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Introducción. La tinción con azul de metileno es un 
método ampliamente utilizado, sin embargo, es poco 
preciso y tiende a sobrestimar el conteo de células 
muertas(1)(2). La citometría de flujo es una alternativa 
para determinar la viabilidad de las levaduras(3).   
El objetivo de este trabajo fue comparar dos métodos 
para determinar la viabilidad de levaduras durante la 
fermentación alcohólica. 
 

Metodología. Se realizaron fermentaciones con cuatro 
cepas de Kluyveromyces marxianus (ITD268, ITD02, 
CBS397 y CBS6556). La concentración inicial de 
biomasa fue 1×106 células/mL. Se incubó a 150 rpm y 

28°C. Se tomaron muestras en tres tiempos de la fase 
estacionaria. Se evaluó la viabilidad con la tinción de 
azul de metileno(4) y la actividad de caspasas por el kit 
Muse® Multicaspase(5) (Luminex®) usando el 
citómetro de fujo Muse® Cell Analyzer, de acuerdo con 
las especificaciones del fabricante.  
 

Resultados. La Figura 1 muestra que la tinción con 
azul de metileno subestima el conteo de células 
muertas y llevaría a concluir que el cultivo presenta una 
larga fase estacionaria. En la Figura 2 se aprecia que 
la cantidad media de caspasa a las 48 h fue de 
14.05%±6.74%, a las 96 h fue de 15.04%±7.11% y de 
54.32%±6.08% a las 192 h, lo que indica que un 
número creciente de células entran en apoptosis. La 
determinación mediante citometría de flujo permite 
diferenciar células vivas, muertas y en proceso de 
apoptosis, observándose el avance de la fase de 
muerte del cultivo. 

 
Fig. 1. Comparación de células muertas por citometría de flujo 
(barra verde) y por tinción de azul de metileno (barra azul).  

 
Fig. 2. Evolución de la actividad de caspasas en el tiempo 

 

Conclusiones. La determinación de caspasas junto 
con el colorante 7-ADD permiten un adecuado 
monitoreo de la viabilidad de las levaduras durante la 
fermentación alcohólica. 
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