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1. INTRODUCCION 

 

Actualmente en todo el mundo la principal fuente de energía son los combustibles fósiles. 

Sin embargo, estas fuentes energéticas han sido explotadas indiscriminadamente, lo que ha 

provocado grandes problemáticas como son; la contaminación ambiental y la escasez de 

energéticos, lo cual ha llevado a la necesidad de que se desarrollen nuevas fuentes de energía. 

Una de estas fuentes alternativas son los biocombustibles, ya que estos tienen varias 

cualidades, entre las que se encuentran: su capacidad de renovación, son amigables con el 

medio ambiente, generan nuevos empleos así como promueven el desarrollo económico de 

zonas rurales (Camesasca, 2013). Estos bioenergéticos provienen de fuentes muy diversas, 

como puede ser frutas, verduras, compuestos leñosos, etc.  

El bioetanol es el producto de la fermentación de los azúcares solubles provenientes de 

materiales vegetales ricos en azúcares y mediante el uso de levaduras y/o bacterias. No 

obstante, la producción de dichos azúcares fermentables enfrenta una crisis socio-energética 

ya que estos se derivan de productos exclusivamente del sector alimenticio, claros ejemplos 

son la cebada, el trigo, la caña de azúcar, etc. Como consecuencia surgió la alternativa de 

usar biomasas lignocelulosicas, ya que estas no compiten directamente con los alimentos 

destinados al consumo humano y, permite aprovechar grandes cantidades de biomasa que 

generan los procesos agroindustriales. 

La amplia gama de vegetación con la que cuenta nuestro país puede ser aprovechada para la 

obtención de dicha biomasa, provocando así una mejora económica y tecnológica en distintos 

niveles tanto industriales como socioeconómicos. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

En México desde el año 2013 con la aprobación de la nueva Reforma energética se ha 

buscado como objetivo principal promover la producción de biocombustibles a partir de las 

actividades agroindustriales; esto debido a que en el país diariamente se pierden grandes 

cantidades de frutas y verduras en la post-cosecha o no se aprovechan correctamente ya que 

se tiene una sobreproducción con una baja demanda; entre estos se encuentra el cultivo de 

nopal el cual hasta octubre de 2017 obtuvo una producción de 615,334 ton (SIAP, 2017). 

 Investigaciones como la de (Bensadón, Hervert-Hernández, Sáyago-Ayerdi, & Goñi, 2010), 

donde se reportaron 64 g de fibra dietética/100 g de materia seca de cladodios de nopal de la 

variedad Atlixco, esto ha demostrado que el nopal es una planta que posee un alto contenido 

azúcares fermentables las cuales se encuentran en redes de polisacáridos más complejos 

como celulosa, hemicelulosa, etc.. Sin embargo, algunos de estos compuestos son difíciles 

de degradar directamente en el proceso de fermentación para obtener el bioetanol a partir de 

cepas convencionales, por ello en este proyecto se desarrollara un estudio comparativo con 

el cual nos permita obtener las mejores condiciones de fermentación mediante el análisis de 

dos cepas de levaduras silvestres (Kluyveromices marxianus y Saccharomyces boulardii), 

evaluando sus parámetros medioambientales para la producción de bioetanol a partir de 

harina de nopal y con ello se determinara la productividad de bioetanol así como el consumo 

de sustrato ya que esto nos permitirá seleccionar aquellas tecnologías de procesamiento que 

sean las más adecuadas para la obtención de la mayor producción de bioetanol. 

 

 

 

 

 

 



 

INSTITUTO TECNOLÓGICO DE TUXTLA GUTIÉRREZ 
 

3 
 

3. OBJETIVO 

 

Evaluar los parámetros medioambientales para la producción de bioetanol y co-productos a 

partir de harina de nopal, empleando dos cepas: Kluyveromices marxianus (HY1) y 

Saccharomyces boulardii. 

  

3.1 Objetivos específicos 
 

1. Determinar y caracterizar la cinética de crecimiento de dos cepas de levaduras en 

medios químicamente definidos y en medios químicos adicionados con harina de 

nopal. 

2. Evaluar mediante un diseño factorial el efecto de las diferentes condiciones 

medioambientales de temperatura, pH y OD, sobre las cinéticas de crecimiento. 

3. Determinar la productividad de etanol y consumo de sustrato para cada una de las 

cepas de levaduras. 

4. Evaluar la mejor condición de crecimiento en medios elaborados a base de harina de 

nopal. 

5. Evaluar el tamaño molecular de la fibra recuperada y su capacidad prebiótica para 

favorecer el crecimiento de Lactobacilus acidophilus como microflora benéfica. 
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4. CARACTERIZACIÓN DEL ÁREA EN QUE PARTICIPO 

 

El área en la que se trabajó dentro de CIATEJ Unidad Sureste fue el Laboratorio de Bioprocesos 

a cargo de la Dra. María de los Ángeles Sánchez Contreras, misma que fungió como responsable de 

la estancia, en dicho laboratorio se trabaja con microorganismos tanto patógenos como no patógenos, 

crecimiento y análisis de microrganismos, en general aprovechamiento de recursos naturales y 

procesos fermentativos. Los proyectos que se realizan en este laboratorio también están enfocados en 

el empleo de sistemas biotecnológicos para el aprovechamiento de recurso regionales como los 

cítricos, papaya, henequén y otros de importancia nacional como el Nopal. Evaluando su potencial 

prebiótico y el aprovechamiento de subproductos para la generación de bioenergía. 

Como es sabido, el área de Bioprocesos es una rama interdisciplinaria que integra los 

conocimientos químicos, biológicos y principios de ingeniería.  Durante mi estancia trabaje 

específicamente con la producción de bioetanol, evaluando los parámetros cinéticos de 2 

tipos de levaduras (K. marxianus y S. boulardii). 

 

5. PROBLEMAS A RESOLVER 

Evitar el desaprovechamiento de los cultivos de nopal evaluándolas como posibles fuentes 

para la generación de biocombustibles. 

La generación de información biotecnológica en el área fermentativa para su uso en otras 

biomasas vegetales. 

Cubrir la demanda de nuevas alternativas de biocombustibles en materia energética. 
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6.  ALCANCES Y LIMITACIONES 

 

Los alcances de este proyecto radican en la evaluación y obtención de las mejores 

condiciones de fermentación para la producción de bioetanol a partir de medios 

suplementados con harina de nopal, empleando dos tipos de levaduras Kluyveromyces 

marxianus y S. boulardii. 

La limitación de este proyecto radica en el uso dela harina de nopal y coproductos como 

fuente alterna para las levaduras en la obtención de biocombustible, puede resultar ser un 

sustrato no eficiente para la producción del mismo lo cual conllevaría a pérdidas económicas 

para  posibles inversionistas. 

