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Introduccidn

Primeras cervezas SIN en el mundo (1920-1932)

Primeras cervezas SIN en ESPANA (1976)

Cerveza SIN alcohol Espaia (<1%)

Cerveza 0,0% (<0,04%)
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Caracteristicas

« 22 cal/100 mL cerveza sin alcohol vs 44 cal/100 mL lager rubia. Su contenido en calorias final
dependera de cada variedad (especialmente en funcion de su extracto seco primitivo o del grado
alcohdlico).

« Posee minerales (selenio, potasio, sodio, magnesio), vitaminas (B) y antioxidantes presentes en sus
materias primas. Asi como polifenoles.

« Compuestos fendlicos que pueden actuar como antioxidantes, que pueden prevenir enfermedades
asociadas al estrés oxidativo (cancer, diabetes, enfermedades neurodegenerativas...).

« Fuente de silicio dietético y acido ortosilicico.

* Fuente de fibra (0,4-6,2 g/L).
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Mercado

« Espana es lider en la produccion y consumo de cerveza SIN.

Consumption Frequency - Regular Beer vs NA Beer
Among NAB drinkers %

How often
consumed:

Several times
a week

I |

m Once a week

HA couple times
a month

m Once a month
or less often

Fuente: Ipsos: ABInBev



Mercado

« Sus ventas se incrementaron en un 4% en 2024 con respecto al ano anterior, o que indica un cambio
en la tendencia de los habitos de consumo, a pesar de que el sector cervecero sufrié una
desaceleracion.

« Supone el 14% del total de la cerveza comercializada en Espana. Y un 16% de la consumida en el
hogar.

* Uno de cada cuatro espafioles consume cerveza SIN.
 EI 90% de sus consumidores consumen o consumian cerveza tradicional.

« Cada vez mas extendida a cervezas negras, IPA, tostada, con limon, cratft...

Fuente: Informe Socioecondmico de Cerveceros de Espafia 2024
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Cerveza sin alcohol. Métodos de obtencion

Métodos fisicos Métodos bioldgicos

Tradicionales

- Fermentacion limitada

Aroma
Termal /sabor Consumo
. . ’ energfa
- Destilacién en vacio
uerpo

y - Cambios en el macerado
- Evaporacidn

- Levaduras especiales
Membrana

_ D|é[|5|5 Consumo
. energfa
- Osmosis inversa
volétiles

Equipos especiales

- Fermentacion continua gl Lt ]

OMG
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Cerveza sin alcohol. Métodos de obtencion

Estrategias Estrategias
microbiolégicas fermentativas
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Cerveza sin alcohol. Estrategias microbioldgicas

Acidez R, ‘g

“Kluyveromyces
marxianus/lactis

T ~~Cyberlindnera Acidez

. g <:Satur_pus/Cyberlindnera " % oy ¢
~ misumaiensis © §S) o) ook J
o R o achancea accharomycodes
2 _o_° thermotolerans ludwigii

Impacto sobre >70% de los compuestos aromaticos
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Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

« Fermentacion azlcares simples
y
- A —hA

Glucosa Fructosa Sacarosa altosa Maltotriosa

II Aromas/sabores

1B
|| 8

- Mejora caracteristicas organolépticas
o‘.;’l\
II Esteres Vgt

« Reduccidén sabor mosto

ll Acetaldehido ©




Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

« Produccion compuestos saludables

Melatonina Polifenoles Capacidad antioxidante
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

- Fermentacién/Respiracion

Crabtree negativa

Glucosa

Q2

Respiracion

Biomasa
CcO,

Crabtree positiva

Glucosa

0,

Fermentacidn

Respiracion

Biomasa
Co,

CO,
Etanol
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

Metabolismo de la levadura

FERMENTACION

-‘l.l’u:ulatile Aglycon Glycoside
Glycerol ’{ / Diacety
Acetoin

!J )

Ethanol

Acetaldehyde

a-acetolactate
Ethanol

Acetic acid Pyruvate

Acetaldehyde “— +

v
Acetic acid #

+ - SU|ﬁdE
Acetyl Coa—" J \

Keto Acids

5042

50:

Fatty acids Ha5

Fatty Acid CoA

Thiaols

Thiosfera

Vinylphenols Amino Acids

Higher alcohols #—mpjdahydes
Phenolic

DMSO
acids

D5

Higher

Aldehydes
alcohols
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

« Metabolismo de la levadura cucse oonee®

RESPIRACION

Glucose 6-phosphate

6-ph hofructo-1-ki
Fructose 1,6 biphosphate phosp ructo- inase

[/ csoseese ™\

Pyruvate “

“ Pyruvat

—» | Glucose-6-P

I

| Fructose-1,6-BISP |

DT!yd xy
pho ph t

Glyceraldehyde-3-
phosphate

NADH 4»/1
v
Pyruvate —( Acetaldehyde
| CO,
¥ o]

B I

« Acidos
grasos

* Terpenoides

» Carotenoides

» Compuestos
fendlicos

« Acido citrico

« Acido
succinico
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

- Fermentacion secuencial para reducir el contenido de alcohol

Saccharomyces o
No- Saccharomyces  No- Saccharomyces

Py
(3 @
g@ﬁv
 Competencia entre especies
e Utilizacion diferentes sustratos
18°C
Aireacion

b,

4 -5 dias Fin fermentacion



Antecedentes

- FP16-Elaboracion de cerveza artesana (2016-2018).

« Doctorado Industrial IND2017/BI07787: "Aplicacién de levaduras autdctonas a la elaboracidn de
nuevas cervezas biosaludables en la Comunidad de Madrid” (2018-2021)

- FP22-CERVEZAM: "Elaboracion de una cerveza 100% madrilefia con todos los ingredientes
procedentes de la Comunidad de Madrid” (2022-2023).

- FP24-BIOCERV: "Cerveza biosaludable sin alcohol: disefio y validacion del protocolo de
elaboracién con levaduras y lUpulo autdctonos”.
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Antecedentes

Coleccion de levaduras del IMIDRA de la D.O. "Vinos de Madrid".

Conservacion en
glicerol a -80°C

Saccharomyces —» 1200 cepas
No-Saccharomyces - 2000 cepas
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Antecedentes

- Compuestos aromaticos

141
Saccharomyces

- Produccion de melatonina
- Capacidad antioxidante

- Cerveza de baj
contenido en etanol

Enriquecer las caracteristicas
organolépticas de la cerveza
Cerveza de bajo contenido en
etanol

77 No-

Saccharomyces Cerveza sour




Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

- Levaduras no convencionales

Wickerhamomyces anomalus
Hanseniaspora vineae
Rhodotorula mucilaginosa
Torulaspora delbrueckii
Metschnikowia pulcherrima
Hanseniaspora guilliermondii
Saccharomycodes ludwigii
Hanseniaspora valbyensis
Pichia manshurica
Zygosaccharomyces bailii

Especies ensayadas

Schizosaccharomyces pombe
Pichia membranefaciens
Lachancea thermotolerans
Endomyces fibuligera
Starmerella stellata

Pichia kudriavzevii

Candida apicola
Simplicillium chinense
Candida sorbosa

23 especies

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae var.
chevalieri

Pichia galeiformes

Pichia fermentans
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Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

- Levaduras no convencionales

Ftanol % (v/v)
1"l cepas no- b2 maltosa <1-12%

Saccharomyces negativas
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Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

- Levaduras no convencionales

120
100 -~
| 80 o _ =
Mejorar_ N =
caracteristicas - u
.. = 60
organolepticas -~
N _ 40 — - -
|| ] — ||
- | |
) I I I I I I
0
Q ’\ S Q N o Nl X
@ \9 4 %\q’ 6’> 09 q@’ S 9 & & & g & "vv >
c}/c}/c}/c}/c}/c}/cyc}/c}/&@&@}@} o

® Higher alcohols M Esters & Fatty acids 1 Aledehydes/Ketonces M y- Butyroactone M Guaiacol
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Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

- Levaduras no convencionales

Contenido de melatonina

S
N
5 (Om Samiple Melatonin
myce CCha \ ’ 1742/2162
aro _5a [0 _

C\(-\ m\/ g Pure melatonin standard 140120
Sac g, Walnut 151203
b% O Green coffes 155203
V\),V\) Tomato 142 2001

Sour cherry nid
Bread (crumb) 14.0 2 0.6
Bread (crust) 153208
Beer 149 204

Red wine nd

Kocadagli et al. (2014)



|M|DRA

I ttt Mdl
IAg yAImt

Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

- Levaduras no convencionales

120 Contenido de melatonina

100

80

40

20 I I I I I
v S Vi S

ng/mL
o S
o
1
vz?f |
> —
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Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

