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I. INTRODUCCION 

 

 

 

La fermentación de azucares por levaduras para producir etanol es uno de los procesos más 

importantes a nivel mundial.  El etanol, o alcohol etílico, no solo es el principal producto de 

la fermentación en términos de volumen, sino también desde el punto de vista económico 

(Walker; Walker, 2018).  Las levaduras utilizan una amplia gama de fuentes de nutrientes, 

como glucosa, fructosa, nitrógeno, lípidos y vitaminas, esenciales para su crecimiento y 

metabolismo durante la fermentación.  Entre estos nutrientes, el nitrógeno es especialmente 

crítico; su adecuada disponibilidad impacta significativamente en la cinética de la 

fermentación alcohólica, influenciando tanto la velocidad de fermentación, como la 

formación de biomasa y metabolitos secundarios (Tesniére; et al, 2015 y Sablayrolles; 

Mouret, 2021). 

 

 

 

En condiciones comunes de fermentación alcohólica, las levaduras frecuentemente enfrentan 

una deficiencia de nitrógeno, lo cual puede comprometer la fermentación y requerir 

adaptaciones en las funciones celulares para mantener un flujo elevado de azúcares y permitir 

la supervivencia de la levadura bajo condiciones de estrés prolongado (Tesniére; et al, 2015).  

Para contrarrestar estos desafíos y evitar fermentaciones estancadas o lentas, es común la 

adición de fuentes inorgánicas de nitrógeno, como las sales de amonio, antes de la 

fermentación (Tesniere; et al, 2013 y Arias; et al, 2007). 

 

 

 

En este contexto, el objetivo de esta investigación se centrará en analizar específicamente el 

efecto del fosfato diamónico en la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y su 

impacto en la producción de etanol, mejorando el proceso fermentativo para obtener mayor 

productividad volumétrica.  



 
 

 

 

 

 

II. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1.  Objetivo general 

 

 

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de fosfato diamónico como fuente de 

nitrógeno sobre la cinética de crecimiento Saccharomyces cerevisiae, en la producción de 

etanol. 

 

 

 

2.2.  Objetivos específicos 

 

 

Caracterizar las cinéticas de crecimiento celular y producción de etanol de Saccharomyces 

cerevisiae a diferentes concentraciones de fosfato diamónico como fuente de nitrógeno en 

escala de matraces  

 

 

 

Comparar la productividad volumétrica y los rendimientos de etanol de Saccharomyces 

cerevisiae bajo diferentes concentraciones de fosfato diamónico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

III. HIPÓTESIS 

 

 

 

Hipótesis nula (Ho):  Las concentraciones diferentes de fosfato diamónico no afectan el 

rendimiento de etanol.  

 

 

 

Hipótesis alternativa (H1):  La adición de diferentes concentraciones de fosfato diamónico 

afectan el rendimiento de etanol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

 

 
 

IV. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

 

 

4.1. Generalidades de Saccharomyces cerevisiae 

 

 

La levadura desempeña un papel vital en la producción de las bebidas alcohólicas, por lo que 

la selección de cepas de levadura adecuadas es esencial para maximizar el rendimiento de 

alcohol (Robles, 2021).  Saccharomyces cerevisiae es eucariota, anaerobia facultativa, ha 

sido tradicionalmente usada en la producción de bebidas alcohólicas y alimentos, S. 

cerevisiae es la responsable de la producción de las bebidas alcohólicas, debido a su 

capacidad para fermentar y asimilar glucosa, sacarosa, maltosa y la galactosa (Hernández, & 

Martínez, 2012).  Según Regodón (2007), S. cerevisiae es responsable de la fermentación de 

los mostos, con una resistencia alcohólica hasta 18% (v/v), puede fermentar azúcares tanto 

en condiciones aeróbicas como anaeróbicas (Castillo, 2013). 

 

 

 

La forma de su célula es elipsoidal de aproximadamente 5 mm de diámetro (Dickinson, 2004, 

Citado por Hernández et al, 2015), tal como lo describe Cáceres y Reyna (2002) la 

temperatura óptima de S. cerevisiae tiene un valor entre los 28 ºC y 35 ºC. (Fleet y Heard, 

1993, citado por Regodón, 2007).  Saccharomyces cerevisiae parece crecer mejor a pH 

superiores a 3.5, y de esta misma forma lo menciona Reyes (2023), que hay un mayor 

crecimiento en un rango de pH ligeramente ácido a neutro, generalmente entre 4.5 y 6.5; de 

tal manera qué, mantener el pH adecuado es crucial para garantizar un crecimiento óptimo 

(Reyes, 2023). 

 

 

 

Saccharomyces cerevisiae es la levadura utilizada por excelencia para la obtención de etanol 

debido a que es un organismo de fácil manipulación y de recuperación, no es exigente en 
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cuanto a su cultivo, no demanda altos costos, produce bajas concentraciones de subproductos 

durante la fermentación, es osmotolerante, presenta alta viabilidad celular para el reciclaje y, 

características de floculación y sedimentación para el procesamiento posterior (Fajardo & 

Sarmiento, 2007). 