  

 

7. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES 

REALIZADAS 

 

7.1 Materia prima 
 

El material vegetal utilizado en este proyecto fueron cladodios de Opuntia spp de la variedad 

Atlixco de 6 meses de edad. El nopal fresco se deshidrató en estufa de convección de aire a 

70°C por 24 h y se molió en molino de cuchillas (Pulvex), las harinas fueron tamizadas a una 

malla de 500 µm y almacenada para su uso. (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Harina de nopal 
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7.2 Reactivación de cepas 
 

Las cepas de levaduras Kluyveromices marxianus (HY1) (figura 2a) y Saccharomyces 

boulardii (figura 2b), fueron reactivadas en medio solido YPD en cajas Petri de 25 mL, a 

partir de muestras preservadas en congelación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.3 Preparación de gliceroles  
 

Para tener el stock de células con el que se realizó este trabajo (fig 3), las cepas de 

Kluyveromices marxianus (HY1) y Saccharomyces boulardii fueron inoculadas en matraces 

con 50 mL de medio PDA líquido, e incubadas a 37°C y 200 rpm durante 16 horas, con la 

finalidad de obtener biomasa suficiente, posteriormente dichos matraces fueron 

centrifugados (15 min a 4°C y 4700 rpm), el pellet celular fue recuperado con medio de 

preservación criogénica de PDA:Glicerol (60:40), por último las cepas se guardaron en 

congelador, dosificadas en esterilidad en tubos eppendorf con un volumen de 500 µL.  

(Comunicación personal Sánchez-María). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2a. Crecimiento de levadura 

Kluyveromices marxianus (HY1) en 

medio YPD sólido.  

Figura 2b. Crecimiento de levadura 

Saccharomyces boulardii en medio YPD 

sólido.  

Figura 3. Gliceroles de las ambas cepas. 
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7.4 Conteo en cámara de Neubauer  
 

La cámara de Neubauer (figura 4) es un instrumento utilizado para realizar el recuento de 

esporas y células en suspensión en un medio líquido. 

Para el recuento de levaduras de las fermentaciones de ambas cepas se tomaron 100 µL del 

medio líquido donde se encuentra la levadura en crecimiento y se colocaron en el extremo 

superior e inferior de la cámara, luego se colocó un cubreobjetos sobre la cámara y se realizó 

el conteo en un microscopio (fig. 5), de acuerdo a la cámara utilizada la fórmula 1, se empleó 

para obtener las unidades formadoras de colonias (UFC/mL). 

 

 

 

 

 

Formula 1 

Conteo por cámara= (
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠
) x 25000 

 

Donde 25000, es el factor considerado por el volumen del recuadro de cuenta. 

 

7.5 Preliminares para determinar las mejores condiciones de crecimiento  
 

Se realizaron pruebas preliminares para determinar las mejores condiciones 

medioambientales de crecimiento de la levadura  S. boulardii donde se evaluaron 3 

condiciones de pH: 4, 5 y 6, y 3 temperaturas 35, 36 y 37 °C e iniciando con una 

concentración de inoculo de 6.081x103 UFC/mL en medio PDA, este ensayo se realizó en 

microcultivo empleando microplacas de 96 pocillos, las cuales fueron monitoreadas de 

manera automatizada cada 30 min, durante 20 horas, empleando un lector de microplacas a 

una longitud de onda de 630 nm (ELISA modelo ELx808 marca BioTeK). 

Figura 5. Microscopio 

Figura 4. Cámara de Neubauer 
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Las condiciones de cultivo que se emplearon con la cepa Kluyveromyces marxianus, fueron 

previamente establecidas en la tesis de González-Tania (2017). Estudio dinámico poblacional 

de microorganismos silvestres degradadores y/o fermentadores de carbohidratos para la 

producción de Bioetanol. (Tesis de Doctorado CIATEJ, YUCATAN). En este trabajo se 

determinaron las mejores condiciones medioambientales para el crecimiento y producción 

alcohólica para la levadura silvestre HY1, en diferentes medios de cultivo, llegando a la 

conclusión que esta cepa presenta características particulares siendo termófila y aerobia, por 

lo que para este trabajo se definió las siguientes condiciones medioambientales de cultivo pH 

5, temperatura 37 °C y   agitación 200 rpm. 

 

 

 

7.6 Fermentación en matraces 

 

Se realizó la fermentación en matraces de 250 mL (fig. 6), donde se adiciono 50 mL de medio 

PDA líquido para determinar la cinética de crecimiento de la levadura Kluyveromices 

marxianus, durante esta fermentación se muestro cada 3 horas durante 23 horas con una carga 

microbiana inicial de 1.36x106 UFC/mL, manteniendo las condiciones de incubación a 37 °C 

y 200 rpm, con ello se realizó una cinética de crecimiento. 

Con la cepa Saccharomyces boulardii se realizaron fermentaciones en matraces con 175 mL 

y 350 mL de medio PDA líquido, las cuales contenían una concentración inicial de 3.54x106 

UFC/mL, estas fermentaciones se monitorearon durante 18 horas a condiciones de 

incubación de 37 °C, 200 rpm y fueron muestreadas cada 2 h, con el objetivo de obtener las 

cinéticas de crecimiento de la levadura.(Comunicación personal Sánchez- Maria). 

Cabe mencionar que en estas fermentaciones además del conteo por cámara de Neubauer se 

les determino también la cinética de crecimiento por espectrofotometría a diferentes 

longitudes de onda, con la finalidad de establecer una correlación entre la cuenta directa y 

una medida instrumental. 
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Figura 6. Matraces con medio PDA. 

 

 

 

 

 

 

7.7 Fermentación de 1.5 L  
 

Se preparó un inoculo en un matraz, el cuál posteriormente se adicionó en la fermentación 

de 1.5 L para obtener así una concentración inicial dentro del reactor de 1.71x106 UFC/mL 

de la cepa Kluyveromices marxianus, manteniendo así las condiciones de incubación a 37 °C 

a 200 rpm durante 21 horas (fig. 7), a la cual se le realizo un muestreo cada 2 horas, para el 

seguimiento de esta se utilizaron nuevamente las técnicas por conteo en cámara de Neubauer 

y espectrofotometría, para determinar la cinética de crecimiento. 

Para la cepa Saccharomyces boulardii se llevó a cabo una fermentación de 1.5 L de PDA, 

donde se adiciono un inoculo previamente crecido, para obtener una concentración inicial en 

el fermentador de 7.2x104 UFC/mL, donde se mantuvieron las condiciones de incubación a 

37 °C a 200 rpm y se realizaron los muestreos cada hora durante 23 horas, de igual manera 

se realizaron las cinéticas de crecimiento con apoyo de las técnicas de conteo por cámara de 

Neubauer, medición por espectrofotómetro y sensor de biomasa con lector de infrarrojo (IR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Fermentador de 1.5 L  
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Figura 8. Fermentación de 2.5 L. 

7.8 Fermentación en reactor de 3 L automatizada 
 

Para la fermentación de 3 L de PDA primero se preparó un preinoculo en un matraz con 250 

mL con medio PDA inoculado con la levadura Kluyveromyces marxianus para tener una 

concentración inicial dentro del bioreactor de 3.58x105 UFC/mL, en el cual se mantuvieron 

las condiciones de 37 °C, 200 rpm durante 29 horas, realizando un muestreo cada hora (fig. 

8). Durante este proceso se monitoreo automáticamente la temperatura, el cambio de pH, el 

porcentaje de oxígeno disuelto y la concentración de biomasa por IR, por ultimo estas 

muestras fueron utilizadas para determinar las UFC/ml, la concentración de alcohol 

producido y sustrato consumido.  

