasar con 

el uso del embudo, se centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se vertió 

en las botellas nuevas, y el pellet, principalmente levaduras y fruta, se desechó. 

Una vez realizado el proceso de trasvase, las botellas permanecieron a 4ºC hasta el 

momento del embotellado. En la figura 2 se muestra un esquema global del ensayo. 

 

 

Figura 2. Esquema global del proceso. Imagen de elaboración propia. 
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3.6. Embotellado y segunda fermentación 

Las cervezas se embotellaron en botellines de 200 mL con tapón de chapa, 

previamente esterilizados durante 15 minutos a 121ºC.  

Para generar el CO2 las cervezas se sometieron a una segunda fermentación con 

Saccharomyces cerevisiae. Para ello, se prepararon dos disoluciones: una de azúcar y una de 

levadura seca activa, y se mezclaron con la cerveza en el botellín antes de cerrarlos.  

Para la disolución de azúcar, se preparó una solución stock de 400 g/L de azúcar 

blanco (Hacendado, Valencia, España) con agua destilada estéril. Esta solución se añadió 

hasta una concentración de 5 g/L en los botellines de cerveza.  

Para la levadura, se utilizó levadura seca activa Saccharomyces cerevisiae QA23™ 

(Lallemand Iberia, Madrid, España) hidratada previamente con 10 veces su volumen a 25ºC. 

La mezcla se agitó y se dejó reposar durante 20 minutos. Esta disolución se añadió a una 

concentración final de 0,4 g/L por botellín. 

En el momento de embotellar la cerveza, se añadió en los botellines en primer lugar 

2,5 L de la solución stock de azúcar, luego un volumen aproximado de 200 mL de cerveza 

por volcado, y por último, 0,8 mL de la solución de levadura hidratada. Las botellas se 

taparon con tapones de corona mediante una chapadora manual. 

Las cervezas se dejaron fermentar durante 10 días a temperatura ambiente, y acabada 

la fermentación, se metieron a la nevera a 4ºC.  

3.7. Análisis instrumental 

3.7.1. Densidad 

La densidad de las muestras se analizó a temperatura ambiente (20ºC) con una probeta 

de 50 mL y un densímetro del rango 1000-1050 kg/m3. 

3.7.2. pH 

El pH de las muestras se analizó a temperatura ambiente (20ºC) con un pHímetro 

portátil de la marca Metria, modelo M22 previamente calibrado. 

3.7.3. Glucosa 

El análisis del contenido de glucosa se realizó con un kit enzimático de Biosystems 

que permite medir la glucosa presente en una determinada muestra mediante 

espectrofotometría a 500 nm.  
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Para ello, el kit contiene un reactivo con glucosa oxidasa, capaz de oxidar la glucosa 

presente en la muestra a ácido glucónico; y peroxidasa, que permite desplazar completamente 

el equilibrio hacia la formación de ácido glucónico. Pasado el tiempo de reacción, el kit mide 

la concentración total de glucónico en la muestra, y mediante un factor de conversión, se 

puede calcular la concentración de glucosa en la muestra. Las reacciones químicas que son 

las siguientes: 

 

 

El kit tiene también un patrón que permite calcular la concentración de glucosa a 

partir de la absorbancia a 500 nm. El patrón está compuesto por glucosa 100 mg/dL, urea 50 

mg/dL y creatinina 2 mg/dL.  

Para medir la concentración de glucosa, se mezclaron 10 µL de muestra o de patrón 

con 1 mL de reactivo, se agitó en un vórtex y se dejaron incubar durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Pasado el tiempo, se midió la absorbancia del patrón y de las muestras 

a 500 nm en un espectrofotómetro UV-visible. La concentración de glucosa en las muestras 

se calculó con la siguiente fórmula: 

[𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎] 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 =  
𝐴𝑏𝑠500 𝑛𝑚 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠500 𝑛𝑚 𝑝𝑎𝑡𝑟ó𝑛
 × [𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎] 𝑝𝑎𝑡𝑟ó𝑛 

 

3.7.4. Color 

El color de las cervezas se determinó según el método de la ASBC (nº 10A), mediante 

espectrofotometría. El color se expresa en EBC, medida empleada por la European Brewery 

Convention para clasificar las tonalidades de las cervezas. 

Las muestras de cerveza se midieron a 430 nm y a 700 nm. Cuando la absorbancia a 

700 nm superó en 0,039 veces la absorbancia a 430 nm, las muestras se filtraron con un filtro 

de jeringa de éster de celulosa mixta (MCE) con poro de 0,45 μm. En los casos en los que 

fue necesario, se diluyó la muestra y se repitió la medida. 

Absorbancia500nm 
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De nuevo, se midió la absorbancia a 430 nm y se calculó el valor EBC, con la 

siguiente fórmula. 

𝐸𝐵𝐶 = 25 ×  𝐴𝑏𝑠430 × 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

 

 

3.7.5. Amargor 

Para calcular el amargor en unidades IBU (International Bitterness Units) se empleó 

un método espectrofotométrico que permite determinar la concentración de α-isoácidos de la 

cerveza. 

Antes de realizar la medición, se llevó a cabo un protocolo de extracción líquido-

líquido. Para ello, se mezclaron 10 mL de muestra con 1 mL de HCl 3M, 20 mL de isooctano 

y 50 μL de octano. Las muestras se agitaron en un vórtex durante 15 minutos para favorecer 

la interacción entre los compuestos, y posteriormente se centrifugaron a 8000 rpm durante 

otros 15 minutos.  

Tras la centrifugación, se recuperó la fase orgánica y se midió la muestra en el 

espectrofotómetro a 275 nm, con una cubeta de cuarzo. El amargor en IBUs se calculó con 

la siguiente fórmula: 

𝐼𝐵𝑈𝑠 = 𝐴𝑏𝑠275 𝑛𝑚 × 50 

 

3.7.6. Grado alcohólico 

La determinación del grado alcohólico de las muestras se llevó a cabo mediante el 

método ebullométrico Barus, basado en la diferencia de temperatura de ebullición a 1 atm 

entre el etanol y el agua. 

El equipo consta de una caldera cilíndrica en la parte inferior, una caldera refrigerante 

en la parte superior, un termómetro con una precisión de 0,1ºC graduado en un rango de 70-

100ºC, un termómetro indicador, un mechero y una regla de doble entrada calibrada.  

Debido a que la presión atmosférica en Madrid no es exactamente igual a 1 atm, el 

método se calibró previamente. Para ello, se colocaron 10 mL de agua destilada en la caldera. 

El equipo se armó colocando el sistema refrigerante vacío justo encima de la caldera 

inferior, y el termómetro medidor en el interior de la caldera. Una vez colocada el agua y 
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montado el sistema, se prendió el mechero y se colocó bajo la caldera. Cuando la temperatura 

en el termómetro se estabilizó, se anotó como referencia de temperatura de ebullición del 

agua y se marcó este valor en la regla de doble entrada, fijando el cero en dicho punto. 

Una vez calibrado el método, se procedió a medir las muestras. Antes de analizar una 

muestra se enjuagó la caldera con un pequeño volumen de la misma, y seguidamente se 

colocaron 50 mL de muestra en la columna. En este caso, se colocó el sistema refrigerante 

lleno de agua del grifo a temperatura ambiente. El termómetro medidor se colocó dentro de 

la caldera, y el termómetro indicador, en el sistema refrigerante. Cuando el mercurio del 

termómetro indicador se estabilizó dentro del espacio delimitado por las dos marcas, se anotó 

la temperatura indicada por el termómetro de la caldera, que corresponde con la temperatura 

de ebullición de la muestra. Este valor se transportó a la regla de doble entrada, obteniendo 

así el valor de graduación alcohólica de la muestra.  

Entre las distintas muestras, la caldera se enjuagó con un poco de cerveza y el sistema 

refrigerante se vaciaba y se volvía a llenar con agua del grifo a temperatura ambiente. 

 

3.7.7. Perfil de volátiles por GC-FID 

El perfil de compuestos volátiles se estudió mediante cromatografía de gases. Se 

empleó un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 6850 (GC System Network) 

acoplado a un detector de ionización de llama (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EE. UU). Se 

utilizó una columna BD-624 de dimensiones 60 m x 250 mm x 1,4 mm.  

Previo al momento de la inyección, las muestras se filtraron con filtro de jeringa de 

éster de celulosa mixta (MCE) con poro de 0,45 μm y se añadió 1 mL de la muestra filtrada 

en viales cromatográficos de 1,5 mL. Por cada muestra, se añadieron 100 μL de 4-metil-2-

pentanol a modo de estándar interno.  

El método para la determinación de compuestos volátiles se calibró realizando rectas 

de calibrado de los siguientes estándares externos: acetaldehído, metanol, 1-propanol, 

diacetilo, acetato de etilo, 2-butanol, alcohol isobutílico, 1-butanol, acetoína, 2-metil-

1butanol, 3-metil-1-butanol, acetato de isobutilo, butirato de etilo, lactato de etilo, 2,3-

butanodiol, acetato de isoamilo, hexanol, 2-feniletanol y acetato de 2-feniletilo; que 

permitieron la cuantificación de las señales (r2> 0,999 para todos los compuestos excepto 

para 2,3-butanodiol (r2= 0,991), LOD = 0,1 mg/L). 
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Para la correcta separación de los componentes, se utilizó un programa de rampa de 

temperatura, empezando los 5 primeros minutos a 40ºC y aumentando la temperatura en 10ºC 

por minuto hasta alcanzar los 250ºC. Las temperaturas del inyector y del detector fueron, 

respectivamente, 200 y 300ºC. El volumen de inyección fue de 1 μL y como gas portador se 

empleó hidrógeno. Las muestras se analizaron en el siguiente orden: 7.VA, 7.VA.F, 7.VA.A, 

LM, LM.F, LM.A, y la primera muestra se inyectó dos veces para aumentar la precisión del 

método y evitar posibles interferencias. Se introdujo un ciclo de limpieza con agua cada 5 

muestras. Una vez inyectadas la mitad de las muestras, se introdujo un ciclo de limpieza final 

con agua para lavar la columna. 

Tras la obtención de los cromatogramas, los picos se identificaron mediante 

comparación con bibliografía disponible. La concentración de cada compuesto se calculó por 

integración de los picos de los cromatogramas. 

 

3.7.8. Perfil de antocianos por HPLC 

Para la identificación de antocianinas se utilizó un cromatógrafo HPLC serie 1260 de 

Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EE. UU.) equipado con un detector de arreglo de 

diodos (DAD). La columna utilizada para la separación de pigmentos fue una columna de 

fase reversa Poroshell 120 C18 (Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.) con dimensiones de 

50 mm × 4,6 mm y un tamaño de partícula de 2,7 μm. 

Previa inyección, se filtró 1 mL de cada muestra con un filtro de jeringa de éster de 

celulosa mixta (MCE) con poro de 0,45 μm y se colocaron todas ellas en viales 

cromatográficos de 1,5 mL de capacidad. 

Como fase móvil se utilizó una dilución de agua-ácido fórmico 95:5 v/v (disolvente 

A) y metanol-ácido fórmico 95:5 v/v (disolvente B). El gradiente empleado fue el siguiente: 

0–2 min, 25 % B; 2–10 min, 25–50 % B lineal; 10–11 min, 50 % B; 11–12 min, 50–2 % B 

lineal; y 12–17 min, reequilibración.  