 

 

 

4.2. Requerimientos nutricionales de Saccharomyces cerevisiae 

 

 

Saccharomyces cerevisiae requiere ciertos nutrientes y condiciones ambientales para su 

apropiado crecimiento y reproducción.  Algunos elementos son esencialmente necesarios 

como por ejemplo carbono, hidrógeno, oxigeno, nitrógeno y fósforo.  El nitrógeno se 

encuentra en la célula formando parte esencial de las proteínas, aminoácidos y ácidos 

nucleicos (Velásquez, 2015).  De esta misma forma lo menciona Walker (1998), citado por 

Godínez (2012), que el nitrógeno es el segundo nutriente más importante después del carbono 

para el crecimiento de la levadura, pues este elemento es esencial para la síntesis de proteínas, 

aminoácidos, enzimas, nucleótidos y algunas vitaminas  

 

 

 

Según lo mencionado por Velásquez (2015), el uso de nutrientes para levaduras durante el 

proceso de fermentación es necesario para ayudar a las fermentaciones de baja eficiencia a 

prevenir fermentaciones detenidas y re activar las fermentaciones con elevados °Brix; tal 

como lo señala Yegres, et al (2003), las sales son necesarias para el desarrollo de las 

levaduras, y suelen encontrarse en pocas cantidades en los mostos, por lo cual se recomienda 

la adición de estos compuestos. 

 

 

 

4.2.1. Principales nutrientes y las formas más comunes de satisfacerlas 
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Carbono:  proviene de los azúcares, útiles para la fermentación de maltosa, sacarosa, 

galactosa (Cáceres y Reyna. 2002, citado por Heredia y Kwok. 2015).  Los compuestos 

carbonados son utilizados a la vez como fuente de energía y de carbono por Saccharomyces 

cerevisiae.  Los principales son D-azúcares como hexosas, glucosa, fructosa y manosa 

(Buitrago & Tenjo, citado por Guillermo, et al, 2021). 

 

 

 

Nitrógeno:  Además del carbono, la levadura necesita una fuente de nitrógeno para sintetizar 

proteínas y otros componentes celulares (Reyes, 2023).  El nitrógeno es cuantitativamente el 

segundo constituyente aportado por el medio de cultivo.  Todas las levaduras, asimilan el 

nitrógeno en forma de ion amonio, el cual puede ser aportado en el medio por el cloruro 

amónico, nitrato amónico, fosfato amónico, y sobre todo el sulfato amónico siendo este 

último el más eficaz, y aportando el azufre necesario para la síntesis de ciertos aminoácidos 

(Mossel, 2003, citado por Velásquez, 2015).  

 

 

 

Fósforo:  Es esencial para el crecimiento, regula la síntesis de lípidos y carbohidratos, y 

mantiene la integridad de la pared celular.  El fósforo es asimilado por la célula en forma de 

iones ortofosfato (H2PO-4) (Buitrago & Tenjo, citado por Guillermo et al, 2021).  En forma 

de fosfato, el dihidrógeno de potásico de fosfato suministra la cantidad necesaria para su 

crecimiento (Cáceres y Reyna. 2002, citado por Heredia & Kwok. 2015). 

 

 

Azufre:  El sulfato de amonio y el tiosulfito son esenciales para suplir los requerimientos de 

azufre (Cáceres y Reyna. 2002, citado por Heredia & Kwok, 2015).  La fuente de azufre más 

utilizada en los medios de cultivo es el sulfato amónico (Mossel, 2003, citado por Velásquez, 

2015). 
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4.2.2. Fosfato diamónico (NH4)2HPO4 en la producción de etanol mediante 

Saccharomyces cerevisiae 

 

 

El uso de fosfato diamónico (grado alimentario) como fuente de nitrógeno, favorece 

fermentaciones deseables y relativamente rápidas (< 40 h), en comparación con las 

fermentaciones tradicionales (espontáneas) de otras regiones mezcaleras con duración de 

hasta 7 días.  En esta investigación se hizo uso de (NH4)2HPO4 (fosfato diamónico) como 

fuente de nitrógeno, ya que este compuesto provee de iones amonio a la célula y la mayoría 

de las levaduras lo utilizan de manera eficiente; sin embargo, la cantidad usada fue menor 

que 0.20 g/L en la reactivación de los caldos microbianos, es por esta razón qué, se hace 

énfasis que la agregación de nitrógeno (fosfato diamónico) al inicio de la fermentación es 

irregular y probablemente insuficiente, pues la concentración conseguida se encuentra por 

debajo de los 0.5 g/L recomendados (Godínez, 2012). 