Respecto a la fermentación con la levadura Saccharomyces boulardii se preparó un 

preinoculo en un matraz con 150 mL de medio PDA, este fue el inoculo de trabajo para el 

fermentador de 3 L, el cual contenía 2.5 L de medio PDA, con una carga microbiana inicial 

de 3.45x105 UFC/mL. Durante la fermentación que duro 24 horas, se monitoreo 

automáticamente la temperatura, el pH, el porcentaje de oxígeno disuelto y, la concentración 

de biomasa por IR y el número de células por mililitro se determinó por cuenta directa en 

cámara de Neubauer. Las muestras fueron analizadas para determinar el alcohol producido y 

sustrato consumido, se realizaron  cálculos de los parámetros cinéticos (Anexo 3) 
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7.9 Fermentación de 3 L con automatización en medio PDA-Harina de nopal 
 

Dentro del fermentador se adiciono 500 mL de medio PDA con 50 g de harina de nopal, se 

ajustó a un pH 5 y se esterilizo. Una vez esterilizado el medio con el nopal, se le añadió 15 

mL de la enzima comercial Viscozyme para la hidrolisis enzimática la cual duro 72 h, 

posteriormente se le adiciono más medio PDA estéril al fermentador para completar los 2.250 

L y por último se le adiciono el preinoculo de 250 mL de la levadura Kluyveromyces 

marxianus con 24 h de crecimiento, esto para llegar a una concentración inicial en el reactor 

de 7.23x105 UFC/mL, se mantuvieron las condiciones de fermentación a 37 °C y 200 rpm 

durante 30 horas. Se realizó un muestreo cada hora, todas las muestras fueron almacenadas 

en el congelador para su análisis en cuanto al consumo de sustrato y productividad de 

bioetanol. 

Respecto a la fermentación con la levadura Saccharomyces boulardii, primero en el 

bioreactor se agregó 50 g de harina de nopal, 500 mL de medio PDA y 60 mL de enzima 

comercial Viscozyme y se dejó hidrolizar por un periodo de 24 h, después de la hidrólisis se 

completó el fermentador a un volumen de 2.5 L agregándole 150 mL de inoculo esto para 

tener una concentración inicial de 1.08x105 UFC/mL dentro del fermentador, las condiciones 

de fermentación fueron las mismas que se usaron con la cepa HY1. Se comenzó a monitorear 

cada hora durante 23 horas, las muestras obtenidas fueron puestas en tubos falcón y 

almacenadas en congelación para el análisis de producción de alcohol y sustrato consumido, 

se realizó el cálculo de los parámetros cinéticos (Anexo 3).  
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7.10 Determinación de alcohol por el método de Bohrimnger et al., 1964 

(Dicromato de potasio) 
 

a) Reactivos utilizados: 

 33.768 g Dicromato de potasio (K2Cr2O7). 

 323 mL de ácido sulfúrico concentrado (H2SO4.) 

 1000 mL de agua destilada. 

 

b) Preparación del reactivo: 

Se diluyo el H2SO4  en aproximadamente 400 mL de agua destilada, se dejó enfriar y se 

agregó el K2Cr2O7 diluido en aproximadamente 200 mL de agua destilada; finalmente, se 

aforo con agua destilada a 1000 mL. 

 

c) Procedimiento: 

A 1 mL de muestra se agregaron 2 mL de solución de dicromato de potacio, se agitaron y se 

dejaron reposar durante 10 min, después de ese tiempo, se adicionaron 5 mL de agua 

destilada, se agitaron nuevamente y por último se determinó la absorbancia a 585 nm. 

 

d) Curva de calibración para la determinación de alcohol. 

De acuerdo con la densidad y el porcentaje de pureza del etanol, se calcularon los mililitros 

necesarios a adicionar a 1 L de agua destilada para obtener la solución patrón de 20 g/L. Para 

realizar la curva de calibración, el rango de análisis de regresión lineal fue de 0.5-16 g/L de 

etanol, se obtuvo entonces, una ecuación de regresión lineal, y con ella se cuantifico la 

cantidad de alcohol presente en las muestras, a partir de la absorbancia dada. 

 

e) Preparación de la muestra 

A 2 mL de muestra, se le agregaron 10 mL de agua destilada las cuales se mezclaron y  fueron 

destiladas en un microdestilador de vidrio, cuidando que la temperatura fuera constante. Los 

destilados fueron colocados en tubos de 15 mL forrados con aluminio y fueron congelados a 

-20 °C hasta su posterior análisis. 
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7.11 Determinación de azucares reductores por el método de (Miller, 1959) (Ácido 

dinitrosalicílico, DNS).  

 

Preparar una curva de calibración en un rango de concentración de 0.1 a 1 g/L utilizando una 

solución patrón de glucosa (figura 8). 

Luego disolver 0.25 g de glucosa en agua destilada y llevar a un aforo en un matraz de 250 

mL. 

Se pesaron los siguientes reactivos: 

 10 g de hidróxido de sodio (NaOH) 

 10 g de ácido 3,5 dinitrosalicílico (C7H4N2O7) 

 200 g de tartrato de sodio y potasio (KNaC4H4O6.4H2O) 

 2 g de fenol(C6H5OH) 

 0.5 g de metabisulfito de sodio (Na2S2O5) 

Disolver los reactivos en 500 mL de agua destilada poco a poco hasta lograr una completa 

disolución. Llevar a un aforo en un matraz de un litro y almacenar en un frasco ámbar. 

Adicionar en tubos de ensayo 0.5 mL de las soluciones estándar correspondientes a cada uno 

de los puntos de la curva de calibración, añadir 1.5 mL de la solución de DNS, agitar y colocar 

los tubos en baño María en ebullición durante 15 minutos. Transcurrido éste tiempo, enfriar 

en un baño con hielo, posteriormente agregar 8 mL de agua destilada, agitar y leer la 

absorbancia a 550 nm (fig. 9). Realizar lo mismo para cada una de las muestras así como 

para los blancos, si es necesario realizar diluciones. 

 

 

 

 

 

 

 
Lectura de las muestras en 

espectro UV-Vis a 550 nm 

Figura 9. Cuantificación de azucares reductores. 
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7.12 Diseño factorial 22 de los parámetros cinéticos de las fermentaciones  

 

Para obtener las mejores condiciones de fermentación, se planteó un diseño factorial 22, en 

el que se evaluaron 2 factores: tipo de cepa y tipo de cultivo con 2 niveles cada uno, los cuales 

son la cepa Kluyveromyces marxianus y S. boulardii y en cultivo tenemos PDA y nopal, la 

variable de respuesta más importante a evaluar fue la eficiencia de fermentación. El diseño 

experimental se presenta en la siguiente tabla A. 

Tabla A. Diseño factorial 22 

 Niveles 

Factores Bajo (-) Alto (+) 

Tipo de 

cepa 
Km Sb 

Tipo de 

cultivo 
nopal PDA 

 

Una vez establecido el diseño factorial, se realizaron las pruebas correspondientes en forma 

aleatoria por duplicado. Posteriormente se realizó el análisis estadístico con ayuda del 

programa Statgraphicss Centurión XVI.I mediante un análisis de Varianza multifactorial 

(ANOVA), en el que se evaluaron las diferencias significativas entre los tratamientos a un 

nivel de confianza de 0.05. 