La presión durante todo el proceso se mantuvo en 200 bar, y se fijó un caudal de 1 

mL/min. La temperatura fue de 25°C y el volumen de inyección fue de 50 μL para todas las 

muestras. Se estableció una longitud de onda de 525 nm para medir los antocianos.  
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Una vez obtenidos los cromatogramas, los antocianos presentes en la muestra se 

identificaron mediante comparación con bibliografía disponible. La concentración de los 

antocianos se obtuvo por integración de los picos para cada señal a partir de una recta de 

calibrado de malvidin-3-O-glucósido como estándar externo (r2 = 0,9999, LD = 0,1 mg/L) 

 

3.7.9. Índice de polifenoles totales (IPT) 

Los polifenoles totales de la cerveza se analizaron mediante espectrofotometría a 280 

nm. Se realizó una dilución 1:50 en agua destilada para todas las muestras de cerveza, 

añadiendo en tubos Eppendorf de 5 mL de capacidad, 60 µL de muestra y 2,94 mL de agua 

destilada hasta completar un volumen total de 3 mL. Las muestras se agitaron durante 10 

segundos con el objetivo de homogenizar la dilución, y seguidamente se midieron a 280 nm 

con una cubeta de cuarzo. Como blanco, se empleó agua destilada. 

 

3.7.10. Capacidad antioxidante 

La capacidad antioxidante de las muestras se midió siguiendo el protocolo descrito 

por Re et al. en 1999 (76). El día anterior al análisis de la capacidad antioxidante de las 

muestras, se preparó una dilución de ABTS a concentración 7 mM en agua destilada. A esta 

disolución se añadió persulfato potásico hasta una concentración de 2,45 mM y se dejó 

reaccionar en oscuridad durante 12-16 h. Con esto, se consigue la oxidación parcial del ABTS 

a radical ABTS˙+, y se genera un compuesto cromóforo verde azulado que permite estudiar 

la capacidad antioxidante de los compuestos mediante espectrofotometría. 

 

El mismo día de la medición de las muestras, la dilución de ABTS˙+ se diluyó 

nuevamente en etanol 95% hasta alcanzar una absorbancia de 0,7 ± 0,02 a 734 nm. Una vez 

conseguido, se procedió al análisis de las muestras y a la construcción de la recta de calibrado.  

Para construir la recta de calibrado, se prepararon 50 mL de una dilución stock de 

Trolox a 2,5 mM en etanol 95%. A partir de esta solución stock, se prepararon otras 5 

diluciones de concentraciones 2,0 mM, 1,5 mM, 1,0 mM, 0,5 mM y 0,25 mM para la 

construcción de una recta de calibrado. Se pipeteó en distintos tubos Eppendorfs 1 mL de la 
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dilución final de ABTS˙+ y 10 µL de las diluciones de Trolox con distintas concentraciones. 

Las mezclas se dejaron incubar en oscuridad y temperatura ambiente (20ºC) durante 4 

minutos. Pasado este tiempo, se midió la absorbancia a 734 nm.  

Para la medir las muestras se pipeteó en tubos Eppendorf 1 mL de la dilución de 

ABTS˙+, y se añadieron 10 µL de muestra (tabla 3). Los Eppendorfs se incubaron en las 

mismas condiciones descritas para la construcción de la recta de calibrado, y la absorbancia 

se midió también a 734 nm pasados 4 minutos. Las muestras se analizaron por triplicado. 

Tabla 3. Volúmenes para la medida de la capacidad antioxidante de las muestras según Re et al. (1999). 

 Blanco Patrón Muestras 

ABTS·+ (0,7±0,02 a 734 nm) 1 mL 1 mL 1 mL 

Trolox 2,5 mM - 10 µL - 

Muestra (cerveza) - - 10 µL 

 

A partir de los datos obtenidos, el porcentaje de inhibición se calculó de la siguiente manera: 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
· 100 

 

Una vez calculado el porcentaje de inhibición, mediante la ecuación de la recta de 

calibrado se puede calcular la capacidad antioxidante en equivalentes Trolox, de la siguiente 

manera: 

𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑒𝑛 𝑒𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 =
% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 − 𝑏

𝑎
 

 

Donde a y b son respectivamente la pendiente y la ordenada de la ecuación de la recta 

de calibrado generada a partir de las soluciones de Trolox, expresada como y (% de 

inhibición) = aX (concentración de Trolox) + b. 

3.8. Análisis sensorial 

El análisis sensorial de las muestras se realizó mediante una prueba sensorial 

cuantitativa con escalas, con un panel de 8 catadores pertenecientes al Departamento de 

Química y Tecnología de los Alimentos de la ETSIAAB (UPM).  
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El grupo de catadores se formó con 2 hombres y 6 mujeres del rango de edades de 20 

a 55 años. Cada panelista evaluó 20 atributos en una hoja de cata: 6 atributos visuales, 6 

atributos olfativos, 6 atributos gustativos, y 2 atributos globales, puntuando la intensidad de 

los descriptores en una escala creciente de números enteros del 1 al 5, siendo 1 el valor más 

bajo y 5 el valor más alto. Los atributos valorados se recogen en la tabla 4. 

 

Tabla 4. Atributos valorados durante el desarrollo de la prueba de análisis sensorial. 

Atributos visuales 
Color de la cerveza, turbidez, efervescencia, consistencia de la espuma, 

persistencia de la espuma, color de la espuma. 

Atributos olfativos 
Intensidad aromática, calidad aromática, aroma a malta, aroma floral, 

aroma frutal, aroma oxidado-reducido. 

Atributos gustativos Cuerpo, dulzor, acidez, amargor, astringencia, efervescencia. 

Atributos globales Retrogusto, percepción global. 

 

Para ciertos atributos (color de la cerveza, color de la espuma, consistencia de la 

espuma, persistencia de la espuma, retrogusto, y presencia de oxidación-reducción en la 

cerveza), se proporcionó a los catadores una guía de valoración para unificar el criterio. La 

hoja de cata proporcionada y la guía de los descriptores se adjuntan en el anexo 9.1. 

La cata se llevó a cabo en una sala especializada, con luz blanca, con una temperatura 

controlada de 21ºC, ventilada y preparando las muestras previamente a la entrada de los 

catadores en la sala.  

 

Tabla 5. Orden de presentación y codificaciones para las distintas muestras durante la prueba de análisis 

sensorial 

Orden de presentación Código Cerveza Condiciones 

1 256 7.VA S. cerevisiae 

2 952 7.VA.F S. cerevisiae con fruta 

3 671 7.VA.A S. cerevisiae con antocianos 

4 840 LM Lachancea-Metschnikowia 

5 187 LM.F Lachancea-Metschnikowia con fruta 

6 913 LM.A Lachancea Metschnikowia con antocianos 
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A cada catador se le presentaron 6 muestras distintas, correspondientes a los 6 tipos 

de cerveza, en copas de cristal y sobre un mantel blanco. Las muestras se codificaron con 

códigos de 3 cifras aleatorias y se presentaron de izquierda a derecha tal y como se muestra 

en la tabla 5. Se proporcionó un vaso de agua a cada juez.  

3.9.Análisis estadístico 

La descripción de los estadísticos se llevó a cabo calculando la media y la desviación 

estándar para todas las muestras, cada una de ellas por triplicado. El procesamiento 

estadístico de los datos se llevó a cabo con el software Microsoft Excel 365 versión 2504 

(Microsoft, Redmond, Washington, Estados Unidos).  

 En los casos pertinentes, se estudiaron las diferencias significativas entre las muestras 

con un análisis de varianza ANOVA de dos factores: “tipo de levadura” y “tipo de aditivo”. 

Para cada factor, se definen los siguientes niveles: tipo de levadura (7.VA, LM) y tipo de 

aditivo (sin, fruta, antocianos). Se fijó el nivel de significación en 0,05 (diferencia 

significativa si p < 0,05) y se realizó la prueba de la diferencia mínima (LSD). Para llevar a 

cabo el contraste de hipótesis, se utilizó el software Statgraphics Centurion 19 v19.6.04 

(Graphics Software System, Rockville, MD, Estados Unidos). 

 Para relacionar el perfil aromático obtenido por métodos analíticos con el perfil 

aromático obtenido por evaluación sensorial se llevó a cabo una correlación de Pearson y un 

Análisis de Componentes principales (PCA) con el complemento XLSTAT versión 2025.1.1 

(Addinsoft, París; Francia) para Microsoft Excel. 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Ensayo de implantación 

Antes de inocular el mosto de cerveza y arrancar la fermentación, se llevó a cabo un 

ensayo de implantación para conocer la cinética fermentativa y decidir la condición óptima 

de inoculación del mosto con L. thermotolerans L31 y M. pulcherrima M29.  

Por problemas operativos que podrían producir una contaminación de las muestras, 6 

de los 18 viales se debieron descartar. El ensayo se continuó por duplicado. 
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Los días 0, 2, 5 y 7 se realizaron recuentos de microorganismos mediante siembra en 

placas de medio YPD con los cultivos aislados de L31 y M29, lo que nos permitió conocer 

por separado los perfiles de crecimiento microbiano de L. thermotolerans y M. pulcherrima 

en mosto de cerveza. La curva de crecimiento microbiano para ambas levaduras se incluye 

en la figura 3. 

 

Figura 3. Curva de crecimiento microbiano para Lachancea thermotolerans L31 y Metschnikowia 

pulcherrima M29 en mosto de cerveza. 

 

Como cultivos puros, ambas cepas muestran cinéticas de crecimiento similares. Los 

cultivos se inocularon a una densidad de 6 log UFC/mL, y ambas levaduras alcanzan un 

máximo poblacional de 7,5 log CFU/mL durante el día 5, momento a partir del cual la 

población comienza a descender, probablemente por la depleción de nutrientes en el medio.  

Estos resultados son coherentes con otros estudios relacionados. Por ejemplo, Drosou 

et al. estudiaron el crecimiento de M. pulcherrima Flavia 385 en un mosto rico en maltosa, 

sacarosa y fructosa simulando el mosto de cerveza (77). Los resultados que obtuvieron son 

similares a los que aparecen en la figura 3, alcanzando un aumento poblacional de un orden 

de magnitud durante los primeros 7 días de fermentación a 20ºC. Por otro lado, un estudio 

sobre el potencial fermentativo de L. thermotolerans también mostró resultados similares a 
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los presentes en este estudio, alcanzando L. thermotolerans un máximo poblacional de log 

7,8 UFC/mL tras 4 días de fermentación a 20ºC en mosto de cerveza (78). 

Los días 0, 2, 5 y 7 del ensayo de implantación se sembraron placas de agar cromogénico 

para las condiciones 1:1, 1:5, 1:10 y secuencial, y tras 72 horas de incubación se hizo recuento 

de UFC. El medio cromogénico es un medio diferencial y por tanto permite distinguir las 

levaduras que crecen en él. De esta manera, las colonias de L. thermotolerans L31 aparecen 

coloreadas de morado, mientras que las colonias de M. pulcherrima M29 son blancas. Esto 

permite recontar fácilmente las UFC correspondientes a cada levadura. La figura 4 muestra 

los recuentos de log UFC/mL de las cuatro condiciones estudiadas a lo largo de los días. 

 

 

 

Figura 4. Representación del crecimiento de levaduras en mosto de cerveza durante el ensayo de implantación. 

Se incluyen los resultados para la inoculación en A: 1:1; B: 1:5; C: 1:10; y D: secuencial. 

 

El cultivo inoculado en proporción 1:1 muestra un aumento de la población de L31 

en el mosto desde los días 0 a 5, alcanzando en el día 5 el máximo de densidad poblacional. 

El crecimiento aumenta un orden de magnitud con respecto a la densidad inoculada, al igual 

que ocurre en la figura 3. Asociado al crecimiento de Lachancea thermotolerans L31, se 

A B 

C D 
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observa una disminución de la población celular de Metschnikowia pulcherrima M29 desde 

el inicio del inóculo. La densidad máxima en este caso se alcanza el día 0 y corresponde con 

la cantidad inoculada. En el día 7, la población celular ha descendido considerablemente, 

hasta 10 veces menos que la densidad inoculada el día 0 del ensayo. Se observa un fenómeno 

de competencia entre ambas cepas inoculadas, ya que este fenómeno solo ocurre al co-

inocular L31 con M29 y no en sus respectivos cultivos puros. 