 

 

 

Investigación realizada por Robles, (2021), según datos experimentales obtenidos en las 

condiciones óptimas del proceso de fermentación alcohólica del jugo de la Cabuya Azul 

(Agave Americana), empleando cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae el mayor 

rendimiento de etanol se logró en las siguientes condiciones:  concentración de sustrato de 

90 g/L, temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentración de nutriente DAP de 2 g/L. La cantidad 

de etanol obtenida fue de 42,85 g/L, con rendimiento 𝑌𝑃/𝑠 = 0,4779 (93,50 %). 

 

 

 

En un estudio realizado por Yefres, et al (2003), se compararon los niveles de consumo de 

azúcar de las levaduras con mayor capacidad fermentativa. Se estudió el efecto de la adición 

de azúcar blanca comercial y del fosfato de amonio en la producción de alcohol en el proceso 

artesanal; la elevación del contenido de azúcar (11 a 18°Brix) y de la adición de fosfato de 

amonio dibásico (NH4)2HPO4) (0,2 g/l).  En estas condiciones, el tiempo de fermentación del 

mosto se acortó y la producción de licor aumentó hasta un 92%.  Los resultados in situ 

permitieron confirmar un efecto favorable del azúcar y del fosfato de amonio en la 
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productividad del proceso fermentativo artesanal, acortando el tiempo de fermentación y 

aumentando el volumen de licor obtenido de sólo l3 litros en el mosto puro hasta 25 litros.  

El tenor en alcohol se elevó a 49% con la adición de fosfato independientemente del 

contenido inicial de azúcar en el mosto. 

 

 

 

4.3. Fermentación alcohólica 

 

 

De acuerdo con Vásquez, (2007), la fermentación alcohólica, es un proceso anaeróbico 

realizado principalmente por levaduras, donde el sustrato mono y di sacáridos en su mayoría, 

es transformado principalmente en alcohol etílico y dióxido de carbono.  Una de las opciones 

para producir etanol es por fermentación a partir de materias primas ricas en carbohidratos 

(azúcar, almidón, celulosa, etcétera).  La fermentación alcohólica es una biorreacción que 

permite degradar azúcares en alcohol y dióxido de carbono. 

 

 

 

Según lo mencionado por Mohd, et al. (2017), la velocidad de agitación controla la 

permeabilidad de los nutrientes del caldo de fermentación al interior de las células y la 

eliminación del etanol de la célula al caldo de fermentación.  Cuanto mayor sea la velocidad 

de agitación, mayor será la cantidad de etanol producido.  Además, aumenta la cantidad de 

consumo de azúcar y reduce la inhibición del etanol en las células.  La velocidad de agitación 

común para la fermentación por células de levadura es de 150 a 200 rpm.  Una velocidad de 

agitación excesiva no es adecuada para una producción fluida de etanol, ya que limita las 

actividades metabólicas de las células.  

 

 

 

En la ecuación uno se presenta la reacción química que describe la conversión de glucosa en 

etanol a través del proceso de fermentación. Según esta ecuación, una molécula de glucosa, 

por vía fermentativa, produce 2 moléculas de etanol y 2 moléculas de dióxido de carbono 

como productos resultantes. 
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                      𝐶6𝐻12𝑂6 → 2𝐶2𝐻5𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 

 

 

 

 

4.3.1. Ruta metabólica 

 

 

La fermentación alcohólica es un proceso anaeróbico realizado por levaduras o bacterias.  

Donde el sustrato celular; monosacárido y disacárido en su mayoría, son transformados 

principalmente en alcohol etílico y dióxido de carbono, con la generación de equivalentes de 

reducción de los compuestos NADH/NAD+ y NADHP/NADP+ y enlaces de alta energía de 

fosfato, ATP.  Para que se pueda desarrollar la glucólisis y el metabolismo del piruvato, es 

necesaria que la molécula de glucosa o fructosa sean transformadas a glucosa-6-fosfato o la 

fructosa-6-fosfato respectivamente.  Será a partir del piruvato que se desarrollarán las 

reacciones por las que se obtiene el alcohol, como las reacciones son anaeróbicas para el caso 

de fermentación alcohólica la reducción del piruvato a etanol es posible por la acción de la 

forma reducida de la coenzima NAD, encargada de realizar la oxidación (Acosta Romero, C. 

2012).  La fermentación alcohólica va acompañada de la liberación de moléculas energéticas 

(ATP) – energía materialmente comprometida – puestas a disposición de las levaduras” 

(Vincent et al, 2006).  La fermentación alcohólica es un proceso anaerobio en el que las 

levaduras y algunas bacterias, descarboxilan el piruvato obtenido de la ruta Embden-

Meyerhof-Parnas (glicolisis) dando acetaldehído, y éste se reduce a etanol por la acción del 

NADH2, como se ilustra en la Figura N°1. 