 

7.13 Procedimiento para determinar Fibra Dietética Total (FDT) basado en la 

AOAC.  
 

Este método enzimático- gravimétrico se basa en el análisis de la fibra dietaría total presente 

en alimentos secos y desgrasados los cuales son gelatinizados con amilasa térmicamente 

estable y luego digeridas enzimáticamente con proteasa y amiloglucosidasa para remover la 

proteína y el almidón. La fibra es precipitada por la adición de etanol, el residuo total se filtra, 

se lava, se seca y se pesa. En el residuo en duplicado en el primero se determina proteína, y 

en el otro residuo se determinó cenizas, el procedimiento completo se presenta en el anexo 

1. 
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7.14   Determinación de la capacidad prebiótica de Lactobacilus acidophilus  

 

Los prebióticos son sustancias de la dieta fundamentalmente consistentes en polisacáridos no 

digeribles por enzimas humanas que nutren a grupos seleccionados de microorganismos que 

habitan en el intestino, estos producen efectos beneficiosos estimulando selectivamente el 

crecimiento y/o actividad, que tienen a su vez la propiedad de elevar el potencial de salud del 

hospedero .Incluida en este concepto está la fibra dietética. En 1976 Trowel la describió como 

diferentes compuestos de origen vegetal que presentan como común denominador el estar 

constituidos por macromoléculas no digeribles. 

 

La determinación de la capacidad prebiótica fue basada en la European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Guidelines (EUCAST) direct testing guidance (Leclercq et al., 

2013). 

Primero se realizó el aislamiento de la cepa de lactobacillus acidophilus, el aislamiento fue 

llevado a cabo a partir de una muestra de yogurt comercial, de la cual se tomó 150 mL y a la 

cual se le agrego 150 mL de agua salina estéril, posteriormente esta muestra fue centrifugada 

a 4700 rpm, a 15 °C durante 30 min, este paso se realizó 4 veces, luego se separó el 

sobrenadante, y al  pellet se le adiciono otra fracción de agua salina, la cual fue mezclada y  

filtrada en condiciones estériles, de esa muestra se tomaron 100 µL y se sembraron en cajas 

petri que contenían medio MRS, las cuales fueron mantenidas en condiciones de 

anaerobiosis, una vez obtenida la cepa de interés se procedió a la conservación en gliceroles 

para su posterior uso. 

Para determinar la capacidad prebiótica, se tomaron 30 µL de la cepa lactobacillus 

acidophilus y 200 µL de medio MRS para conocer el crecimiento real de la cepa y 

adicionalmente se agregaron 30 µL de la cepa en diferentes proporciones de medio MRS y 

muestras de fibra de nopal previamente fermentado, estas muestras fueron depositadas en 

una microplaca de 96 pocillos, la cual fue colocada en el lector de microplacas ELISA a una 

temperatura de 37°C durante 22 h a una longitud de onda de 630 nm. 
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8 RESULTADOS 

8.1 Fermentación en matraces con cepa K. marxianus 

 

 Como se mencionó antes las condiciones de crecimiento empleadas fueron determinadas en 

la tesis de González-Tania(2017), por lo que una vez conocida las mejores condiciones se 

estableció una fermentación en matraces con la finalidad de evaluar  el crecimiento de la 

levadura Kluyveromyces marxianus denominada HY1, a continuación se presenta los 

resultados obtenidos del conteo por cámara de Neubauer y por espectrofotometría (tabla 1) 

con los cuales se determinó la cinética de crecimiento de la cepa, de igual manera se presentan 

dichas graficas de las cinéticas(grafica 1).  

Tabla 1. Valores de conteo por espectrofotometría y cámara de Neubauer 

TIEMPO Espectrofotómetro Neubauer 

Horas 630 nm UFC/mL 

0 0.308 13.67±0.72 E+05 

2 0.985 61.05±1.52 E+05 

5 1.636 91.15±1.87 E+05 

18 2.12 196.55±83.04 E+05  

21 2.159 223.30±93.26 E+05 

23 2.0025 419.60±14.70 E+05 

24 1.893 239.20±6.22 E+05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como podemos observar en la gráfica 1, el coeficiente de determinación (R2) tuvo un ajuste 

del 0.8749, es decir se obtuvo una buena calidad para poder replicar los datos establecidos 

en dicho experimento.  

Grafica 1. Cinética de crecimiento cepa HY1 evaluada por espectrofotometría. 
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Grafica 2. Cinética de crecimiento de la levadura Kluyveromyces medida por conteo en 

cámara de Neubauer. 
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De igual manera en la gráfica 2 se puede observar que se tuvo una R2 de 0.6419 es decir la 

calidad del ajuste es muchísimo menor al anterior, por lo que los posibles resultados 

establecidos en dicho proceso podrían tener un mayor grado de error.  

 

 

  

  

  

 

 

 

 

Cabe mencionar que con ambos resultados se estableció un diagrama de dispersión con la 

finalidad de medir la intensidad de la asociación entre estas dos variables (Absorbancia y 

UFC/mL), obteniéndose una R2 de 0.8919 lo que nos indica este coeficiente de correlación, 

es que la asociación entre ambas variables es alta, permitiendo establecer una correlación 

adecuada (grafica 3) . 

 

 

 

  

 

 

   

Grafica 3. Grafica de correlación entre UFC/mL con respectó a la absorbancia medida 

por espectrofotometría. 
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Grafica 4. Cinética de crecimiento de la cepa HY1 medida por espectrofotometría. 
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8.2 Datos de fermentación del 1.5 L con cepa K. marxianus 

 

A continuación se presentan la cinéticas de crecimiento de la cepa HY1 durante el tiempo de 

fermentación del volumen de 1.5 L del medio PDA en la gráfica 4 y la gráfica 5, determinados 

por espectrofotometría y conteo por cámara respectivamente, estos valores se encuentran en 

la tabla 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Resultados espectrofotometría y conteo 

Tiempo Espectrofotómetro Neubauer 

HORAS 630 nm  UFC/mL 

0 0.2645 17.15±2.12E+05 

2 0.7655 83.60±1.70E+05 

4 0.9475 110.60±8.20E+05 

6 1.1915 59.00±0.84E+05 

24 1.975 231.20±10.2E+05 

26 2.014 198.00±20.9E+05 

 

En la gráfica 4 se observa una R2 del 0.6101 muy por debajo de los esperado (0.90-0.99), lo 

que muestra un grado de ajuste muy débil lo que al momento de usarlo como modelo 

matemático podría tener ciertos errores. 
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Grafica 6. Grafica de correlación entre UFC/mL con respectó a la absorbancia. 
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Con respecto al grafico 5 donde la cinética fue medida por UFC/mL, esta presenta un 

coeficiente de determinación mucho mayor a la cinética establecida por espectrofotometría 

siendo de 0.7455 lo cual presenta una calidad media para ajuste del experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

También se estableció un diagrama de dispersión con el cual se logró determinar el grado de 

asociación entre estas dos variables Absorbancia y UFC/mL, obteniéndose una R2 de 0.8581 

lo que nos indica este coeficiente de correlación es que la asociación entre estas dos variables 

es medianamente alta, esto se presenta en la gráfica 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 5. Cinética de crecimiento de la cepa HY1 establecida por conteo en cámara de Neubauer. 
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Grafica 7. Cinética de crecimiento de la cepa HY1 durante la fermentación de 3 L con 

respectó a los valores de IR. 
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8.3 Resultados de la fermentación de 3 L de medio PDA de la cepa K. marxianus 
 

Se aumentó el volumen de fermentación de 1.5 L sin automatización a un volumen de 3 L 

con automatización utilizando medio PDA con la cepa HY1, en donde se monitorearon las 

condiciones como son pH, temperatura, el porcentaje de oxígeno disuelto y la agitación en el 

reactor. Los resultados obtenidos durante esta fermentación, se presentan en la tabla 3, donde 

podemos observar todos los parámetros evaluados. 