Algo similar ocurre con la condición 1:5. En el día 2 de ensayo, se puede ver que L31 

crece exponencialmente, mientras que la población de M29 disminuye significativamente. 

En este caso, el máximo de densidad celular para L31 se alcanza el día 2, mientras que la 

población de M29 disminuye. De la misma manera que ocurre al coinocular las levaduras en 

proporción 1:1, se establece una competencia entre ambas especies, lo que provoca la 

supervivencia de L31 frente a M29, que desciende hasta un orden de magnitud de densidad 

poblacional en apenas dos días. 

Al inocular las levaduras en proporción 1:10, se establece un fenómeno de 

competencia similar, pero en este caso M29 presenta una mayor tasa de viabilidad, al 

presentar mayor densidad celular para los días 0, 2 y 5 que el resto de las condiciones. Debido 

a que el inóculo de M29 en este caso es mayor, las levaduras de esta cepa parecen ser capaces 

de sobrevivir ligeramente mejor que en otros supuestos, alcanzando hasta un 50% más de 

viabilidad en el día 5 que en el caso del co-inóculo en proporción 1:1. Sin embargo, al cabo 

de 1 semana, la densidad poblacional de M29 vuelve a disminuir, al igual que ocurre en la 

condición 1:1.  

La competencia que se establece entre las levaduras empleadas puede deberse a 

diversas causas. A la hora de inocular mosto de cerveza, es interesante seleccionar cepas de 

levaduras capaces de fermentar los azúcares del mosto (44). En este contexto, se ha estudiado 

la capacidad fermentativa de ambas levaduras, tanto juntas como por separado. Se sabe que 

Lachancea thermotolerans es capaz de fermentar glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa con 

una actividad similar a S. cerevisiae (30,31), pero no es capaz de fermentar maltotriosa (16). 

Por otro lado, Metschnikowia pulcherrima es capaz de fermentar glucosa y fructosa, pero no 

maltosa ni maltotriosa (44). El hecho de que Lachancea tenga una mayor disponibilidad de 

nutrientes en el medio, gracias a que es capaz de fermentar más tipos de azúcares residuales 

puede fomentar el crecimiento de Lachancea frente a Metschnikowia en mosto de cerveza. 
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Otro factor a tener en cuenta es que, en ciertas levaduras, la presencia de concentraciones 

elevadas de maltosa en el medio puede producir un efecto de represión catabólica en el 

metabolismo de la glucosa (79–81), fenómeno que también podría explicar la disminución 

de las colonias de Metschnikowia pulcherrima en los experimentos. 

Aunque no se ha encontrado bibliografía sobre estudios de co-inoculación de 

Lachancea thermotolerans y Metschnikowia pulcherrima en mosto de cerveza, sí se ha 

estudiado la cinética de crecimiento de esta asociación en mostos de vino, pudiendo observar 

que la densidad poblacional disminuía progresivamente a medida que la concentración en 

etanol aumentaba, y que en general Lachancea thermotolerans resultó ser mejor 

biocompetidor que Metschnikowia pulcherrima (82). 

En vista de todo esto, se decidió continuar el experimento inoculando L31 y M29 en 

el mosto en proporción 1:10, ya que durante los primeros días del ensayo, M29 muestra 

mayor crecimiento en esta condición que en otras, y por tanto se espera que tenga mayor 

influencia durante la primera fermentación del mosto. 

4.2. Seguimiento del proceso de elaboración del mosto. 

Durante la elaboración del mosto de cerveza se analizaron densidad, pH y 

concentración de azúcares totales. La evolución de la densidad a lo largo del proceso de 

elaboración se recoge en la figura 5.  

El tiempo 0 se corresponde con el inicio de la maceración de la malta, que continúa 

hasta el minuto 60. Desde el inicio hasta el final de la maceración, la densidad del mosto 

aumenta desde 1025 kg/m3 hasta 1056 kg/m3. Dentro del rango de temperaturas en los que 

ocurre la maceración (68-72ºC), los gránulos de almidón comienzan a gelatinizar entre ellos, 

aumentando la viscosidad del mosto y la accesibilidad de las enzimas amilolíticas a los 

gránulos de almidón (83). De manera simultánea, alrededor de los 70ºC las α-amilasas y β-

amilasas presentes en la malta se activan y comienzan a degradar el almidón en azúcares 

fermentables y dextrinas (22,84), responsables de un aumento en la densidad del mosto. 

Tras los 60 minutos de maceración, se realizó el lavado de la malta, disminuyendo la 

densidad hasta 1040 kg/m3 por la adición de agua. La densidad del mosto en este punto 

debería estar sobre 1050 kg/m3, por lo que, con el objetivo de aumentar la densidad final del 

mosto, se aumentó la duración de la cocción de 75 minutos indicados en el protocolo a 90 
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minutos. El tiempo 200 se corresponde con el final del proceso de elaboración, por lo que la 

densidad final del mosto, una vez enfriado, fue de 1051 kg/m3. 

 

Figura 5. Evaluación de la densidad del mosto de cerveza durante la elaboración. 

 

La evolución del pH durante la elaboración se puede observar en la figura 6. El pH al 

inicio de la maceración fue de 6,02. Durante los 20 primeros minutos disminuyó hasta 5,77, 

y luego permaneció estable hasta el final de la maceración. Tras el lavado (tiempo 80) el pH 

aumentó hasta 6,29 como consecuencia de la adición de agua. En este punto, el pH debería 

oscilar alrededor de 5,2. Para reducir el pH de 6,2 hasta 5,22, se emplearon aproximadamente 

4 mL de ácido fosfórico. El pH se mantuvo estable durante toda la cocción, y el pH final del 

mosto permaneció en 5,22.  

 

 

Figura 6. Evaluación del pH del mosto de cerveza durante la elaboración. 
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De la misma manera que se monitorizó la evaluación de densidad y pH, a lo largo de 

la elaboración se midieron los grados Brix del mosto mediante refractometría. Los grados 

Brix (ºBrix) son una medida de concentración de sólidos solubles en la mezcla, lo que permite 

conocer de manera estimada la concentración de azúcares en el mosto de cerveza. 

 

Figura 7. Evaluación de la concentración de azúcares totales en g/L (rojo) y º Brix (verde) en el mosto de 

cerveza durante la elaboración. 

 

Durante la maceración (minutos 0-60) se observa un aumento en ºBrix, y por tanto de 

la concentración de azúcares en el mosto, desde 6,5ºBrix hasta 15,9ºBrix en el momento 

previo al lavado (figura 7). Esto ocurre por la activación de las enzimas amilolíticas 

endógenas de la malta (22), aumentando la concentración de azúcares totales en el mosto. 

De nuevo, debido a la adición de agua durante el lavado, los azúcares del mosto se 

diluyen y los grados Brix disminuyen hasta 11,9º. Tras la cocción, parte del agua se evapora 

y los azúcares vuelven a concentrarse, aumentando ligeramente los ºBrix, hasta un valor de 

13,3º. Hoff et al. (2013) evaluaron el efecto de la variedad de la malta en las propiedades del 

mosto, obteniendo valores muy cercanos a los obtenidos en este ensayo (85).  
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4.3. Seguimiento de las fermentaciones 

Durante la primera fermentación de las cervezas, se tomaron muestras de densidad 

(kg/m3), pH, y concentración de glucosa (g/L) para controlar y monitorizar el proceso de 

fermentación en cada experimento. Los datos se recogen en las figuras 8, 9, 10 y 11. 

La densidad del mosto inicial, una vez enfriado a 20ºC fue de 1051 kg/m3. Tras la 

inoculación con Saccharomyces cerevisiae 7.VA y co-inoculación de Lachancea 

thermotolerans L31 y Metschnikowia pulcherrima M29, la densidad fue disminuyendo 

paulatinamente a medida que transcurría la fermentación. El proceso se dio por finalizado 

cuando el valor de densidad descendió hasta 1015 kg/m3. 

Como se puede ver en la figura 8, las cervezas 7.VA.F y LM.F (Saccharomyces 

cerevisiae con arándanos y Lachancea-Metschnikowia con arándanos) acabaron la 

fermentación en los primeros 7 días, alcanzando una densidad de 1012 y 1015 kg/m3 

respectivamente. El día 7, 7.VA tenía una densidad de 1017 kg/m3, por lo que se esperó tres 

días más para ponerla en frío. La cerveza co-inoculada con Lachancea thermotolerans L31 

y Metschnikowia pulcherrima M29, tardó 18 días en acabar la fermentación. Las cervezas 

7.VA.A y LM.A, en las cuales se añadió extracto de antocianos de uva, no terminaron la 

fermentación pasadas las 2 semanas, estancándose en densidades de 1027 kg/m3 y 1045 

kg/m3 respectivamente.  

 

 

Figura 8. Evolución de la densidad (kg/m3) de las cervezas durante la etapa de fermentación para la primera 

prueba realizada. 
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El efecto de la presencia de antocianos en las fermentaciones 7.VA.A y LM.A se 

relacionó con una elevada concentración de sulfitos en el concentrado de antocianos. Varios 

estudios sobre la viabilidad de Lachancea thermotolerans y Metschnikowia pulcherrima en 

presencia de sulfitos (SO2) demuestran que estas levaduras son muy sensibles a altas 

concentraciones de este compuesto. En el estudio de Nally et al. (2018) se observa que L. 

thermotolerans pierde capacidad fermentativa a concentraciones de SO2 mayores a 300 mg/L 

(86), mientras que Comitini et al. (2010) estudiaron la resistencia a SO2 de varias cepas de 

L. thermotolerans y M. pulcherrima, que demostraron ser sensibles a concentraciones 

mayores de 40 y 60 mg/L respectivamente (48).  

Por otro lado, S. cerevisiae tiene ciertos mecanismos moleculares característicos que 

le confieren resistencia a SO2 (87), por lo que en este caso, se abren varias posibilidades que 

hayan podido forzar la parada de la fermentación en 7.VA.A. Podría ser que, a pesar de 

presentar una mayor tolerancia a altas concentraciones de SO2 en el medio que L. 

thermotolerans y M. pulcherrima, la concentración en el medio fuese demasiado elevada 

como para permitir la supervivencia de la población celular. De hecho, la exposición a altas 

concentraciones de sulfito puede disminuir la concentración intracelular de lisina y arginina, 

afectando a la integridad de la membrana plasmática (88), lo que explicaría este fenómeno. 

En vista de los resultados, se realizó una segunda prueba de fermentación de 7.VA.A 

y LM.A, con menor cantidad de extracto de antocianos, con el objetivo de reducir la presencia 

de sulfitos. Para ello, se esterilizó mosto sobrante de la cocción y se adicionaron 250 µL del 

concentrado de antocianos por cada 600 mL de mosto. La representación de los datos se 

recoge en la figura 9. 
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Figura 9. Evolución de la densidad (kg/m3) de las cervezas 7.VA.A y LM.A durante la etapa de fermentación 

para la segunda prueba realizada. El asterisco (*) marca el momento de la reinoculación de los cultivos. 

 

Durante los 5 primeros días, las fermentaciones 7.VA.A y LM.A se desarrollaron 

correctamente, disminuyendo la densidad del mosto mucho más en las botellas inoculadas 

con Saccharomyces cerevisiae que en las botellas inoculadas con Lachancea y 

Metschnikowia. Sin embargo, de los días 5 a 10 la fermentación se detuvo y la densidad 

estuvo 5 días sin disminuir. En este punto, el día 10 se reinocularon las botellas y se puso en 

marcha de nuevo la fermentación (figura 9). Las botellas inoculadas con Saccharomyces 

cerevisiae 7.VA terminaron la fermentación sobre los días 20-25, mientras que las botellas 

coinoculadas con Lachancea y Metschnikowia no terminaron hasta el día 30. Debido a que 

la fermentación en esta segunda prueba fue exitosa, se desecharon las primeras cervezas y se 

siguió el estudio con estas dos muestras. 