 

 

 

Los microorganismos de fermentación alcohólica siguen un proceso de Glucólisis, también 

llamado vía de Embden Meyerhof Parnas (EMP) para degradar glucosa:  la glucosa se divide 

en dos unidades de tres carbonos (piruvato).  Se oxidan numerosos átomos de carbono.  La 

pequeña cantidad de energía generada de las reacciones se almacena de forma temporal en 

Ecuación 1. Conversión de glucosa a etanol y dióxido de carbono mediante fermentación. 
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dos moléculas de ATP (trifosfato de adenosina) y una de NADH (deshidrogenasa del 

dinucleótido de nicotinamida y adenina) por cada triosa.  El destino metabólico subsiguiente 

del piruvato depende del organismo que se considere y de sus circunstancias metabólicas.  

En los organismos anaerobios, el piruvato puede convertirse en productos de desecho como 

etanol, ácido láctico, ácido acético y moléculas semejantes; en los organismos aerobios, como 

los animales y los vegetales, oxidan el piruvato para formar CO2 y H2O (McKee T. & 

McKee, 2014). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ruta bioquímica de Embden-Meyerhof-Parnas (glicolisis) 

Fuente: (Gómez, GJ y Nieto, C. 2002). 
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4.3.2. Factores a controlar durante la fermentación 

 

 

pH.  El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentación debido a que las levaduras 

se ven afectadas por el ambiente en el cual se desarrollan es decir alcalino o acido.  Según lo 

mencionado por Fleet y Heard, y citado por Regodón AR, (2007), Saccharomyces cerevisiae 

tiende a crecer mejor a pH superiores a 3.5.  Los requisitos de pH para las fermentaciones 

alcohólicas con la mayoría de las cepas de S. cerevisiae prosperan bien en ambientes de pH 

de 4.5 y 6.5 (Walker & Stewart. 2016) y según el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae 

se ve favorecido por un pH aproximado de 4.0 a 5.0 y no se desarrollan bien en medio 

alcalinos a menos que se hayan adaptado al mismo (Decheco, 2016).  

Algunas investigaciones realizadas indican que a un pH inicial del medio a valores entre 4.0 

y 4.5 se obtiene el mejor crecimiento (Fajardo & Sarmiento 2007).  En el proceso de 

fermentación, el pH tiende a disminuir debido a la producción de ácidos, formados al tomar 

los nitrógenos de los aminoácidos perdiendo su carácter anfótero. (Ríos et al, 2005) 

 

 

 

Concentración de azucares y nutriente.  Las concentraciones altas de azúcares afectan los 

procesos de osmosis dentro de la membrana celular, el rango óptimo de concentración de 

azúcar es de 10 a 18% (p/v), puesto que a concentraciones de 22% (p/v) las levaduras 

empiezan a tener problemas en su proceso de respiración celular (Ríos. et al., 2005).  Según 

lo mencionado por Mora, (2014), el mosto para fermentación alcohólica debe tener una 

concentración entre 12 a 22 ºbrix, pues si la concentración de ºbrix es muy bajo el grado 

alcohólico obtenido será pobre, por lo contrario si la concentración de ºbrix es muy alto la 

fermentación no se efectúa, pues la presión osmótica que se ejerce sobre las levaduras es 

grande y no permite que actúen sobre los azúcares. 
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Temperatura.  Algunas células de Saccharomyces cerevisiae pueden crecer rápidamente en 

temperaturas entre 25 ºC y 37 ºC que son aún toleradas, pero a una temperatura de 41 ºC el 

crecimiento disminuye hasta dejar de crecer por completo a 46 ºC (Holubářová et al, 2000, 

citado por Vital & Larralde, 2016) 

 

 



 
 

 

 

 

 

V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

5.1. Descripción y localización del área de la investigación 

 

 

La investigación se realizará en el laboratorio de la planta de procesamiento lácteos y el 

laboratorio de Microbiología en la Universidad Nacional de Agricultura, municipio de 

Catacamas, Olancho, Honduras, Barrio el Espino, carretera que conduce hacia Dulce Nombre 

de Culmí. 

 

 

 

5.2. Materiales y equipos 

 

 

Materiales 

 

 

• Agua destilada 

• Levadura (Saccharomyces cerevisiae) 

• Algodón 

• Gasas 

• Papel aluminio  

• Papel toalla 

• Cinta adhesiva 

 

 

 

Reactivos 
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• Azúcar comercial 

• Sulfato de magnesio (MgSO₄7H₂O) 

• Hidróxido de sodio (NaOH) 

• Fosfato diamónico ((NH4)2HPO4) 

• Fenolftaleína (C20H14O4) 

• Ácido cítrico 

• Citrato de sodio 

• Azul de metileno 

 

 

 

Equipos 

 

 

• Refractómetro digital (Marca BOECO)  

• Refractómetro analógico (0-95% °Brix) 

• Incubadora de agitación termostática (Marca BIOBASE, modelo BJPX-200B). 

• Centrifuga sobremesa (Marca BECKMAN). 

• Balanza analítica (Marca OHAUS, modelo: VP64CN). 