Tabla 3. Valores de los parámetros medidos durante la fermentación de 3 L de PDA con la cepa 

HY1 

Horas UFC/ml 
630 

nm 
Temperatura °C IR pH 

DO2 

% 

rp

m 

0 3.58 ± 0.60 E+05 0.065 34.2 0.054 4.89 81.5 400 

1 8.13E+±2.16E+05 0.188 39.6 0.144 4.84 22.4 400 

2 14.3±0.53E+05 0.362 38.6 0.328 4.76 5.6 400 

3 34.2±4.38E+05 0.721 36 0.71 4.67 5.6 400 

4 63.0±12.7E+05 0.912 36.6 1.039 4.57 6.7 400 

5 52.2±2.55E+05 0.994 37.2 1.256 4.49 9.4 400 

6 75.2±20.9E+05 1.133 37.4 1.394 4.45 10.3 400 

22 170±21.5E+05 1.695 37.1 3.601 4 31.6 400 

23 170±14.1E+05 1.972 36.9 3.641 4 32 400 

25 131±22.1E+05 1.57 37 3.57 4.02 29.2 400 

27 188±24.3E+05 1.863 37 3.515 4.03 28.2 400 

29 129±12.4E+05 1.974 37 3.463 4.03 27.3 400 

Cabe mencionar que durante la fermentación se monitoreo el crecimiento de la levadura con 

un sensor de biomasa obteniendo una cinética de crecimiento (grafica 7), también se midió 

por espectrofotometría el crecimiento microbiano presente en la gráfica 8 y se realizó también 

un conteo por cámara mostrándose en la gráfica 9, con estos valores obtenidos, se decidió 

realizar las diversas graficas de correlación. 
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En la gráfica 7 y 8 podemos observar un coeficiente (R2) del 0.963 presentando un alto ajuste, 

es decir una alta calidad de la función para intentar replicar los resultados, dado que el 

objetivo principal de este dato es tener herramientas analíticas para aplicar en experimentos 

futuros. En la gráfica 9 se tiene un R2 del 0.8969 el cual también presente un buen ajuste al 

modelo de correlación entre una medida de absorbancia y  cuenta en cámara de neubauer. 

Con este valor de ajuste de correlación en un medio como el PDA puede emplearse la lectura 

Grafica 8. Cinética de crecimiento de la cepa HY1 durante la fermentación de 3 L con respectó a los 

valores de absorbancias. 

Grafica 9. Cinética de crecimiento de la cepa HY1 durante la fermentación de 3 L con respectó a 

los valores de UFC/mL. 
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en espectrofotómetro sin necesidad de hacer una cuenta directa a microscopio, debido a que 

con este resultado se puede estimar este valor requerido para cálculos cinéticos, a partir de 

una simple lectura de densidad óptica. 

A continuación se presentan 3 diagramas de dispersión realizados en base a estas 3 variables.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la gráfica 10 se nota un alto coeficiente de correlación (R2= 0.9412) indicando una alta 

relación entre estas dos variables absorbancia y UFC/mL, también cabe mencionar que el 

resultado de esta relación se mantiene similar a lo obtenido en la correlación en cuanto a la 

fermentación de 1.5 L. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Grafica 10. Diagrama de dispersión con respectó a los valores de Absorbancia vs UFC/mL, en la 

fermentación de 3 L PDA. 

Grafica 11. Diagrama de dispersión con respectó a los valores de UFC/mL vs IR (AU), en 

la fermentación de 3 L PDA. 
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De la misma manera en este diagrama (grafica 11) de dispersión se puede observar el mismo 

coeficiente de correlación (R2= 0.9412) que en el anterior diagrama (grafica 10), mostrando 

que estas dos variables estas relacionadas fuertemente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la gráfica 12 se muestra una correlación R2= 0.9321, presentando así que ambas variables 

poseen una alta correlación para poder hacer un seguimiento de la cinética de crecimiento de 

la levadura Kluyveromyces marxianus en medios simples como es el PDA. 

8.4 Resultados obtenidos en la fermentación de 3 L con medio PDA-Harina de 

nopal con la cepa HY1 

 

Para verificar el efecto obtenido en la fermentación de medio PDA de 3 L, Se realizó una 

nueva fermentación en medio de PDA suplementado con harina de Nopal, convirtiéndolo 

ahora en un medio turbio por la adición de la harina de nopal. Igualmente se monitorearon 

los parámetros como UFC/mL, temperatura, IR, pH y porcentaje de oxígeno disuelto, esto se 

presenta a continuación en la tabla 4, para obtener las diversas cinéticas de crecimiento y así 

poder realizar las correlaciones entre los diversos crecimientos medidos por diferentes 

técnicas. 
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Grafica 12. Diagrama de dispersión con respectó a los valores de IR (AU) vs Absorbancias, en 

la fermentación de 3 L PDA. 



 

INSTITUTO TECNOLÓGICO DE TUXTLA GUTIÉRREZ 
 

24 
 

y = 3E+06ln(x) + 8E+06

R² = 0.610610

100

1000

2 7 12 17 22 27 32

U
F

C
/m

L
(E

+
0

5
)

Tiempo (h)

Cinetica de crecimiento por camara UFC/mL en 

reactor de 3L con nopal

cepa Kluyveromyces marxianus.

Tabla 4. Valores de los parámetros medidos durante la fermentación de 3 L de PDA-Harina de nopal 

con la cepa HY1. 