La causa más probable que justifica la detención de la fermentación en este caso es 

que las placas a partir de las cuales se preparó el preinóculo de Lachancea thermotolerans 

L.31, Metschnikowia pulcherrima M29 y Saccharomyces cerevisiae 7.VA, no estaban lo 

suficientemente frescas y tras 48 horas de crecimiento en medio líquido, el cultivo no tenía 

una densidad óptica suficiente y la tasa de inoculación no fuese suficiente. 

* 

* 
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Las cervezas con frutas mostraron la mayor tasa de fermentación, tardando 7.VA.F y 

LM.F, 5 y 10 días respectivamente desde el momento de la inoculación. La adición de fruta 

a la cerveza supone un aumento en la concentración de glucosa del mosto, lo que aumenta el 

contenido de azúcares fermentables. Como la disponibilidad de nutrientes aprovechables en 

el medio es mayor, las levaduras pueden crecer más rápido y con más facilidad, resultando 

en una actividad fermentativa aumentada con respecto al resto de condiciones.  

Seguidas de estas, las cervezas sin frutas fermentaron a una velocidad algo inferior, 

aunque de nuevo las cervezas inoculadas con S. cerevisiae tardaron menos días en fermentar 

que las cervezas inoculadas con Lachancea-Metschnikowia.  

Por último, las cervezas que tardaron más en acabar la fermentación fueron las 

cervezas suplementadas con antocianos de uva, aunque no se puede asociar este hecho a la 

presencia de antocianos, ya que al reinocular de nuevo los cultivos, la fermentación terminó 

exitosamente en un lapso de días similar al de las otras condiciones. Además, 7.VA.A y LM.A 

muestran una tendencia muy similar a sus respectivas condiciones sin antocianos ni fruta 

(figuras 8 y 9), cosa que no ocurre en el caso de 7.VA.F y LM.F, donde se aprecia claramente 

que la densidad disminuye mucho más rápido. 

En general, se puede observar en todos los casos que S. cerevisiae tiene más capacidad 

fermentativa que Lachancea-Metschnikowia, lo cual se corresponde con los datos obtenidos 

en otros ensayos similares. En varios estudios sobre fermentación de mostos de cerveza, 

Lachancea thermotolerans parece tener una menor tasa fermentativa que Saccharomyces 

cerevisiae (32,89). Esto puede deberse a la incapacidad de Lachancea thermotolerans para 

fermentar maltotriosa (30,31), a diferencia de Saccharomyces cerevisiae, aunque se ha 

demostrado que puede fermentar de manera efectiva y con valores similares fructosa, glucosa 

y sacarosa. A pesar de que no existe mucha bibliografía sobre el uso de Metschnikowia 

pulcherrima en fermentación de mosto cervecero, sí se ha estudiado su uso en fermentaciones 

enológicas. En el estudio de Comitini et al. (2010) se evalúa la capacidad fermentativa de 

Lachancea thermotolerans y Metschnikowia pulcherrima frente a Saccharomyces cerevisiae 

en vinos, demostrando también una menor capacidad fermentativa de las levaduras no 

convencionales (48). 
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El pH inicial del mosto fue de 5,22. Tras inocular cada botella con las levaduras 

correspondientes, el pH mostró una disminución considerable en los 5 primeros días de la 

fermentación y luego los valores se estabilizaron en todos los casos.  

 

 

Figura 10. Evolución del pH durante la fermentación de las cervezas. 

 

Durante la fermentación, el pH disminuye considerablemente durante los primeros 5 

días en todos los casos, debido a la síntesis de ácidos orgánicos como productos del 

metabolismo de las levaduras (90). En el caso de LM.A y LM este descenso es más extendido 

en el tiempo, de acuerdo a la capacidad fermentativa disminuida de estas levaduras con 

respecto a Saccharomyces cerevisiae. 

En este caso, de nuevo las cervezas con frutas destacan por tener valores de pH más 

bajos, en consonancia a que son las cervezas con mayor disponibilidad de nutrientes y por 

tanto la actividad metabólica de las levaduras puede verse incrementada, produciendo mayor 

cantidad de ácidos orgánicos. Además, los arándanos son frutos con un pH bajo, que 

requieren suelos acidificados para su cultivo (91) y por tanto es un factor a tener en cuenta 

para explicar la disminución del pH con respecto al resto de cervezas. 
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Finalmente, también se puede observar que, a excepción de 7.VA.F, las cervezas con 

el pH final más ácido son las inoculadas con Lachancea-Metschnikowia, debido a la 

producción de ácido láctico por L. thermotolerans (30,89,92). 

Durante la fermentación, también se evaluó el consumo de glucosa. Los resultados se 

recogen en la figura 11. 

 

 

Figura 11. Evolución del consumo de glucosa durante la fermentación del mosto. 

 

La concentración de glucosa disminuyó considerablemente durante los 5 primeros 

días de fermentación, obteniendo incluso valores por debajo de la sensibilidad del método en 

algunos casos. 



47 

 

En general, se puede apreciar cómo las cervezas con fruta tienen más azúcar residual 

al final de la fermentación, ya que la adición de puré de arándanos supone una fuente 

importante de glucosa en el mosto y, por lo tanto, una vez acabada la fermentación sigue 

habiendo glucosa presente en el mosto, aunque esa glucosa no derive de la malta. También 

se puede apreciar que las cervezas elaboradas con Saccharomyces cerevisiae (7.VA) 

presentan valores residuales menores que las cervezas elaboradas con Lachancea 

thermotolerans y Metschnikowia pulcherrima, en consonancia con una mayor capacidad 

fermentativa de Saccharomyces frente a las otras dos levaduras, tal y como se ha comentado 

anteriormente.  

Destaca que, a pesar de agotar la glucosa del mosto durante los primeros días, las 

cervezas elaboradas con Saccharomyces cerevisiae son capaces de continuar su 

fermentación, debido a que, como ya se dijo anteriormente, son capaces de asimilar otros 

azúcares presentes en el mosto como la maltosa y la maltotriosa. Por el contrario, las cervezas 

fermentadas con Lachancea y Metschnikowia fermentan mucho más despacio cuando se 

agota la glucosa por su incapacidad de asimilar maltotriosa (16). 

4.4. Parámetros fisicoquímicos de la cerveza final 

Tras la finalización de la segunda fermentación, se analizó el pH, densidad, color, 

amargor, concentración de glucosa residual y graduación alcohólica de todas las cervezas. 

Los resultados se recogen en la tabla 6. 

Tabla 6. Parámetros fisicoquímicos de las cervezas finales. 

 pH Densidad (kg/m3) 
Glucosa residual 

(g/L) 
Color (EBC) 

Amargor 

(IBUs) 

Graduación 

alcohólica (%v/v) 

7.VA 4,35 ± 0,006a 1015,00 ± 0,16a 0,060 ± 0,017a,b 12,88 ± 0,77a 23,92 ± 0,58a 4,97 ± 0,05ª 

7.VA.F 3,69 ± 0,009b 1012,44 ± 0,17b 0,040 ± 0,005ª 22,75 ± 0,34b 11,93 ± 0,05b 5,10 ± 0,00a,b 

7.VA.A 4,32 ± 0,008c 1016,00 ± 0,16a,c 0,090 ± 0,026b 15,56 ± 0,25c,d 23,42 ± 0,75a 5,03 ± 0,03a,b 

LM 3,50 ± 0,017d 1016,00 ± 0,17c 0,019 ± 0,003ª 14,64 ± 0,19c 22,32 ± 0,28a 4,70 ± 0,13a,b 

LM.F 3,26 ± 0,002e 1015,11 ± 0,10d 0,034 ± 0,002ª 23,24 ± 0,49b 9,67 ± 0,96b 4,98 ± 0,13a,b 

LM.A 4,28 ± 0,027c 1017,33 ± 0,16e 0,046 ± 0,012ª 17,08 ± 0,74d 16,23 ± 0,54c 5,05 ± 0,06b 

 

El pH de las cervezas se ve afectado por tanto por la estrategia empleada para la 

fermentación como por el tipo de aditivo empleado. De esta manera, se observan diferencias 

significativas entre las cervezas elaboradas con Saccharomyces cerevisiae (7.VA) y las 
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elaboradas con Lachancea-Metschnikowia (LM), que tienen pH más bajos. Este fenómeno 

se debe a la producción de ácido láctico por parte de L. thermotolerans (30,89). De la misma 

manera, la adición de arándanos tiene un efecto acidificante en la cerveza, ya que los 

arándanos son frutos ácidos (91) y por tanto su adición supone un descenso del pH de las 

cervezas con fruta frente a aquellas que no la tienen. Por el contrario, las cervezas con 

antocianos presentan pH intermedios en comparación al resto de cervezas, tanto en el caso 

de las cervezas elaboradas con S. cerevisiae como en las cervezas fermentadas con 

Lachancea-Metschnikowia. A priori, la adición de antocianos en cerveza no tiene efectos en 

el pH de la cerveza (93); sin embargo, la adición de antocianos en LM.A parece inhibir la 

acidificación de la cerveza por parte de Lachancea thermotolerans, cosa que no ocurre en la 

elaboración de vinos (36,40). Este efecto podría deberse a la presencia de sulfitos en el mosto 

procedentes del propio extracto de antocianos, que podrían estar disminuyendo la capacidad 

fermentativa de L. thermotolerans, explicando así el pH y densidad elevados en comparación 

con el resto de las cervezas LM. 

La densidad de las cervezas es similar en todos los casos, alrededor de 1015 kg/m3, 

destacando 7.VA.F por presentar la densidad más baja, 1012 kg/m3. De nuevo, tanto la 

adición de fruta como el empleo de distintas levaduras tiene efectos significativos en la 

densidad final de las cervezas, siendo menos densas las cervezas con frutas y las cervezas 

elaboradas con Saccharomyces cerevisiae. Las frutas son alimentos muy ricos en agua, y por 

lo tanto la adición de una cantidad considerable en el mosto de cerveza, ha podido modificar 

la densidad del mosto desde un primer momento, provocando así densidades finales más 

bajas (como es el caso de 7.VA.F). Sin embargo, esta hipótesis es poco probable ya que no 

se observa una dilución del grado alcohólico en comparación a otras muestras. Por otro lado, 

la adición de extracto de antocianos no parece modificar la densidad final de las cervezas. A 

su vez, las cervezas elaboradas con Saccharomyces cerevisiae 7.VA son ligeramente menos 

densas que las elaboradas con Lachancea-Metschnikowia, lo cual podría atribuirse al mayor 

poder fermentativo de Saccharomyces frente a las otras levaduras. Aunque las diferencias 

estadísticas sean significativas, en la práctica las diferencias entre densidades son muy 

pequeñas y no resultan determinantes. 

Con respecto a la concentración de glucosa residual, se puede apreciar que las 

cervezas elaboradas con S. cerevisiae 7.VA presentan de media el doble de glucosa residual 
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que las cervezas Lachancea-Metschnikowia (LM), lo cual resulta lógico si se tiene en cuenta 

que al no poder fermentar azúcares complejos como la maltotriosa (16), Lachancea-

Metschnikowia consumirá preferentemente azúcares sencillos como la glucosa, y por tanto 

las concentraciones de glucosa en el producto final serán menores en estas cervezas. De 

hecho, los valores presentados en este estudio son muy inferiores a otros estudios similares 

sobre elaboración de cerveza con levaduras del género Lachancea y Metschnikowia, como 

por ejemplo en el estudio de Postigo et al. (2023) (89), o en el de Zdaniewicz et al. (2020) 

(92), de lo que se deduce que las cepas empleadas en este ensayo asimilan mejor la glucosa 

que otras de su especie. Por otro lado, Pirrone et al. (2024) (31) y Postigo et al. (2022) (44) 

presentan valores de glucosa residual muy similares en sus ensayos sobre la elaboración de 

cervezas con Lachancea thermotolerans MNF105 y Metschnikowia pulcherrima CLI 475, 

respectivamente.  