- Levaduras no convencionales

Capacidad antioxidante

0,42-7.72 mmol TE/L 0,76-10,51 mmol TE/L
D. Granato et al. (2011)
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Cerveza sin alcohol: Estrategias microbioldgicas

- Levaduras no convencionales

CLI 1028 W. anomalus

Maltosa - Aroma frutal
‘ Equilibrio i Aroma platano
Cuerpo Aroma especiado _ 0
Alcohol: 1,3 % v/v
Amargor Aroma mosto (110P)
Glicerol: 1,2 g/L
Gusto dulce Gusto afrutado

Capacidad antioxidante:

Gusto mosto Gusto platano 135 mmol TE/|_
Gusto especiado




Cerveza sin alcohol:

- Fermentacion con aireacion

Anaerobiosis

17
16,5

16

155

15

& 145

14
135
13
125
12

0 1 2 25 3 3.5

Dias

=CL| 101 CLI 622 CLI 895 CLI 1057

Estrategias fermentativas

CLI 101 M. pulcherrima

CLI 622 Z. bailii

CLI 895 T. delbrueckii

CLI 1057 S. cerevisiae
Aireacion

18 48h

16 1.59L0,/L
14 \ 2/

12
&

10

8
6

4
0 1 2 25 3 35 4 45 5 b5bH 6 65 7 8 9

Dias

=l | 101 CLI 622 CLI 895 CLI 1057
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

- Fermentacién con aireacion

Etanol

12

[EN

e Fermentacidon anaerobia:

v 0,73 - 1,11 % (v/v)

0  Fermentacién aerobia:
O 06 -1% (v/v)

0.

0

L 101 L 101-02 L 622 L 622 -02 L 895 L 895 -02

% (v/v)

~ o~

N
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

Fermentacién con aireacion

Compuestos aromaticos

400
350
mCLI 101
300 mCLI 10102
CLI 622
250 mCL| 62202
CLI 895
00 mCLI 89502
CLI 1057
mCL| 1057 02
150 —
100
50 I I
< N - N =y
e W , V < ;, . =
Acetaldehido DMS | Aceto 1 .3-Pent ‘
s - N : Y
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

Fermentacion con aireacion

Fermentacion

sin aireacion

glucosa,
fructosa,
sacarosa

Fermentacion:

Contenido de
alcohol: 1,2%
(v/v)

Dias
O — N W A U1 OV N 0O O O

E CLI 1057 I

/Fer,n;entacién
con aireacion
ermentacion
glucosa,
|.8E+08 fructosa,
| 6E+08 sacarosa y
maltosa
|.4E+08
| 2E+08 Aumento
contenido
|.0E+08 TEI alcoholico:
o,
8.0E+07 3 3,5% (VIV)
6.0E+07 Disminucion
acetato de
4.0E+07 isoamilo y 4VG.
2 0E+07 Aumento
acetato de etilo
0.0E+00

Sin aireacion Con aireacion

I Dias de fermentacion

N° cel/ml

Acetato de etilo

20

Acetai de isoamilo

74

4-vinylguaiacol




Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

- Fermentacion con aireacion

400

Compuestos aromaticos

350
300
250

200

mg/L

150
100

50

0 — — . — S

Acetaldehyde  Dimethyl sulphide Acetone Esters Total higher Diacetyl (2,.3- 2 3-Pentanedione 4-Vinylguaiacol
(DMS) (propanone) alcohols butanedione)

Sin aireacion M Con aireacién
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Cerveza sin alcohol: Estrategias fermentativas

- Fermentacion secuencial para reducir el contenido de alcohol

Residual fermentable sugars (g L1 Glycerol Ethanol
Yeast strains Trial ;
Maltotriose Maltose Glucose Fructose gl-1 % (v/v
pC