• Balanza digital (Marca OHAUS PIONEER) 

• Microscopio (Marca LABOMED) 

• Termómetro digital (modelo WT-1) 

• pHmetro (modelo:ST-2100) 

• Autoclave (American 25X-1) 

• Estufa (marca Oster) 

• Horno 

• Placa calefactora 

 

 

 

Instrumentos  
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• Beaker 

• Matraz Erlenmeyer de 250 ml 

• Pinzas 

• Perilla 

• Pipeta 

• Probeta de 250 ml 

• Mechero 

• Vaso de precipitación  

• Tubos de centrifugación  

• Portaobjetos 

• Cubreobjetos 

• Tubo de ensayo 

 

 

 

5.3. Metodología experimental 

 

 

5.3.1. Variables independientes 

 

 

• Concentración de fosfato diamónico inicial 

• Concentración de levadura inicial (Saccharomyces cerevisiae) (variable fija) 

• Concentración de sacarosa inicial (variable fija) 

• pH inicial  

• Temperatura (variable fija) 

 

 

 

5.3.2. Variables dependientes 

 

 

• Rendimiento de etanol 
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• Rendimiento de biomasa 

 

 

5.3.3. Diseño y análisis estadístico 

 

 

Se utilizará un diseño experimental completamente aleatorizado de un factor con tres niveles. 

Cada tratamiento se realizará por duplicado.  Los resultados experimentales serán evaluados 

mediante análisis de varianza (ANOVA), con una significancia de 0.05, utilizando el 

programa estadístico InfoStat y una prueba de comparación múltiple de Tukey. 

 

 

 

5.3.4. Tratamientos 

 

 

Tabla 1. Tratamientos y concentraciones de fosfato diamónico en base a literatura 

 

 

Tratamientos 

 

Concentración de fosfato diamónico 

(DAP) 

 

T1 

 
0.5 g/L 

T2 

 

1 g/L 

T3 

 

2 g/L 

 

 

En la tabla 1, se muestran los tratamientos con las formulaciones experimentales que se 

implementarán para el desarrollo del trabajo de investigación, En cuanto a la fuente de 

nitrógeno a utilizar para que se lleve a cabo esta investigación, se opta por usar fosfato 

diamónico debido al costo y la disponibilidad del compuesto.  Los valores anteriormente 

descritos (tabla 1), han sido seleccionados en base a los resultados que mejor rendimiento se 

han obtenido en la fermentación alcohólica, en investigaciones realizadas por Godínez, 

(2012); Robles, (2021) y Yefres; et al, (2003).  Cabe mencionar que se utilizará un 
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tratamiento testigo que permitirá poder comparar los resultados con los diferentes 

tratamientos. 

 

 

 

5.3.5. Medio de cultivo 
 

 

Tabla 2. Compuestos y concentraciones que compondrán el medio de cultivo a utilizar. 

 

  

  

 Sulfato de 

magnesio 

ºBrix Fosfato diamónico 

(DAP) 

1 0.1 g/L 15 0.5 g/L 

2 0.1 g/L 15 1 g/L 

3 0.1 g/L 15 2 g/L 

 

 

En la Tabla 2, se presentan las concentraciones de cada componente necesario para realizar 

los medios de cultivo.  Cabe mencionar qué, la adición de fosfato diamónico (DAP), varía 

debido a que este nutriente es la variable de estudio en esta investigación. 

 

 

 

5.3.6. Preparación del medio de cultivo 

 

 

Para la preparación de los medios de cultivo, se pesará el fosfato diamónico, el sulfato de 

magnesio y el azúcar común (sacarosa) según lo indicado en la tabla 2; luego de ello se 

procederá a diluir el azúcar y las sales en solución concentrada, haciendo uso de una placa 

calefactora para que haya una mejor dilución de cada componente; y después de ello, se 

procederá a agregar la solución concentrada a cada matraz que estará contenido con 200 mL 

de agua destilada.  Se alcanzarán 15 ºBrix, y se ajustará el pH a 5.5 (Reyes, 2023), con un 

tampón (buffer) de citrato. Antes de la esterilización se realizarán los análisis 

Componentes y concentraciones 
Tratamientos 
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correspondientes, como ser:  medición de grados Brix, % de acidez titulable y pH.  

Finalmente, cada matraz se cerrará con un tapón y se cubrirá con papel aluminio para 

proceder a esterilizarlos en la autoclave a 121 ºC durante 15 minutos; una vez finalizada la 

esterilización, se dejarán enfriar y se monitoreará la temperatura hasta tener la adecuada para 

agregar la levadura hidratada. 

 

 

Para preparar un tampón de citrato con pH 5.5 y concentración 0.1M, se seguirán los 

siguientes pasos: 

 

 

1. El tampón de citrato se preparará a partir de ácido cítrico y citrato de sodio, siendo el par 

adecuado para un pH de 5.5. 

2. Se empleará el pKa2 del ácido cítrico (aproximadamente 4.7) para la preparación del 

tampón. 