El color de las cervezas se mide por la escala EBC (figura 12) de la European Brewery 

Convention, y clasifica los distintos tipos de cerveza en función de su color. 

 

Figura 12. Escalas SRM y EBC de clasificación de colores de la cerveza (94). 

 

En este caso, el color de las cervezas depende en gran medida del aditivo añadido, de 

manera que las cervezas más claras y amarillas fueron las cervezas sin ningún tipo de aditivo, 

seguidas por las cervezas con antocianos y por último, por las cervezas con fruta, que, debido 

a la adición de arándanos, adquirieron un color rojo oscuro (figura 13).  
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Figura 13. Cervezas finales. De izquierda a derecha: 7.VA, 7.VA.F, 7.VA.A, LM, LM.F, LM.A 

 

El valor EBC para las cervezas con frutas es prácticamente igual al de otras cervezas 

elaboradas con frambuesas, moras o cerezas analizadas en un estudio del perfil fisicoquímico 

y de polifenoles de 29 cervezas frutales comerciales (95). En un estudio sobre la adición de 

bayas de Kamchatka (cuya apariencia es muy similar a la apariencia de los arándanos) 

también se observó un aumento del valor EBC tras la adición de la fruta, obteniendo valores 

muy similares a los obtenidos en este trabajo (96). Las cervezas con antocianos fueron 

ligeramente más oscuras que las cervezas sin aditivos, y no presentaron color rojo a pesar de 

ser pigmentos rojos muy intensos. Dentro del grupo de cervezas con antocianos (7.VA.A y 

LM.A) las cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia son ligeramente más oscuras 

que las elaboradas con S. cerevisiae. Una posible explicación a esto es que los antocianos son 

altamente sensibles al pH, y su estabilidad es mayor a pH más bajos (56). Al ser el pH de las 

cervezas 7.VA.A ligeramente más alto, es posible que los antocianos se hayan degradado en 

mayor proporción, perdiendo pigmento en estas cervezas. 

Las cervezas con frutas (7.VA.F y LM.F) tienen un amargor mucho menor que sus 

respectivas cervezas elaboradas sin fruta (7.VA y LM), lo cual indica que la adición de fruta 

en las cervezas disminuye significativamente en su amargor. Estos resultados concuerdan con 

los obtenidos por Rinaldi et al. (2023) (97) y por Kawa-Rygielska et al. (2018) (98) en sus 

estudios sobre cervezas de grosellas y cerezas, respectivamente, aunque el efecto parece más 

intenso en los resultados de este trabajo. Esto puede deberse a la proporción de fruta añadida 

en las cervezas, aunque según Rinaldi et al, la reducción de acidez no es proporcional a la 

concentración de fruta (97). Como se comentó previamente, la adición de fruta puede 
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provocar la dilución del mosto por el alto contenido en agua, disminuyendo por lo tanto el 

amargor de la cerveza al diluir los α-isoácidos del lúpulo. 

Durante la fermentación, el amargor del mosto disminuye por varias razones, entre 

las que se encuentran principalmente la precipitación de los a adhesión de los α-isoácidos al 

unirse a las paredes de las levaduras, y la dilución del propio mosto (99–101). En este 

contexto, se puede comprobar que la concentración de α-isoácidos en el mosto depende en 

gran medida de la afinidad de los α-isoácidos por la pared de las levaduras empleadas, y por 

tanto el efecto es totalmente dependiente de la cepa empleada. Así, algunos estudios 

demuestran que las cervezas elaboradas con L. thermotolerans presentan una reducción 

significativa del amargor (89,102), mientras que en otros, el amargor de las cervezas 

elaboradas con L. thermotolerans y M. pulcherrima resultó ser mayor en comparación con 

las cervezas elaboradas con S. cerevisiae (44,102,103). 

La graduación alcohólica de las cervezas no varió entre unas y otras muestras, 

presentando valores muy similares en todos los casos. Ni la especie de levadura ni el tipo de 

aditivo influyen en la graduación alcohólica de las cervezas, a pesar de que L. thermotolerans 

y M. pulcherrima presentan menor poder fermentativo que S. cerevisiae. Generalmente, los 

estudios sobre el uso de L. thermotolerans o M. pulcherrima en cervezas revelan que las 

cervezas fermentadas con cultivos puros L. thermotolerans tienen significativamente menos 

graduación alcohólica que aquellas elaboradas con S. cerevisiae (32,44,92). Sin embargo, 

otros estudios demuestran que, de nuevo, la capacidad fermentativa de L. thermotolerans 

depende en gran medida de la cepa empleada, y mientras que la producción de etanol es 

menor en algunas cepas, otras no presentan diferencias significativas con respecto a S. 

cerevisiae (30,89,102). 

 

4.5. Capacidad antioxidante e índice de polifenoles totales 

La capacidad antioxidante de las muestras se calculó mediante el método de Re et al. 

(1999) en equivalentes Trolox por litro (TE/L) mediante la elaboración de una recta de 

calibrado, enfrentando porcentaje de inhibición a distintas concentraciones de Trolox. La 

recta de calibrado se muestra en la figura 14. 

 



52 

 

 

Figura 14. Recta de calibrado de la capacidad antioxidante en equivalentes Trolox por litro, TE/L 

(mM). 

La capacidad antioxidante y el índice de polifenoles totales de las muestras están 

directamente relacionados entre sí y con el tipo de aditivo de la cerveza. Esta capacidad 

antioxidante deriva de la presencia de compuestos como las melanoidinas o los polifenoles, 

extraídos directamente de la malta y el lúpulo durante el proceso de cocción, y que aportan 

respectivamente hasta el 70-80% y el 20-30% de los compuestos fenólicos presentes en las 

cervezas rubias (104–106). 

 

Tabla 7. Índice total de polifenoles (IPT), capacidad antioxidante por el método ABTS (mmol TE/L) y 

concentración total de antocianos (mg/L) de las cervezas elaboradas. 

*Los datos representan el valor promedio ± desviación estándar (n=3). Los datos con diferentes letras 

dentro de cada columna son significativamente diferentes (P<0,05).  

 

La adición de fruta en el mosto supone un aumento de la capacidad antioxidante de 

hasta casi 10 veces más en el caso de la cerveza 7.VA.F (de 0,14 a 1,03 mmol TE/L) y de 

casi 3 veces más en la cerveza LM.F (de 0,46 a 1,29 mmol TE/L), que fue la cerveza con 

 Índice de Polifenoles Totales (IPT) ABTS + (mmol TE/L) Antocianos (mg/L) 

7.VA 23,97 ± 1,02a,b 0,14 ± 0,04a n,d, 

7.VA.F 24,13 ± 0,31a,b 1,03 ± 0,05b 41,23 ± 3,30a 

7.VA.A 23,77 ± 1,75a,b 0,37 ± 0,05c 0,37 ± 0,13b 

LM 21,27 ± 0,19a 0,46 ± 0,07d n,d, 

LM.F 27,62 ± 0,55c 1,29 ± 0,02e 33,37 ± 0,49c 

LM.A 25,33 ± 0,73b,c 0,69 ± 0,03c 3,107 ± 1,26b 
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mayor capacidad antioxidante y mayor IPT. El aumento de la capacidad antioxidante en 

cervezas con frutas se repite en otros estudios similares como consecuencia del paso de 

polifenoles y flavonoides de las frutas hacia el mosto de cerveza. Este aumento de la 

capacidad antioxidante es mayor en ciertas frutas como cerezas, frambuesas, uvas o naranjas 

(74), probablemente por ser frutas ricas en antocianos, flavonoides, y otros compuestos 

antioxidantes (54). Belcar et al. (2023) (96) estudiaron la suplementación de cerveza con 

distintas variedades de bayas de madreselva azul, obteniendo valores de capacidad 

antioxidante entre 1,27 y 1,97 mM TE/L, de manera similar a los de la tabla 7. La capacidad 

antioxidante de las cervezas enriquecidas con fruta depende directamente de los compuestos 

antioxidantes de la propia fruta, de la cantidad adicionada, del estado de la fruta en el 

momento de la adición y del momento en el que se añada la fruta dentro del proceso de 

elaboración (74,107). 

Las cervezas con antocianos (7.VA.A y LM.A) también muestran una capacidad y un 

índice de polifenoles totales mayor que las cervezas sin aditivos, lo cual es lógico, 

considerando que los antocianos son sustancias polifenólicas que destacan por su capacidad 

antioxidante. Dentro de este grupo, las cervezas 7.VA.A tienen menos capacidad antioxidante 

en mmol TE/L y además su IPT es más bajo que el de las cervezas LM.A. Teniendo en cuenta 

que los antocianos se añadieron en la misma proporción y en el mismo punto del proceso de 

elaboración, es posible que los antocianos se hayan degradado en mayor proporción en la 

cerveza 7.VA.A, bien porque su pH es más elevado; o porque el tiempo de almacenamiento 

de estas cervezas fue superior que el de las cerezas LM.A. En un estudio sobre la adición de 

extracto de antocianos de berenjena a distintas concentraciones en cerveza se vio que el uso 

de extracto de antocianos en cerveza aumenta el contenido total de polifenoles, así como la 

capacidad antioxidante de las muestras. Este efecto es dosis dependiente (es mayor a mayor 

concentración de antocianos) y el efecto se pierde a medida que aumenta el tiempo de 

almacenamiento de la cerveza (93). 

 

4.6. Determinación de antocianos por HPLC 

El perfil de antocianos de las muestras se analizó por HPLC-DAD a 525 nm, cada 

muestra por triplicado. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la figura 14. 
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Figura 15. Perfil de antocianos de las muestras de cerveza. A: 7.VA; B: 7.VA.F; C: 7.VA.A; D: LM; E: LM.F; 

F: LM.A. Para 7.VA.F y LM.F, 1: delfinidin-3-6”-acetilglucósido; 2: cianidin-3-(6”-acetilglucósido); 3: 

petunidina-3-(6”-acetilglucósido); 4: malvidina-3-(6”-acetilglucósido); 5: cianidina-3-(6-p-

cumarilglucósido); 6: petunidina-3-(6-p-cumarilglucósido); 7: desconocido; 8: desconocido; 9: desconocido; 

10: malvidin-3-glucósido-4-vinilcatecol; 11: malvidin-3-(6”-acetilglucósido-vinil-epicatequina). Para 7.VA y 

LM.A: 1: cianidina-3-glucósido; 2: petunidina-3-glucósido: 3: malvidina-3-glucósido; 4:malvidina-3-

arabinósido 

Tanto el perfil de antocianos de las cervezas como su concentración dependen 

exclusivamente del tipo de aditivo (fruta o extracto de antocianos) añadido durante la 

fermentación del mosto. Las cervezas con fruta (fig 15b y 15e) presentan las concentraciones 

de antocianos más altas, superando los 30 mg/L (tabla 7). Estos resultados concuerdan con 

los resultados obtenidos por Luz et al. (2024) (71) al suplementar cervezas con orujo de uva 

concentrado al 1% del volumen, y representan casi el triple de la concentración obtenida por 

Machado et al. (2025) (108) al añadir grosellas rojas a la cerveza en el momento previo a la 

maduración (10 mg/L). La diferencia entre la concentración obtenida en este último estudio 

y la obtenida en este trabajo puede deberse a la cantidad de fruta añadida (20 g/L de grosella 

en el trabajo de Machado Jr et al. frente a 34 g/L de arándanos), al estado físico en el que se 

añadió la fruta (en piezas enteras o en forma de puré, ya que el procesamiento de la fruta 

favorece la difusión de antocianos y otras sustancias al mosto (75)) o al momento de la 

adición de fruta, siendo el intercambio de antocianos mayor cuando esta se añade durante la 

fermentación, debido a la producción de etanol y al descenso del pH (108,109). Las cervezas 

7.VA.F y LM.F tienen una concentración de antocianos mucho menor, debido a que la 

1 

2 

3 

4 
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concentración añadida fue mucho menor y a que los pH más elevados de estas cervezas 

pudieron afectar a la estabilidad de los antocianos y favorecer su degradación. En las cervezas 

sin aditivo, no se detectaron antocianos por encima del límite de detección del método. 