Horas UFC/mL Temperatura °C IR pH DO2 % 
rp

m 

0 7.23±0.24E+05 37.1 0.148 4.5 64.4 300 

1 49.2±8.49E+05 37 0.186 4.44 2.2 300 

2 71.2±6.79E+05 37 0.361 4.43 2.2 300 

3 86.4±4.53E+05 37 0.445 4.36 2.2 300 

4 156±27.2E+05 37 0.831 4.28 2.5 300 

5 156±27.7E+05 37 1.046 4.23 2.5 300 

6 169±38.5E+05 37 1.398 4.18 2.5 300 

7 165±53.2E+05 37.1 1.371 4.13 2.5 300 

23 174±46.4E+05 37 1.509 3.93 2.5 300 

24 182±35.1E+05 36.8 1.625 3.93 2.5 300 

26 165±3.00E+05 37 1.644 3.93 2.5 300 

28 164±11.3E+05 37 1.68 3.93 2.5 300 

30 140±43.6E+05 37 1.713 3.94 2.5 300 

 

La cinética de crecimiento determinada por UFC/mL (grafica 13) presento un R2=0.6106 es 

decir un ajuste más pequeño a diferencia a lo evaluado durante la fermentación de 3 L PDA 

donde se presentó un mayor ajuste, esto puede ser debido a que la harina de nopal interviene 

en el conteo por cámara de Neubauer, aun realizando diluciones de las muestras. 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 13. Cinética de crecimiento evaluada por conteo en cámara de Neubauer, en la fermentación 

de 3 L PDA-Harina de nopal. 
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Durante el análisis de la cinética de crecimiento con ayuda del sensor de biomasa se pudo 

notar al igual que en la cinética medida por conteo en cámara una disminución en el 

coeficiente de determinación siendo este del 0.8999, esto posiblemente se debe a las 

partículas de fibra que posee la harina de nopal las cuales interfieren en la medición del 

sensor; sin embargo aun así el coeficiente presente una calidad mediana de ajuste. 

En cuanto al diagrama de dispersión (grafica 15) de igual manera se observó un coeficiente 

de correlación mucho menor al obtenido en la fermentación de 3 L de PDA, atribuyéndoselo 

a las partículas de fibra de la harina de nopal, este coeficiente es del 0.8117 y de la misma 

manera podemos observar una intensidad de relación mediana entre estas dos variables. 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 14. Cinética de crecimiento evaluada por Sensor de biomasa IR (AU), en la 

fermentación de 3 L PDA-Harina de nopal. 

Grafica 15. Diagrama de dispersión con respecto a los valores del conteo por cámara (UFC/mL) 

vs los valores obtenidos por el sensor IR (AU). 
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8.5 Resultados de producción de bioetanol con la cepa HY1 en la fermentación de 

3 L con PDA y con PDA-Harina de nopal  

 

 

En la gráfica 16, se presentan las curvas de consumo de azúcares reductores, producción de 

alcohol y crecimiento de la levadura dentro del bioreactor de 3 L (Applikon Biotechnology). 

Como podemos ver la concentración inicial de azúcares fermentables fue de 21 g/L, 

obteniendo un consumo casi total después de las 20 horas, la producción de alcohol máxima 

se dio a las 27 h con una producción aproximada de 6.483±0.090 g/L, estos resultados son 

semejantes a los obtenido en el trabajo de Góngora-José (2016), donde se obtuvieron 3.08 

g/L de bioetanol producidos a partir de 16 g/L de azúcares fermentables liberados, obteniendo 

así un rendimiento de fermentación (Yp/s) del 0.33; durante la fermentación de 3L de PDA 

realizadas en este trabajo, se obtuvo una eficiencia de fermentación del 63.867±0.1381 %, en 

cuanto al rendimiento de etanol/azúcares fermentables (Yp/s) del 0.3257±0.0007, la velocidad 

especifica de crecimiento (µmáx.) fue del 0.3784±0.0144 h-1,  con un tiempo de duplicación 

(td) de 1.83±0.0725 y la productividad de etanol de 0.24±0.0033 g* L-1 *h-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Grafica 16. Cinética de producción de alcohol por la cepa HY1, consumo de azúcares reductores y crecimiento. 
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En la gráfica 17 se presenta la fermentación de 3 L de PDA-Harina de nopal, hidrolizado 

enzimáticamente con la enzima Viscozyme, esta fermentación se comenzó con 31.278±0.41 

g/L de azúcares fermentables, la concentración de azúcares es mayor que en la fermentación 

de 3 L de PDA debido al adición de harina de nopal como sustrato previamente hidrolizado 

por la enzima Viscozyme, cabe mencionar que esta hidrolisis enzimática se hizo con la 

finalidad de liberar una mayor cantidad de azúcares para su posterior fermentación con la 

levadura Kluyveromyces marxianus, de igual manera este tipo de hidrólisis se puede 

comparar con los resultados obtenidos en el trabajo de Góngora-José (2016), donde el manejo 

2 tipos de enzimas comerciales; donde una de ellas era la enzima Viscozyme la cual es un 

complejo multienzimático que posee en mayor contenido enzimas endoglucanasas, xilanasas 

y pectinasas. 

Durante este proceso de hidrólisis y fermentación simultanea se obtuvo una producción de 

bioetanol con una concentración de 10.440±0.090 g/L, los parámetros cinéticos obtenidos 

durante esta fermentación alcanzaron una (Yp/s) del 0.3670±0.0090 mayor a lo obtenido en 

el trabajo desarrollado por Góngora-José (2016), donde el alcanzo una producción de 3.08 

g/L de bioetanol, con una eficiencia de fermentación (Yp/s) del 0.33. También se obtuvo una 

velocidad específica de crecimiento (µmáx.) de 0.2884±0.0350 la cual resulto ser mucho 

menor a la obtenida por (Kuloyo et al., 2014) donde tuvo una (µmáx.) del 0.47 h-1  con K. 

marxianus sin aireación y 0.52 h-1 K. marxianus con oxígeno limitado. El tiempo de 

duplicación de este proceso fue 2.40±0.3402 h, la eficiencia de fermentación fue del 

71.97±1.7734, la productividad máxima de etanol fue del 0.4060 g* L-1 *h-1 la cual es mayor 

a 0.12 g* L-1 *h-1 la cual fue la productividad máxima obtenida por Góngora-José (2016). 
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Cabe mencionar que en ambas fermentaciones la producción de bioetanol fue mucho menor 

a lo que reportan otros autores que han trabajado con nopal de la especie Opuntia ficus indica 

como es el caso de (Kuloyo et al., 2014), donde el realizo una hidrolisis y fermentación 

simultanea donde evaluaron 2 cepas, con la levadura S. cerevisiae ellos lograron obtener una 

producción de alcohol de 20.6 g/L y con la cepa K. marxianus produjeron 19.3 g/L de 

bioetanol a partir de 81.3 g/L de azúcares de los cuales solo 64.2 g/L eran azúcares 

fermentables, con lo que podemos notar que ellos obtuvieron rendimientos teóricos de 

producción de alcohol del 70 y 64 %. Otro estudio fue el de (Ferreira, Filho, Ribeiro, & 

Silvino, 2016) donde llevo a cabo una hidrolisis y fermentación simultánea con S. cerevisiae, 

evaluando 2 variedades de nopal N. cochenillifera y Opuntia ficus indica, obteniendo un 

rendimiento de producción de bioetanol para N. cochenillifera del 70 %, ya que se obtuvo 

una producción de etanol de 25 g/L a partir de 32.56 g/L de azúcares fermentables. 
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Grafica 17. Cinética de producción de alcohol por la cepa HY1, consumo de azúcares reductores y crecimiento durante la 

fermentación de 3 L PDA-harina de nopal. 
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Figura 10. Comportamiento del crecimiento de la cepa S. boulardii, con respecto a 3 

diferentes pH. 

A continuación en la tabla 5, se resumen los parámetros cinéticos de la fermentación de 3L 

de PDA y 3L de PDA-Harina de nopal, para poder realizar una mejor comparación de los 

mismos. 

Tabla 5. Parámetros cinéticos de fermentaciones con y sin nopal empleando la cepa 

Kluyveromyces marxianus. 