3. Para obtener 50 mL de una solución de tampón de citrato 0.1M a pH 5.5, se calcularán 

las concentraciones molares requeridas de ácido cítrico y citrato de sodio. 

4. Utilizando la ecuación de Henderson-Hasselbalch 𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 + 𝑙𝑜𝑔
[𝐴−]

[𝐻𝐴]
  se 

determinarán las cantidades necesarias de cada reactivo para obtener una relación de 

0.63 entre citrato y ácido cítrico. 

5. Por lo tanto, se necesitarán 0.0385 moles de ácido cítrico (7.406 g) y 0.0615 moles de 

citrato de sodio (11.655 g) para disolver en 50 mL de agua y obtener la solución tampón 

de citrato deseada a pH 5.5 y 0.1M. 

 

 

 

5.3.7. Activación de levadura 

 

 

Para rehidratar o activar la levadura liofilizada Saccharomyces cerevisiae (Fermipan), se 

inoculará 3.24 g/mL de levadura en 360 mL del medio de cultivo (cantidad necesaria para 

inocular el 10% a 18 matraces con 180 ml del medio), Se calentará el medio de cultivo a 30 
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ºC, manteniéndose a temperatura constante (Roca; et al, (2022) y Jenkins; et al, (2011)).  La 

activación se realizará en dos Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo la mitad del volumen y 

cantidad de levadura antes mencionada.  Los matraces se taparán, dejándolos reposar durante 

15 minutos para que la levadura pueda absorberse en el medio.  Transcurrido ese tiempo, el 

matraz se transferirá a una incubadora termostática (BIOBASE, modelo BJPX-200B) a una 

velocidad de agitación de 150 rpm (Ruíz; et al, 2023), con un tiempo de incubación de 24 

horas.  Este paso es crucial para que las levaduras se activen y estén listas para la aplicación 

en los procesos fermentativos, teniendo así un óptimo rendimiento y mayor viabilidad 

celular. 

 

 

 

5.3.8. Preparación del inóculo 
 
 

1. Se preparará un inóculo con una concentración inicial de aproximadamente 1x106 

UFC/mL. 

2. Se utilizarán Erlenmeyer de 250 ml con 200 ml del medio de cultivo.  

3. A cada Erlenmeyer se le agregará 10 % del inóculo de levadura ya activada (figura 

2) 

 

 

Cada matraz será transferido a una incubadora termostática (BIOBASE, modelo BJPX-

200B) con una velocidad de agitación de 150 rpm (Ruíz; et al, 2023), a una temperatura de 

constante de 30 ºC, durante un período de 32 horas de fermentación. 
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5.3.9. Condiciones de operación 

 

 

La fermentación alcohólica se llevará a cabo de forma anaeróbica a escala de matraces, 

realizando cultivos por lote en una incubadora con agitación orbital. La temperatura será de 

30 ºC (Holubářová; et al, 2000, citado por Vital y Larralde, 2016), con un pH inicial de 5.5 

(Reyes, 2023), y 15 º Brix.  La fermentación se llevará a cabo durante 32 horas, con una 

agitación de 150 rpm (Ruíz, C; et al, 2023), utilizándose matraces Erlenmeyer de 250 mL, 

con un volumen de trabajo de 200 mL cada uno. 

 
 

 

5.3.10. Muestreo 

 

 

Durante el proceso de fermentación, las muestras se tomarán cada 4 horas, siguiendo lo 

establecido por Téllez, et al, (2012), cada muestra se realizará a la hora exacta designada, 

Figura 2. Inoculación de levadura a los diferentes matraces 



21 
 

para mantener la precisión en el intervalo de muestreo.  Se tendrán 18 matraces, y durante 

cada medición, comenzando desde el tiempo cero, hasta las 32 horas, se sacarán 2 matraces, 

los cuales serán procesados para realizar las mediciones analíticas correspondientes. 

 

 

 

5.4. Metodología analítica 

 

 

5.4.1. Determinación de la concentración de biomasa por peso seco  
 
 

Siguiendo la metodología descrita por de Peña y Arango (2008), se tomará 1 mL de 

suspensión celular de cada matraz, en un tubo eppendorff de 1,5 mL, posteriormente se 

someterá a centrifugación a 12,000 rpm a 4ºC, en una centrifuga sobremesa (Marca 

BECKMAN), luego se descartará el sobrenadante y se procederá a resuspender el pellet en 

agua destilada para repetir el proceso de centrifugación a las mismas condiciones.  La 

resuspensión del pellet se repetirá dos veces.  Finalmente, se eliminará el sobrenadante y se 

verterá el pellet húmedo en una charola de aluminio (esterilizada y previamente tarada), 

llevándolo a secado en un horno a 80 ºC por 24 horas (figura 3). 