Los principales antocianos detectados en las cervezas con fruta fueron (1) delfinidin-

3-6”-acetilglucósido, (2) cianidin-3-(6”-acetilglucósido), (3) petunidina-3-(6”-

acetilglucósido), (4) malvidina-3-(6”-acetilglucósido), (5) cianidina-3-(6-p-

cumarilglucósido), (6) petunidina-3-(6-p-cumarilglucósido). Los picos 7, 8 y 9 son 

desconocidos y no se han podido identificar, aunque se cree que el pico 7 podría ser un 

derivado de cianidina. Finalmente, los picos 10 y 11 se corresponden, respectivamente, con 

malvidin-3-glucósido-4-vinilcatecol y malvidin-3-(6”-acetilglucósido-vinil-epicatequina). 

La malvidina, la delfinidina, la cianidina y la petunidina son los principales 

antocianos encontrados en arándanos; siendo más abundantes la malvidina y la delfinidina 

en sus formas 3-O-glucósidos y 6”-acetilglucósidos (110,111). Sin embargo, la composición 

de antocianos en arándanos es muy dependiente de la variedad de la fruta, y, en este caso de 

la matriz alimentaria que los rodea, ya que los parámetros fisicoquímicos determinan el grado 

de extracción de unas u otras antocianinas. 

Los antocianos principales encontrados en las cervezas con extracto de antocianos de 

uva fueron (1) cianidina-3-glucósido, (2) petunidina-3-glucósido, (3) malvidina-3-glucósido 

y (4) malvidina-3-arabinósido. De nuevo la malvidina y la petunidina son los antocianos más 

abundantes en uvas rojas (56), por lo que es de esperar que sean los picos con mayor señal 

en las figuras 15c y 15f. Se ha encontrado cianidina en uvas rojas, aunque en una cantidad 

significativamente menor (112). De nuevo, la composición de antocianos de las frutas 

depende estrechamente de la variedad y de las prácticas de cultivo (113). 

 

4.7. Perfil de compuestos volátiles 

Los compuestos analuzados junto con sus tiempos de retención, descriptores aromáticos y 

umbrales de percepción se recogen en la tabla 8. Los resultados obtenidos del análisis del 

perfil de volátiles de las muestras de cerveza se recogen en la tabla 9. 
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Tabla 8. Características y descriptores aromáticos de los volátiles analizados en las muestras de cerveza. 

Compuesto TR (min) Umbral de percepción (mg/L) Aroma 

Alcoholes 

Metanol 3,788 0,5-3,0 (114) Alcohol, solvente orgánico 

1-propanol 8,044 3,0-16,0 (114,115) Alcohol 

2-butanol 9,108 16,0 (116) Alcohol medicinal 

Isobutanol 9,970 100 (116) Alcohol, solvente orgánico 

1-butanol 10,700 450 (116) Alcohol medicinal 

3-metil-1-butanol 12,700 30,0-70,0(114,115) Alcohol, vino, plátano 

2-metil-1-butanol 12,780 8,0-30,0 (116) Alcohol, vino, plátano 

2,3-butanodiol 14,700 50,0-150,0 (116) Dulce 

hexanol 15,580 4,0 (115) Herbáceo 

Alcohol-2-feniletílico 20,620 8,0-35,0 (31) Rosal 

Ésteres 

Acetato de etilo 8,870 30 (117) Fruta 

Acetato de isobutilo 13,050 1,6 (31) Plátano, fruta 

Butirato de etilo 13,590 0,4 (117) Fruta, papaya 

Lactato de etilo 14,470 154 (117) Frutal 

Acetato de isoamilo 15,270 0,5 (31) Plátano, pera, frutal 

Acetato-2-feniletilo 22,350 0,05-2,0 (31) Rosas, miel, manzana 

Compuestos carbonílicos 

Acetaldehído 3,550 2,0-20,0 (114) Manzana, hojas verdes 

Diacetilo 8,613 0,01-0,4 (114) Mantequilla, lácteo 

Acetoína 12,600 1,0-10,0 (114,115) Fruta, madera 

 

4.7.1. Alcoholes 

  La concentración de metanol de las cervezas (6,44-67,90 mg/L) supera 

considerablemente el umbral de percepción en todas ellas (0,5-3,0 mg/L). Las 

concentraciones de metanol alcanzadas en otros estudios fueron de aproximadamente 20,00 

mg/L tanto para S. cerevisiae como para L. thermotolerans (118), lo cual no difiere mucho 

de los resultados obtenidos para las cervezas sin fruta. Sin embargo, la adición de fruta genera 

un efecto significativo en la producción de metanol, independientemente de la especie de 

levadura empleada en la fermentación. El metanol, de manera general, se produce durante la 

fermentación en determinadas bebidas (principalmente elaboradas con fruta), como 

consecuencia de la degradación de pectinas. Debido a que la cerveza no se elabora con 

materias primas ricas en pectinas, no presentan niveles elevados de metanol, a diferencia, por 
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ejemplo, del vino, en cuyo caso la legislación establece un límite de 150 mg/L en vinos 

blancos y 300 mg/L en tintos; o de destilados de caña de azúcar (119,120). La adición de 

fruta supone un aumento en la cantidad de pectinas en el mosto, que son degradadas por la 

actividad pectinasa de las levaduras, y por tanto genera un aumento significativo en la 

concentración de metanol. 

  El 1-propanol aporta aromas a alcohol y disolvente, y se encuentra también en todas 

las muestras ligeramente por encima del umbral de percepción (3,0-16,0 mg/L), en 

concentraciones muy similares a las obtenidas por Peces-Pérez et al. (2022) (118) y algo 

superiores a las obtenidas por Kobayashi et al. (2008) (121). De nuevo, la adición de fruta 

provoca el aumento de la concentración de 1-propanol en el perfil volátil de las cervezas, 

llegando a concentraciones de 28,51 y 36,36 mg/L en el caso de las cervezas 7.VA.F y LM.F. 

El 1-propanol se produce como metabolito secundario del metabolismo de las levaduras, 

empleando la treonina como precursor (121). A pesar de no ser un alimento alto en proteínas, 

la adición de arándanos puede aumentar la treonina disponible en el medio, aumentando 

ligeramente la producción de 1-propanol. 

  El 2-butanol y el 1-butanol se cuantificaron en concentraciones muy inferiores a su 

umbral de percepción, por lo que su presencia en el producto no afecta al perfil sensorial de 

las cervezas finales. En general, aportan aromas asociados a alcohol y a disolventes 

orgánicos, y a concentraciones elevadas afectan negativamente al sabor y calidad de la 

cerveza. En otros estudios similares, estos compuestos o bien no se detectaron en la cerveza 

final (118) o se detectaron en concentraciones traza similares a las presentes en este estudio 

(32). De la misma manera, la concentración de isobutanol no superó el umbral de detección, 

y además no se detectó en las cervezas elaboradas con S. cerevisiae, pero sí en las cervezas 

elaboradas con Lachancea-Metschnikowia, aunque en otros estudios la concentración de este 

compuesto no cambia al usar una u otra levadura, alcanzando generalmente valores entre 10-

20 mg/L (89,102,118).  

  La concentración de 3-metil-1-butanol no superó el umbral de percepción para dicho 

compuesto (30,0-70,0 mg/L) en ninguna muestra. Por el contrario, sí lo hizo la concentración 

de 2-metil-1-butanol, aportando a la cerveza notas a vino y plátano. Los resultados obtenidos 

muestran concentraciones de 2-metil-1-butanol de casi el doble que en otros estudios 

(32,92,118,122), pero dentro del umbral recogido (46-71 mg/L) por Kobayashi et al. (2008). 
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De nuevo, la concentración de 2-metil-1-butanol aumenta en las cervezas con fruta. Este 

compuesto se genera a partir de piruvato derivado de la glucólisis, por lo que al añadir 

arándanos y aumentar la concentración de glucosa en el medio, la producción de 2-metil-1-

butanol se ve estimulada (121). 

  Tanto el 2,3-butanodiol como el hexanol superaron los umbrales de percepción en 

todas las muestras (150,0 mg/L y 4,0 mg/L, respectivamente). La concentración de 2,3-

butanodiol osciló entre 150-180 mg/L para las distintas cervezas, correspondiéndose con los 

resultados obtenidos en otros estudios (32,118). En este caso, no se observaron diferencias 

significativas entre los distintos grupos, ni se confirma el efecto del aditivo o de la levadura 

sobre la concentración final de 2,3-butanodiol. Sin embargo, tanto Zdaniewicz et al. (2020) 

como Peces-Pérez et al. (2022) (118,123) en sus respectivos trabajos sí apreciaron diferencias 

significativas entre S. cerevisiae y L. thermotolerans, que es capaz de generar mayores 

concentraciones de este compuesto. Esto último ocurre también en el caso del hexanol, 

aunque en este estudio no presenta diferencias significativas. 

  Finalmente, el alcohol 2-feniletílico solo se encuentra por encima de su umbral de 

percepción en la muestra L.31.F, aunque la concentración se supera por muy poco. No se 

detectó este compuesto en ninguna de las cervezas elaboradas con Saccharomyces, aunque 

este fenómeno no se observa en el resto de estudios, donde la concentración de alcohol-2-

feniletílico en cervezas elaboradas con S. cerevisiae y L. thermotolerans fueron similares y 

tomaron valores entre 10-30 mg/L (32,118). 

4.7.2. Ésteres 

  El acetato de etilo, responsable de aportar aromas a fruta, no se encuentra por encima 

del umbral de percepción en ninguna de las muestras, a excepción de 7.VA.F, que lo supera, 

y de L.31.F, que casi lo alcanza. Se observa un aumento significativo al añadir frutas, pero 

no en función del tipo de levadura. Actualmente, en la bibliografía se observan casos en los 

que el uso de L. thermotolerans aumenta la producción de acetato de etilo, y casos en los que 

no (92,118).  

  Tanto el acetato de isobutilo como el butirato de etilo superan el umbral de percepción 

en todas las cervezas, aportando aromas a plátano y frutas tropicales. No se observa para 

ninguno de los dos compuestos efectos significativos en la adición de frutas o en el tipo de 

levadura empleada. Las concentraciones obtenidas superan por mucho las recogidas por la 



61 

 

bibliografía (31,124). El lactato de etilo no supera en ninguno de los casos el umbral de 

percepción. 

El acetato de isoamilo supera el umbral de percepción en todas las muestras, con valores 

ligeramente superiores a los descritos en la literatura, que suelen encontrarse sobre los 2-3 

mg/L (31,32,118). En el caso del acetato 2-feniletilo, la concentración fue mayor del umbral 

de percepción en todas las muestras, pero en este caso los valores fueron inferiores que los 

obtenidos por Peces-Pérez et al. (118). 

4.7.3. Compuestos carbonílicos 

La concentración de acetaldehído superó el umbral de percepción (20 mg/L) en todos 

los casos excepto en las cervezas 7.VA y LM.A. El acetaldehído es un producto de la 

fermentación alcohólica, que aporta notas a manzana y hojas verdes, y suele estar presente 

en la cerveza en concentraciones bajas. Es un intermediario de la fermentación, precursor 

directo del etanol, y por tanto funciona como un indicador de la fermentación (118). A altas 

concentraciones, puede considerarse un defecto en función del tipo de cerveza. Las 

concentraciones obtenidas en este ensayo para las muestras 7.VA.F, 7.VA.A, LM.F y LM, 

son muy superiores a los valores recogidos en varias fuentes de la bibliografía (2,0-20,0 

mg/L), pero los valores obtenidos para las cervezas 7.VA y LM.A entran dentro del rango 

establecido (32,118,125). Concentraciones tan altas de acetaldehído en esas cervezas pueden 

ser un indicativo de una fermentación incompleta. 