 Medio 3L PDA 
Medio 3L PDA-Harina de 

nopal 

Parámetro cinético K. marxianus K. marxianus 

Sustrato consumido (g/L) 19.90±0.23 28.76±0.42 

Etanol producido (g/L) 6.48±0.09 10.55±0.11 

Velocidad máxima de crecimiento µ (h-1) 0.37±0.01 0.29±0.035 

Tiempo de duplicación (h) 1.83±0.07 2.40±0.34 

Yp/s 0.32±0.00 0.36±0.00 

Eficiencia de fermentación (%) 63.86±0.14 71.97±1.77 

Productividad máxima (g L-1 h-1) 0.24±0.00 0.40±0.00 

 

8.6 Fermentación en matraces con la cepa S. boulardii 

 

Al igual que con la cepa K. marxianus se realizó el crecimiento de la cepa S. boulardii a 

escala matraces para observar el crecimiento de la levadura la cual fue previamente evaluada 

a diferentes parámetros fisicoquímicos tales como pH y temperatura, esto con la finalidad de 

obtener las mejores condiciones de crecimiento, los cuales se presentan a continuación: 
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Figura 11. Comportamiento del crecimiento de la cepa S. bouladii con respecto a 3 

temperaturas, a la condición de pH 5. 

En la figura 10 se muestra como el pH es un factor importante para el crecimiento de los 

microorganismos ya que lo afecta directamente tanto en su crecimiento y a las enzimas del 

mismo sistema metabólico, también influye en la solubilidad de muchas biomoléculas que 

de alguna manera ejercen una influencia sobre el microorganismo, como podemos ver en 

dicha figura, se manejaron 3 pH sobre una misma concentración de UFC/mL y cabe destacar 

que dicha levadura tiene un mejor crecimiento en el pH de 5. 

Otro de los factores evaluados fue la temperatura (fig. 11), donde se manejaron 3 

temperaturas a un pH de 5, con la misma concentración inicial de UFC/mL y podemos ver 

que la temperatura de 37 °C a estas condiciones presento el mayor efecto en cuanto al 

crecimiento de la levadura S. buolardii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se realizaron 2 fermentaciones en matraces a un volumen de 175 mL y 350 mL, a 

continuación se muestran los datos obtenidos del conteo por cámara de Neubauer y por 

espectrofotometría (tabla 6 y 7 respectivamente) con los cuales se determinó la cinética de 

crecimiento de la cepa, de igual manera se presentan dichas cinéticas. 
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Grafica 18. Cinética de crecimiento cepa S. boulardii evaluada por espectrofotometría. 

Grafica 19. Cinética de crecimiento cepa S. boulardii evaluada por conteo en cámara. 

Tabla 6. Valores de conteo por espectrofotometría y cámara de Neubauer matraz en 

175 mL. 

Horas Espectrofotometría 630 nm 
 Neubauer 

UFC/mL 

0 0.0175 0.27±0.03E+05 

2 0.1265 0.60±0.00E+05 

4 0.0525 1.30±0.28E+05 

6 0.161 1.82±0.03E+05 

17.5 1.611 4.10±0.07E+05 

 
 

 

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Podemos ver que en la gráfica 18, el coeficiente de determinación (R2) tuvo un ajuste del 

0.756, por lo que presenta una calidad media para poder replicar los resultados en otro 

experimento. Sin embargo se realizó la gráfica de UFC/mL (grafica 19) para poder establecer 

una gráfica de correlación entre estas 2 variables. 
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Grafica 20. Gráfica de correlación UFC/mL con respecto a la absorbancia medida por 

espectrofotometría en cepa S. boulardii. 

Grafica 21. Cinética de crecimiento de la levadura S. boulardii medida por 

espectrofotometría. 
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Cabe mencionar que en la gráfica 19 se muestra una correlación del 0.9651.  A continuación 

se presente la correlación entre estas dos variables. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Como podemos ver en este diagrama de dispersión (grafica 20) existe una buena asociación 

entre estas dos variables Absorbancia y UFC/mL, obteniéndose una R2 de 0.873 lo que nos 

indica este coeficiente de correlación es que tiene una calidad de ajuste buena.  

También se presentan los resultados obtenidos con la fermentación en matraz de 350 mL con 

la misma cepa. 

  

 

 

 

 

 

 

    

  

 

 

 

Tabla 7. Valores de conteo por espectrofotometría y cámara de Neubauer matraz en 350 mL. 

Horas Espectrofotometría 630 nm Neubauer UFC/mL 

0 0.104 0.35±0.03E+05 

2 0.0345 0.55±0.00E+05 

4 0.072 1.40±0.21E+05 

6 0.0905 1.55±0.00E+05 

17.5 1.227 3.85±0.10E+05 
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Grafica 22. Cinética de crecimiento cepa S. boulardii medida por conteo en cámara. 

Grafica 23. Gráfica de dispersión para la cepa S.boulardii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto al coeficiente de correlación en la gráfica 21 es de 0.784 indicando un ajuste medio 

y el de la gráfica 22 es 0.9497 mostrando un alto ajuste en cuanto a los datos obtenidos por 

conteo con cámara de Neubauer, con todo ello de igual manera se realizó un diagrama de 

dispersión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo al diagrama de dispersión presente en grafica 23, se observa que entre estas 2 

variables existe una asociación positiva ya que el coeficiente de correlación es de 0.8626. 
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Grafica 24. Cinética de la levadura boulardii en fermentación de 1.5 L por conteo en 

cámara. 

8.7 Datos de fermentación de 1.5 L con cepa S. boulardii 

 

Como resultado de esta fermentación se presentan las cinéticas de crecimiento de la cepa S. 

boulardii durante un tiempo de fermentación de 24 horas en medio PDA, determinados por 

espectrofotometría a 2 absorbancias correspondientes, sensor de biomasa IR y por conteo en 

cámara de Neubauer. Estos datos se presentan en la tabla 8. 

Tabla 8. Valores para las cinéticas de la fermentación de 1.5 L de PDA 

con la cepa S. boulardii 

Tiempo 

(h) 

IR 

(AU) Neubauer UFC/mL ABS 540 nm ABS 650 nm 

0 0.066 0.72±0.035E+05 0.087 0.07 

1 0.075 1.35±.000E+05 0.107 0.088 

2 0.085 1.42±0.03E+05 0.113 0.097 

3 0.094 1.82±0.03E+05. 0.127 0.11 

4 0.124 2.52±0.03E+05 0.162 0.134 

5 0.144 3.50±0.00E+05 0.184 0.154 

6 0.183 4.02±0.03E+05 0.228 0.198 

7 0.224 5.35±0.07E+05 0.233 0.211 

16 1.228 13.15±0.21E+05 0.876 0.812 

17 1.241 14.25±0.35E+05 0.919 0.821 

18 1.286 16.75±0.35E+05 0.992 0.934 

19 1.302 16.00±0.56E+05 1.004 0.966 

20 1.309 15.60±0.07E+05 1.065 1.003 

21 1.312 15.75±0.07E+05 1.094 1.024 

22 1.317 15.42±0.17E+05 1.107 1.068 

23 1.322 15.72±0.03E+05 1.114 1.099 
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Grafica 25. Cinética de crecimiento S. boulardii en fermentación de 1.5 L medido por 

sensor de biomasa. 