1368+000° 6380%022° 025002 102+000° 121%001 062%0.17 18°C
cLI3
sc 1105233 116+010° 023002 0170000 428=040° 528+010° ' g g
: : : : : : Aireacion o dias
PC 1371£0.45° 6091009 055:059 077:006% 1152006 0.73 =0.01%
CLI 194
sc 437307 096:041° 052:030 016001 355:021%d 558038 ..
No- Saccharomyces S. cerevisiae (S-04)
PO 1374+002° 6426023 017+001 024+0000 126001 062003
CLI 457
sc 275+112%%  177:012¢ 0172003 016:000° 41720020 567017
PC 1203+024® 5911+194 012:001 0246+0000 1122004 061001
CLI512
sc 934+543%  134x044e 018+002 018=001b 388:027% 511025
-04: % (V/V)
PC 1301+014 6316089 063001 0152002 1342001 063001 5-04: 9,93 % (v/v
CLI 691 : ik 0
sC 1083+216% 163+007¢ 012+003 016+000° 379+009% 523+012° Cultivo secuencial: b : .75 . 67 % (V/V)
pC 1335+ 0120  6394+046° 014+001 026+000° 121+014 124 +0.03¢ W =SrA SONIB/ (V/V)
CLI 902
sc 128+001°  131:004 016+001 014+001° 354=0060¢ 518 +001°
PC 1597+047 5906+025 014%002 024 £001° 1082009 125 0.00°
CLI 1028
sc 209:006% 174009 013:000 015 x000° 257015 518023
PC 1158031 5953:022¢ 012000 065+000® 128003 099 =001%
sc 1159004 45312243¢ 013002 022:004 281:036% 2150.20°

S-04

PC 1.37 £ 0.04¢ 155+ 0.01¢ 0.11+0.01 0.20 = 0.04° 289 +000° 593=+0582
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Cerveza sin alcohol: Primeros resultados

- Fermentacién con aireacion

48h
6L0,/L

Fermentacidon Anaerobia Fermentaciéon Aerobia
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Cerveza sin alcohol: Primeros resultados

- Fermentacién con aireacion

19 maltosa -

28 Cepas 19 Cepas D cepas a
oy ensayadas a ensayar ensayar
bl £ en 100 mL en 1L en 20 L

W. Anomalus
P. Galeiformes
Z. Bailii
P. Fermentans
P. Kudriavzevii
S. Cerevisiae
chevalieri
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Cerveza sin alcohol: Primeros resultados

- Fermentacién con aireacion

Cinética fermentativa 1L
1034

CLI 991 S. cerevisiae

1033
T~ CLI 460 M. pulcherrima

1032

1031

1030

g/cm?

. Etanol % (v/v)
1027 CLI991 0,71 0,71
1026 . , D? ; 6 CLI 460 0,30 0,26

e=——=CL| 991 02 ===CLI 991 CLI 460 02  ====CLlI 460
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Cerveza sin alcohol: Primeros resultados

- Fermentacion con aireacion

Analisis sensorial

Turbidez
40

Equilibrio Aroma frutal

Cuerpo Aroma platano

Astringencia Aroma fendlico

Amargor Aroma lupulo

Acida Aroma oxidacién

Salada Afrutado

Dulce Oxidacidn

—CLI 991 =——CLI991 02 ——CLI 460 ——CLI 460 02



Cerveza sin alcohol: Primeros resultados

« Fermentacion con aireacion

Amargor | Color l?c(::tiidcc; S0,
(IBU) (EBC) (mg/L)

(mg/L)
CLI9910,| 102 7.3 188.7 <1
CLI 991 10.7 6.7 205.3 1.2
CLI 460 0, 8 4 7.0 1975 1.15

CLI 460 8.8 9.0 180.0 1.1
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Cerveza sin alcohol: Primeros resultados

- Fermentacién con aireaciéon

|ac \
V5 Ce(e;\iﬂmo\ﬁ, \
' [ \
oV M o0 e/ N N
N Y

Capacidad antioxidante

0,42-7.72 mmol TE/L 0,76-10,51 mmol TE/L
D. Granato et al. (2011)




Cerveza sin alcohol: Primeros resultados

- Fermentacion secuencial para reducir el contenido de alcohol

ARRy

]

EE fermentation m\')fy

Article

Sequential Non-Saccharomyces and Saccharomyces

cerevisiae Fermentations to Reduce the Alcohol CLI 68, CLI 460
Content in Wine Metschnikowia

, Juan Mariano Cabellos '® and p U[Ch el’l’/ma

1 2

Margarita Garcia ', Braulio Esteve-Zarzoso

Teresa Arroyo +*

! Department of Food and Agricultural Science, IMIDRA, 28800 Alcala de Henares, Spain;
margarita_garcia_garcia@madrid.org (M.G.); juan.cabellos@madrid.org (].M.C.)

2 Department of Chemistry and Biotechnology, Rovira i Virgili University, 43007 Tarragona, Spain;
braulio.esteve@urv.cat

*  Correspondence: teresa.arroyo@madrid.org; Tel.: +34-918-879-486
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