  En ninguna de las muestras se detectó diacetilo o acetoína por encima del límite de 

detección del método (0,1 mg/L). Estos compuestos son precursores en la ruta del 2,3-

butandiol, y a altas concentraciones aportan notas mantecosas y a madera respectivamente 

(118). Cuando estos compuestos se encuentran en concentraciones altas, se considera un 

defecto. Para evitar la aparición de olores y sabores indeseados, las cervezas se dejan 

madurar, proporcionando el tiempo necesario para que disminuya la concentración de estos 

compuestos y aumente la de 2,3-butandiol (121,126), mejorando el perfil sensorial de las 

cervezas. Por lo tanto, bajas concentraciones de diacetilo y acetoína en la cerveza se 

relacionan con una correcta maduración de la cerveza (27). 

 

 

Tabla 9. Concentración de volátiles (mg/L) en las muestras de cerveza. 
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Compuesto 7.VA 7.VA.F 7.VA.A LM LM.F LM.A 

Alcoholes 

Metanol 11,80 ± 0,08a 67,90 ± 18,98c 19,69 ± 4,94a 30,27 ± 13,31b 62,53 ± 2,36b,c 6,44 ± 2,67a 

1-propanol 20,61 ± 1,11a,c 28,51 ± 1,76b 21,88 ± 1,33c 15,50 ± 1,31a 36,36 ± 1,30d 22,08 ± 2,15c 

2-butanol 3,41 ± 1,04a,b 6,07 ± 0,91a,b 6,61 ± 0,50b 5,87 ± 1,17a,b 6,06 ± 0,64a,b 2,97 ± 0,80a 

Isobutanol n,d, n,d, n,d, 24,68 ± 0,98a,b 29,35 ± 4,40c 20,94 ± 2,25b,c 

1-butanol 8,57 ± 1,53a 9,92 ± 2,20a 7,65 ± 0,53a 7,74 ± 0,72a 8,23 ± 3,51a 5,57 ± 0,32a 

3-metil-1-butanol 5,49 ± 1,01a,b 4,06 ± 0,26a 4,84 ± 0,34a 3,97 ± 0,12a 7,33 ± 0,98b 4,61 ± 0,29a 

2-metil-butanol 45,36 ± 2,99a,b 79,85 ± 1,78b 45,09 ± 3,09a 58,71 ± 3,20a,c 60,17 ± 3,29c 46,89 ± 7,20a,c 

2,3-butanodiol 167,40 ± 9,84a 176,13 ± 9,92a 151,66 ± 1,78a 176,37 ± 9,23a 179,22 ± 6,05a 158,14 ± 6,07a 

Hexanol 4,30 ± 0,21a 5,30 ± 0,62a 4,34 ± 0,28a 4,31 ± 0,25a 10,80 ± 5,32a 4,26 ± 0,26a 

Alcohol-2-fenílico n,d, n,d, n,d, 26,75 ± 11,18a 36,81 ± 11,07a 32,07 ± 1,91a 

Ésteres 

Acetato de etilo 19,84 ± 2,39a 37,74 ± 1,93b 22,36 ± 2,54a 24,68 ± 0,98a 29,35 ± 4,40a,b 20,94 ± 2,25a 

Acetato de isobutilo 27,96 ± 4,36a 32,39 ± 3,70a 22,41 ± 2,16a 19,50 ± 1,40a 30,44 ± 5,52a 25,60 ± 1,74a 

Butirato de etilo 7,88 ± 0,65a,b 11,40 ± 1,91a 9,31 ± 1,03b 7,59 ± 1,07a,b 6,64 ± 0,86b 5,39 ± 0,18a,b 

Lactato de etilo 17,45 ± 3,64a 15,37 ± 3,84a 26,65 ± 2,52a,b 34,01 ± 1,92a,b 49,76 ± 14,59b 9,83 ± 1,29a 

Acetato de isoamilo 5,60 ± 0,61a,b 4,40 ± 2,03a 8,91 ± 0,34b,c 12,19 ± 1,55c 9,88 ± 0,87b,c 5,63 ± 0,19a,b 

Acetato-2-feniletilo 5,57 ± 0,24a 5,66 ± 0,22a 5,74 ± 0,41a 5,94 ± 0,23a 7,15 ± 0,87a 7,41 ± 1,01a 

Compuestos carbonílicos 

Acetaldehído 11,09 ± 2,93a 28,70 ± 2,56a,b 34,63 ± 9,19a,b 51,69 ± 9,09b 43,85 ± 7,83b 11,86 ± 2,71a 

Diacetilo n,d, n,d, n,d, n,d, n,d, n,d, 

Acetoína n,d, n,d, n,d, n,d, n,d, n,d, 

*Los datos representan el valor promedio ± desviación estándar (n=3). Los datos con diferentes letras 

dentro de cada columna son significativamente diferentes (P<0,05). 

 

4.8. Resultados del análisis sensorial  

Para comparar los resultados del análisis sensorial se han elaborado gráficos de radar, 

representando los valores medios de cada atributo en cada cerveza, dividiendo las figuras por 

tipo de atributo (visual, olfativo y gustativo). Los resultados numéricos se recogen en la tabla 

10, los resultados gráficos se plasman en la figura 16. 

 

Tabla 10. Resultados del análisis sensorial de las muestras de cerveza. 

Compuesto 7.VA 7.VA.F 7.VA.A LM LM.F LM.A 

Atributos globales 

Percepción global 3,38 ± 0,31a 3,25 ± 0,23a,b 2,38 ± 0,35b 3,00 ± 0,40a,b 3,25 ± 0,34a,b 3,25 ± 0,23a,b 

Retrogusto 2,50 ± 0,31a,b 2,38 ± 0,17a,b 2,00 ± 0,25b 2,00 ± 0,25a,b 2,88 ± 0,28a 2,38 ± 0,30b 

Atributos visuales 
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Color cerveza 2,00 ± 0,18a,b 4,25 ± 0,29c 2,38 ± 0,17b 1,75 ± 0,15a 4,50 ± 0,18c 3,00 ± 0,00d 

Turbidez 3,62 ± 0,25a 3,00 ± 0,47a 3,25 ± 0,52a 2,63 ± 0,39a 3,50 ± 0,47a 3,25 ± 0,39a 

Efervescencia 1,75 ± 0,23a,b 1,75 ± 0,23a,b 1,5 ± 0,25a 1,38 ± 0,17a 2,63 ± 0,50b 1,88 ± 0,33a,b 

Cons. espuma 1,00 ± 0,00a 1,23 ± 0,12a 1,00 ± 0,00a 2,63 ± 0,53b 1,13 ± 0,12a 1,5 ± 0,31a 

Pers. espuma 1,00 ± 0,00a 1,25 ± 0,15a 1,00 ± 0,00a 2,63 ± 0,53b 1,25 ± 0,15a 1,75 ± 0,29a 

Color espuma 1,00 ± 0,00a 1,00 ± 0,00a 1,00 ± 0,00a 1,25 ± 0,23a 1,25 ± 0,23a 1,38 ± 0,25a 

Atributos olfativos 

Int. aromática 3,38 ± 0,35a 3,13 ± 0,41a 3,38 ± 0,35a 3,25 ± 0,29a 3,25 ± 0,39a 3,13 ± 0,45a 

Cal. aromática 3,75 ± 0,23a 3,88 ± 0,37a 2,75 ± 0,23b 3,50 ± 0,31a,b 3,50 ± 0,25a 3,13 ± 0,37a,b 

Aroma malta 3,50 ± 0,35a 1,88 ± 0,28b 3,38 ± 0,35a,c 2,88 ± 0,21a,c,d 2,00 ± 0,18b,d 2,50 ± 0,40b,c,d 

Aroma floral 2,13 ± 0,45a,b 3,13 ± 0,48b 1,38 ± 0,17a 2,50 ± 0,40a,b 3,13 ± 0,33b 2,00 ± 0,35a,b 

Aroma frutal 1,88 ± 0,37a 4,25 ± 0,15b 1,63 ± 0,25a 2,25 ± 0,34a 4,00 ± 0,18b 2,25 ± 0,23a 

Aroma red-ox 0,50 ± 0,31a 0,38 ± 0,25a 0,25 ± 0,23a 0,38 ± 0,25a 0,50 ± 0,25a 0,25 ± 0,23a 

Atributos gustativos 

Cuerpo 2,75 ± 0,29a 2,75 ± 0,39a 2,38 ± 0,35a 2,38 ± 0,35a 2,63 ± 0,25a 2,63 ± 0,39a 

Dulzor 1,75 ± 0,24a 2,13 ± 0,12a 2,00 ± 0,00a 2,25 ± 0,42a 2,38 ± 0,25a 2,38 ± 0,35a 

Acidez 1,88 ± 0,22a 2,13 ± 0,37a 2,00 ± 0,18a 3,50 ± 0,35a 4,13 ± 0,22b 2,00 ± 0,31a 

Amargor 2,50 ± 0,25a 2,00 ± 0,25a 2,50 ± 0,31a 1,75 ± 0,24a 2,25 ± 0,39a 2,38 ± 0,30a 

Astringencia 1,63 ± 0,30a 1,63 ± 0,25a  1,88 ± 0,33a 1,50 ± 0,25a 1,88 ± 0,37a 1,50 ± 0,18a 

Efervescencia 1,25 ± 0,15a 1,50 ± 0,18a,b 1,38 ± 0,25a,b 2,25 ± 0,42b 2,00 ± 0,35a,b 2,13 ± 0,37a,b 

*Los datos representan el valor promedio ± desviación estándar (n=3). Los datos con diferentes letras 

dentro de cada columna son significativamente diferentes (P<0,05).  

 

 

A 
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Figura 16. Resultados del análisis sensorial de las cervezas finales. A: atributos sensoriales visuales; B: 

atributos sensoriales olfativos, C: atributos sensoriales gustativos. 

 

Las cervezas con frutas (7.VA.F y LM.F) tuvieron valores de “color de la cerveza” 

entre 4 y 5, presentando visualmente un color rojo oscuro, similar al de las cerezas. Las 

B 

C 
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cervezas con antocianos presentan valores intermedios, entre 2 y 3, que se corresponden con 

colores ámbar-cobrizos y por tanto se percibieron ligeramente más oscuras que las levaduras 

sin aditivos, que obtuvieron valores de entre 1 y 2 en la escala de intensidad, y se 

corresponden con un tono dorado. El color perceptible de las cervezas se ve principalmente 

influenciado por el tipo de aditivo adicionado, correlacionándose estos resultados con el 

análisis analítico del color (tabla 6), donde el orden de valores en la escala EBC se 

corresponden exactamente con los valores obtenidos mediante análisis visual. Analizando la 

turbidez y la efervescencia no se observaron diferencias significativas entre las muestras, 

presentando todas ellas una turbidez media (entre 2,5 y 3,5) debido a la presencia de 

partículas de fruta y levaduras en suspensión; y una efervescencia más bien baja. Ninguna de 

las muestras presentó espuma excepto la muestra LM (Lachancea-Metschnikowia sin 

aditivos), que mostró una espuma poco persistente y de color blanco. La ausencia de espuma 

y la baja efervescencia en las cervezas puede deberse a una fermentación secundaria poco 

efectiva. 