 
 

La determinación del peso seco será determinada mediante la ecuación 2: 
 
 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 = (𝑔
𝑚𝑆

𝑚𝐿
 ) =

(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑢𝑏𝑜 + 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎) − (𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑡𝑢𝑏𝑜)

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 

 
 
 
 
 

Ecuación 2. Determinación de peso seco 
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5.4.2. Determinación de etanol 

 

 

La determinación de etanol, se llevará a cabo por el método de refractometría, siguiendo la 

metodología empleada por Santos y Zabala, (2016) y Patiño y Zabala (2020); este método es 

muy utilizado para medir la concentración del etanol presente en muestras problemas, debido 

a que es una prueba de laboratorio rápida y sencilla.  Para realizar este método, se prepararán 

cinco soluciones patrones de concentración: 1, 3, 5, 10 y15 % v/v de etanol al 95%.  Luego 

se medirá el índice de refracción (Ecuación 3) para cada una de las muestras con un 

refractómetro (Marca BOECO), y con los datos obtenidos, se trazará una curva de calibración 

(Concentración de etanol vs Índice de refracción), consiguiendo la ecuación de calibración, 

la cual será necesaria despejar la variable x, y así poder determinar la cantidad de etanol 

contenido en cada uno de los matraces. 

 

𝑦 =  𝑚𝑥 + 𝑏 

 

 

 

Donde:  

Ecuación 3. Ecuación del índice de refracción 

Figura 3. Proceso para determinación de peso seco 
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y:  Índice de refracción  

m:  pendiente 

x:  % de etanol 

b:  Intercepto 

 
 
 

5.4.3. Determinación de viabilidad celular 

 

 

Para poder determinar la viabilidad celular se empleará lo descrito por Lange; et al, (1993), 

citado por Varilla, (2018).  El análisis de células viables será realizado por medio de un 

microscopio, después de haber realizado una tinción con azul de metileno (Lange, et al., 

1993).  La muestra de 1 ml, relación 1:1, se mezclará volumen a volumen con el azul de 

metileno (la muestra se llevará a 10 ml de volumen total con agua destilada, para no exceder 

un máximo de 100 células), se dejará en contacto durante 10 min y posteriormente se verterá 

1 ml de la muestra en un portaobjetos y se le colocará el cubreobjetos para poder realizar el 

conteo en el microscopio, tal como se observa en la figura 4.  Las células que se encuentren 

viables no presentarán coloración; mientras qué, las no viables, tomarán un colar azul.  Esta 

coloración puede deberse a dos motivos: 

 

 

1.  En las levaduras muertas el azul de metileno penetra en la célula, puesto que la 

membrana se vuelve permeable, mientras que en las levaduras vivas la permeabilidad de 

la membrana se mantiene evitando la penetración del azul de metileno. 

 

2. En las levaduras vivas el azul de metileno penetra la célula y éste es reducido por una 

deshidrogenasa volviendo incoloro, mientras que en las levaduras muertas esto no 

sucede. 

 

 

Este método permitirá evaluar la viabilidad celular de las levaduras durante la fermentación.  

El porcentaje de viabilidad celular (% V) será determinado mediante la ecuación 4:   
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%𝑉 =  
𝑁𝑣

𝑁𝑡
𝑥 100 

 
 
 
 

Dónde: 

Nv: número de células vivas. 

Nt: número de células totales. 

 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.4.4. Medición de pH  

 

 

La medición del pH se realizará por triplicado en toda la fermentación, durante cada toma de 

muestra; esta medición se realizará utilizando 30 ml de muestra de cada matraz, esta cantidad 

se trasferirá a un vaso de precipitación; y luego de ello, se introducirán los electrodos del 

potenciómetro en la muestra, asegurándose que no toquen el fondo ni las paredes del 

recipiente.  

Figura 4. Proceso para la realización de viabilidad celular 

Ecuación 4. Viabilidad celular 
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5.4.5. Acidez titulable  

 

 

La acidez titulable, se determinará en cada uno de los matraces por triplicado, para hacer 

dicha medición se tomarán 10 mL de cada matraz, mediante titulación con NaOH 0.1N hasta 

el punto de viraje indicado por fenolftaleína al 1%, según el método descrito por Horwitz 

(2000).  Haciendo uso de la ecuación 5, se determinará la acidez titulable, la cual estará 

expresada en porcentaje de ácido acético. 

 

 

Acidez titulable = % Á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑎𝑐é𝑡𝑖𝑐𝑜 =  
𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻 ∗𝑁𝑁𝑎𝑂𝐻 ∗𝑀𝑒𝑞 

𝑉𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
 

 

 

 

 

 

5.4.6. Medición de grados Brix 

 

 

Los °Brix se determinarán con un refractómetro digital de rango 0-95 °Brix, marca BOECO, 

para ello se colocará la muestra en el foco del prisma, mirando para el ocular, dirigiéndose 

hacia la luz hasta visualizar una línea definida en el espacio de observación, procediéndose a 

leer el índice de refracción en la escala superior; también se medirán en un refractómetro 

analógico, para lo cual, se colocará la muestra en el prisma(medidor de muestra), y se le dará 

leer, para poder anotar el índice de refracción mostrado.  Se tomarán 1 ml de cada matraz, 

para poder llevar a cabo cada medición, las cuales se realizarán por triplicado. 