Todas las cervezas se percibieron con una intensidad similar, con valores medios (de 

3,1 a 3,3 sobre 5). La calidad aromática percibida fue mayor en el caso de las cervezas 

fermentadas con Saccharomyces con fruta y Saccharomyces sin aditivos, probablemente 

porque el perfil aromático es más similar a las cervezas que se consumen de manera 

convencional. Las cervezas con menor calidad aromática fueron las cervezas con antocianos, 

aunque las diferencias entre las muestras no son significativas. Las cervezas fermentadas con 

Saccharomyces se perciben con una intensidad media-alta de aroma a malta, diferenciándose 

claramente de las cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia, que presentan aromas 

más florales, y de las cervezas elaboradas con frutas, que se perciben con una intensidad 

aromática floral y frutal muy alta (superior a 4). En otros estudios similares, las cervezas 

elaboradas con Lachancea thermotolerans también se percibieron con una mayor intensidad 

de aromas florales y frutales debido a la producción de ésteres asociados a estos aromas 

(102). En ninguna de las cervezas se percibieron aromas que indicasen la oxidación ni la 

reducción de la cerveza.  

A nivel gustativo, todas las cervezas se percibieron con valores medio-bajos de cuerpo 

(alrededor de 2-3), lo que quiere decir que son cervezas secas con pocas dextrinas. En general, 

en todas ellas la efervescencia fue baja (al igual que se percibió de manera visual) y con 
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valores de amargor similares, siendo las menos amargas LM y 7.VA.F. A pesar de que las 

cervezas con frutas presentan una concentración inferior de α-isoácidos, esta diferencia no se 

percibe a nivel sensorial de manera significativa, aunque en la bibliografía existente la 

percepción de amargor en boca fue inferior en el caso de las cervezas elaboradas con L. 

thermotolerans con respecto a las cervezas elaboradas con S. cerevisiae, ya que la acidez 

enmascara el amargor de la cerveza (102,123). Las cervezas elaboradas con Lachancea-

Metschnikowia fueron ligeramente más astringentes que las cervezas elaboradas con 

Saccharomyces, pero la diferencia no fue significativa. A nivel gustativo, el carácter 

diferencial viene de la acidez, siendo las cervezas elaboradas con fruta y con Lachancea-

Metschnikowia significativamente más ácidas que las cervezas con otros aditivos y 

elaboradas con Saccharomyces. Estos resultados se corresponden con los resultados 

analíticos, y la percepción en boca de mayor intensidad en la acidez puede deberse tanto a la 

producción de ácido láctico por parte de L. thermotolerans como a la acidez de la propia 

fruta. Esta diferencia es la que permite obtener cervezas sour sustituyendo la acidificación 

bacteriana por acidificación por levaduras, y se observa repetidamente en otros análisis 

sensoriales recogidos en bibliografía disponible (44,89,123). 

La percepción global de las cervezas tuvo valores medio-altos, de aproximadamente 

3 sobre 5. Todas las muestras presentan valores de percepción similares entre sí, siendo la 

peor percibida Saccharomyces con antocianos (7.VA.A – 2,88 sobre 5) y la mejor percibida 

Saccharomyces sin aditivos (7.VA – 3,38), aunque de nuevo las diferencias entre las muestras 

no parecen significativas. 

 

4.9. Correlación entre perfil de compuestos volátiles y perfil sensorial 

Para plasmar de forma gráfica la relación entre el perfil de volátiles se realizó un Análisis de 

Componentes Principales (ACP) de los resultados obtenidos mediante GC-FID y de los 

resultados obtenidos en la evaluación sensorial. Las figuras 17 y 18 muestran el ACP de 

volátiles y el ACP para la evaluación sensorial. 
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Figura 17. Análisis de componentes principales (ACP) del perfil de volátiles analizado mediante GC-FID. 

Las dos componentes principales del ACP para volátiles por GC-FID (figura 17) 

representan el 69,39% de la variabilidad de los datos. Las cervezas se dividen claramente en 

cuatro grupos, marcados sobre la figura con distintos colores.  

Las cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia se agrupan en la parte 

superior (la zona indicada está delimitada en color azul sobre la figura 17), en valores 

positivos del eje F2; y sobre todo las cervezas LM y LM.F se asocian a una mayor producción 

de acetato-2-feniletílico, alcohol-2-feniletílico, acetato de isoamilo e isobutanol. Estos 

compuestos aportan aroma a fruta, plátano, rosas y manzanas, por lo que estas cervezas 

deberían estar asociadas a aromas frutales y florales. 

Por otro lado, las cervezas elaboradas con S. cerevisiae se agrupan en la parte inferior 

de la gráfica (delimitada en verde), hacia valores negativos del eje F2. Estas cervezas están 

asociadas a la producción de compuestos como el butirato de etilo y el 1- butanol, sobre todo 

las cervezas 7.VA.F.  

El tercer grupo que se puede apreciar en la figura está delimitado en amarillo y son 

las cervezas elaboradas con fruta, que se colocan en la parte derecha de la gráfica, alrededor 
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de los valores más altos del eje F1. Estas cervezas presentan mayor producción de metanol, 

2-butanol y 2-metil-1-butanol. 7.VA.F está estrechamente asociada a la producción de 1-

butanol (que se encuentra por debajo del umbral de percepción) y butirato de etilo, por lo que 

estas cervezas se percibirán con olores afrutados y tropicales. Respecto a LM.F, presenta 

mayor producción de lactato de etilo (aunque por debajo del umbral de percepción), hexanol, 

alcohol-2-feniletílico y acetato de 2-feniletilo, por lo que se percibirán como cervezas con 

aroma a rosas, florales, a miel y a fruta. 

Finalmente, se han agrupado las cervezas con extracto de antocianos (en la figura 17 

en color rojo). Estas cervezas se sitúan en la parte negativa del eje F1, y se caracterizan por 

una producción en general baja de compuestos aromáticos y por un perfil de volátiles poco 

definido, sin aromas predominantes. 

 

Figura 18. Análisis de componentes principales (ACP) de los resultados de la evaluación sensorial. 

  

El ACP para la evaluación sensorial (figura 18) cubrió el 67,54% de la variabilidad 

de los datos. En este caso, las cervezas se agruparon diferenciándose en 3 grupos. 
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 Las cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia se agrupan en la diagonal 

superior derecha del diagrama, marcadas en azul. En conjunto, se asocian a una mayor acidez, 

astringencia y dulzor. Estas cervezas resultaron ser menos turbias, amargas y con menor 

efervescencia que el resto. Entre ellas, LM se relacionó con valores elevados de consistencia 

y persistencia de la espuma, diferenciándose claramente del resto de cervezas del grupo. Por 

otro lado, LM.F se caracterizó por tener un color más oscuro, mayor calidad aromática y un 

retrogusto más intenso que las otras dos cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia, 

debido a la adición de fruta. 

Las cervezas fermentadas con S. cerevisiae se agrupan en la parte inferior del 

diagrama, en valores negativos del eje F2. En general, estas cervezas fueron más turbias, y 

más amargas y efervescentes. Entre todas ellas, la cerveza más amarga fue la muestra 7.VA, 

clo que se corresponde con los resultados analíticos (tabla 6), mientras que 7.VA.A fue la 

cerveza percibida con mayor intensidad aromática a malta y menor a frutas y flores, tal y 

como ocurría en el ACP del GC-FID. 

 Las cervezas elaboradas con frutas se agrupan en color amarillo en la figura 18. Estas 

cervezas se caracterizan por tener los valores más altos de calidad aromática, aromas frutal y 

floral, el color más oscuro y los valores más altos de percepción global, por lo que fueron los 

que más gustaron al conjunto de panelistas. La cerveza con Lachancea-Metschnikowia 

(LM.F) tuvo valoraciones ligeramente más altas que la cerveza con S. cerevisiae, por lo que 

la percepción global fue mayor en las cervezas de Lachancea con frutas que en el resto de 

las muestras.  
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el efecto de la selección de levaduras 

y de la incorporación de dos aditivos diferentes (arándanos y extracto de antocianos) sobre 

la microbiología de la fermentación y las características fisicoquímicas y sensoriales de las 

cervezas finales. A lo largo de la investigación, se analizaron variables como el pH, amargor, 

color, producción de volátiles, perfil de antocianos, capacidad antioxidante y evaluación 

sensorial de las distintas muestras en estudio.  

En general, las cervezas elaboradas con Lachancea thermotolerans y Metschnikowia 

pulcherrima fueron más ácidas que las elaboradas con S. cerevisiae, debido a la producción 

de ácido láctico. No se observa un efecto significativo de M. pulcherrima en las cervezas 

finales, probablemente debido a un descenso importante de la población a partir del día 5 de 

fermentación, ya que L. thermotolerans es mejor biocompetidor en mosto de cerveza. Las 

cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia fueron en general más ácidas, más 

amargas y menos dulces que las elaboradas con Saccharomyces cerevisiae. A pesar de que 

no hubo diferencias en la graduación alcohólica final, Lachancea-Metschnikowia presentó 

un poder fermentativo muy inferior a S. cerevisiae, tardando el doble de tiempo en fermentar 

el mosto y siendo necesaria una re-inoculación en mitad del proceso. Con respecto al perfil 

aromático, las cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia se asociaron a una mayor 

producción de acetato-2-feniletílico, alcohol-2-feniletílico, acetato de isoamilo e isobutanol, 

por lo que presentaron un perfil aromático más frutal y floral, con ligeras notas a miel y 

manzana. Las cervezas elaboradas con S. cerevisiae se asociaron a la producción de 

compuestos como el butirato de etilo y el 1- butanol, y se percibieron con mayor intensidad 

a malta, a excepción de las cervezas con frutas. 

El parámetro que más influenció el perfil final de las cervezas fue el tipo de aditivo, 

ya que las cervezas con frutas fueron significativamente menos amargas, y menos dulces que 

el resto de las cervezas. Las cervezas con antocianos resultaron ligeramente más oscuras que 

las cervezas sin aditivos, pero mucho más claras que las cervezas con arándanos, que 

adquirieron un color rojo cereza. La presencia de arándanos o antocianos no influyó en la 

graduación alcohólica de la cerveza, pero aumentó de manera significativa el índice de 

polifenoles totales, la concentración y perfil de antocianos, y la capacidad antioxidante de las 

cervezas, siendo mayor en ambos casos en las cervezas con frutas.  
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La evaluación sensorial destacó a las cervezas elaboradas con Lachancea-

Metschnikowia y con frutas como las mejor percibidas, seguidas de las S. cerevisiae con 

frutas. Las cervezas elaboradas con fueron, en general, percibidas como más turbias y 

amargas, mientras que las cervezas elaboradas con Lachancea-Metschnikowia se percibieron 

como más dulces, más ácidas, y con mayor consistencia y persistencia de espuma. Las 

cervezas frutales se percibieron más oscuras, con más cuerpo, con mayor calidad aromática, 

y con aromas frutales y florales. Al contrario, las cervezas de antocianos se percibieron como 

las de menor calidad y mayor intensidad aromática, destacando por sus notas a malta. 

Las perspectivas futuras en el estudio de Lachancea thermotolerans y Metschnikowia 

pulcherrima en la elaboración de cervezas artesanas apuntan al desarrollo de productos con 

perfiles sensoriales únicos, baja acidez volátil y mayor estabilidad microbiológica. Estas 

levaduras no convencionales presentan un gran potencial para diversificar estilos cerveceros 

mediante fermentaciones más complejas. Debido a su menor capacidad fermentativa, un 

posible campo de estudio podría ser la co-inoculación de estas levaduras con Saccharomyces 

cerevisiae, para elaborar cervezas con perfiles sensoriales especiales manteniendo una alta 

eficiencia en el proceso fermentativo y reduciendo costes del proceso de elaboración. 

Asimismo, el estudio del uso de antocianos y frutas como aditivos naturales ofrece 

alternativas atractivas para mejorar el color, aroma y propiedades antioxidantes de la cerveza. 

En este contexto, el estudio de aditivos naturales alternativos para el diseño de cervezas como 

alimentos funcionales es una amplia materia de investigación para consolidar estrategias 

sostenibles y creativas en la producción cervecera artesanal. 
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6.  ANEXOS 

6.1.  Hoja de cata  