 

 

 

5.4.7. Cálculo de parámetros cinéticos 

 
 

Ecuación 5. Acidez titulable 
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A continuación, se muestran cada uno de los cálculos de parámetros cinéticos que se 

emplearán con los datos que se obtengan del trabajo de investigación:   

 
 
 

5.4.7.1. Velocidad específica de crecimiento 

 

 

La velocidad específica de crecimiento (μ) se representa mediante la ecuación diferencial 

(Ecuación 6). Donde X es la concentración de biomasa y t es el tiempo.  Al analizar el cambio 

en la concentración de biomasa a lo largo del tiempo, se puede estimar la rapidez con la que 

el microorganismo se reproduce y crece en un medio de cultivo.  

 

 
𝑑𝑋

𝑑𝑡
= μ𝑋 

 

 

 

El modelo integrado de esta ecuación es: 

 

 

𝑋(𝑡) = 𝑋𝑜 ∗ 𝑒∧(𝑢𝑡)
 

 

 

 

 

Donde: 

 

𝑋(𝑡)= concentración de biomasa en un tiempo (g/L. h-1) 

𝑋𝑜= Concentración inicial de biomasa 

e= base del logaritmo natural 

 

 

Este modelo permite comprender la evolución de la concentración de biomasa bajo la 

influencia de la velocidad de crecimiento específica (μ), facilitando la estimación de la tasa 

de reproducción y crecimiento de los microorganismos en un entorno de cultivo determinado. 

Ecuación 6. Velocidad especifica de crecimiento mediante ecuación diferencial 

Ecuación 7. Modelo integrado de velocidad específica de crecimiento  
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5.4.7.2. Rendimiento de biomasa 

 

 

Para calcular el rendimiento de biomasa YX/S (g de biomasa /g de nutriente), se tomará como 

referencia la ecuación 8, descrita por Varilla, (2018): 

 

𝑌𝑥/𝑠  = − 
(𝑋𝑓 − 𝑋𝑖)

(𝑆𝑖 − 𝑆𝑓)
 

 

 

 
Dónde:  

 

Xf= Concentración final de biomasa (gL-1). 

Xi= Concentración inicial de biomasa (gL-1). 

Si= Concentración inicial de nutriente (gL-1). 

Sf= Concentración final de nutriente (gL-1). 

 

 

 

5.4.7.3. Rendimiento de producto 

 

 

Según lo descrito por Varilla, A. (2018), la ecuación 9, determina el rendimiento de producto 

YP/S (g de producto / g de sustrato):   

 

𝑌𝑝/𝑠  =
(𝑃𝑓 − 𝑃𝑖)

−(𝑆𝑖 − 𝑆𝑓)
 

 

 

 

Dónde:  

 

Pf:  Concentración final de producto (gL-1).  

Pi:  Concentración inicial de producto (gL-1). 

Ecuación 8. Rendimiento de biomasa 

Ecuación 9. Rendimiento de producto 
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5.4.7.4. Productividad volumétrica  

 

 

La productividad volumétrica se determinará por medio de la ecuación 10, ecuación de 

productividad volumétrica (Q) (g de producto (etanol) / Litro * hora), empleada por Varilla, 

(2018). 

𝑄 =
𝑃𝑓

𝑡𝑓
 

 

 

 

Dónde: 

 

Q:  Productividad volumétrica 

tf:  Tiempo de fermentación donde se alcanza la máxima concentración de producto (h)  

Pf:  concentración de producto máxima alcanzada en el tiempo tf (g/L) 

 

Ecuación 10. Productividad volumétrica 



 
 

 

 

 

 

VI. PRESUPUESTO 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiales unidad Cantidad Precio unidad Precio total 

Azúcar Lb 3 24.00L                 72.00L              

Agua Botellón 1 45.00L                 45.00L              

Papel aluminio Unidad 2 60.00L                 120.00L            

Papel toalla Unidad 4 40.00L                 160.00L            

Masking tape Unidad 1 50.00L                 50.00L              

Levadura Lb 1 70.00L                 70.00L              

Algodón Bolsa grande 3 60.00L                 180.00L            

Redecilla Unidad 3 5.00L                   15.00L              

Guantes Caja 1 120.00L               120.00L            

Marcador Unidad 3 30.00L                 90.00L              

Agua destilada Galón 1 140.00L               140.00L            

Alcohol Litro 1 150.00L               150.00L            

Azúl de metileno Unidad 50 ml 1 500.00L               500.00L            

Sulfato diamónico Unidad 1 450.00L               450.00L            

Gasas Caja 3 100.00L               300.00L            

Presupuesto 

Total Aprox. 2,462.00L         
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