Grafica 26. Diagrama de dispersión UFC/mL vs IR (AU) en fermentación de 1.5 L levadura 

boulardii. 

En la gráfica 24 podemos visualizar que el coeficiente de correlación es de 0.8823 marcando 

un buen ajuste por conteo en cámara de Neubauer para la cinética de la cepa S. boulardii. 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

En la gráfica 25 observamos una R2 del 0.8396 lo que significa un buen ajuste medido por el 

sensor de biomasa IR. Con ambos resultados se trazó un diagrama de dispersión que se 

presenta a continuación. 
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Grafica 27. Cinéticas de crecimiento de la cepa S. boulardii medidas a 540 y 650 nm. 

El diagrama de dispersión (grafica 26) nos demuestra nuevamente que existe una alta 

correlación (0.9828) entre el conteo por cámara y la medición de biomasa con ayuda del 

sensor IR. 

También se presentan las cinéticas medidas por 2 diferentes absorbancias (grafica 27a y 27b): 

 

 

 

  

 

 

 

 

En ambas cinéticas se presentan valores de R2 similares siendo en la gráfica 27a 0.8525 y en 

la gráfica 27b 0.8468 en esta última ligeramente menor, sin embargo podemos decir que 

también se presenta un buen ajuste a las cinéticas de dicha levadura medidas con respecto a 

espectrofotometría. También se presentan los diagramas de dispersión de ambas longitudes 

de onda contra el conteo por cámara de Neubauer y por sensor de biomasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 Gráfica 28. Correlaciones del conteo por cámara contra las diferentes absorbancias con respecto a la fermentación de 1.5 L PDA con la cepa S. 

boulardii. 
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Grafica 29. Correlaciones de las absorbancias vs IR (AU) con respecto a la fermentación de 1.5 L PDA con la cepa S. boulardii. 

En la gráfica 28 observamos que ambas longitudes de onda (540 y 650 nm) vs UFC/mL 

presentan un alto ajuste ya que sus R2 son arriba de 0.97 por lo que se demuestra que estas 

dos variables presentan una alta asociación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

De igual manera en la gráfica 29 se muestra que ambas longitudes de onda (540 y 650 nm) 

vs IR (AU) presentan un alto ajuste ya que sus R2 son arriba de 0.98 por lo que se demuestra 

que ambas variables también poseen una alta asociación, indicando así que estas técnicas son 

buenas para determinar la cinética de crecimiento de S. boulardii. 
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Grafica 30. Cinética de la levadura S. boulardii en fermentador de 3 L medido por 

sensor de biomasa IR. 

8.8 Resultados de la fermentación de 3 L de PDA con la cepa S. boulardii 

 

Al igual que con la anterior cepa HY1, en esta fermentación se realizó con un volumen de 3 

L de PDA con la cepa S. boulardii, en donde se controlaron los parámetros de pH, agitación 

y temperatura, y se midió la biomasa, los azúcares disponibles y el alcohol producido. En la 

tabla 9 se presentan todos estos datos. 

 

Tabla 9. Parámetros de la fermentación de 3 L medio PDA para la cepa boulardii. 

Horas Neubauer UFC/ml 650 nm 
Temperatura 

°C 
IR pH 

DO2 

% 

0 3.45±0.07E+05 0.239 36.5 0.249 4.29 100 

1.5 6.63±0.17E+05 0.284 37 0.322 4.2 72.5 

3 11.0±0.14E+05 0.404 37.1 0.468 4.06 68 

4.5 18.2±0.38E+05 0.598 37.5 0.495 3.92 63 

17 59.0±0.70E+05 1.464 37.1 3.226 3.5 12 

18.5 65.5±0.00E+05 1.472 36.4 3.246 3.4 11.5 

20 67.3±0.35E+05 1.496 37.2 3.253 3.38 11 

21.5 58.8±1.77E+05 1.557 37 3.28 3.41 7.3 

23 61.0±0.70E+05 1.572 37.1 3.341 3.43 4.8 

24 60±0.00E+05 1.634 37.3 3.386 3.44 4.3 

 

Durante esta fermentación, la cinética de crecimiento de la levadura se midió por 

espectrofotometría, sensor de biomasa y conteo por cámara de Neubauer, los valores 

obtenidos se presentan a continuación en las siguientes gráficas, y también con estos datos 

se realizaron las diversas graficas de dispersión. 

En la gráfica 30 se obtuvo una correlación de 0.9946 lo que significa un gran ajuste de los 

datos de la cinética medidos por el sensor de biomasa. 
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Grafica 31. Cinética de crecimiento de la levadura Boulardii durante la fermentación de 3 

L PDA medido por conteo en cámara de Neubauer. 
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Grafica 32. Cinética de la cepa S. boulardii medida por espectrofotometría a 650 

nm, durante la fermentación de 3 L PDA. 

 

En la gráfica 31 podemos ver que se obtuvo una R2 de 0.9913, al igual que con el sensor de 

biomasa se obtuvo un buen ajuste con el conteo en cámara. 

 

 

  

    

  

 

 

 

 

 

En la gráfica 32 el ajuste obtenido fue nuevamente alto, es decir se obtuvo una alta calidad 

de ajuste con la medición por espectrofotometría, donde la R2 fue de 0.9981. 
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Grafica 33. Diagrama de dispersión entre UFC/mL vs IR (AU) cepa Boulardii, 

fermentación de 3 L PDA. 

Grafica 34. Diagrama de dispersión de los valores de IR vs ABS 650 (nm),  

fermentación de 3 L PDA con la levadura S. boulardii. 
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Nuevamente se realizaron los diagramas de dispersión para determinar el grado de relación 

que tenían dichas variables con respecto a la cinética de crecimiento de esta levadura. 

En la gráfica 33 podemos ver que en el diagrama de dispersión se obtiene una correlación de 

0.9785, estableciendo así un alto grado de ajuste entre dichas variables, asociándolas de 

manera positiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También se realizó un diagrama de dispersión de los datos del sensor de biomasa con respecto 

a los de las absorbancias medidas a la longitud de onda de 650 nm, y lo que se presento es 

que de la misma forma que en las UFC/mL, estas variables también presentan una fuerte 

relación ya que su coeficiente de correlación fue de 0.984, es decir sus valores tienen un alto 

ajuste (grafica 34). 
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8.9 Resultados obtenidos en la fermentación de 3 L con medio PDA-Harina de 

nopal con la cepa S. boulardii 
 

Durante esta fermentación se monitorearon los mismos parámetros que en la anterior y se 

evaluaron la cinética de crecimiento de la levadura, el consumo de azúcares y la formación 

de bioetanol, para así realizar las diferentes correlaciones y diagramas de dispersión presentes 

en esta fermentación. Esto se muestra en la tabla 10. 

Tabla 10. Resultados de los parámetros medidos durante la fermentación de 3 L de PDA-Harina de nopal 

con la cepa S. boulardii. 

Tiempo Neubauer Otras condiciones 

Horas  (UFC/mL) Temperatura IR pH DO2 % rpm 

0 1.08±0.03 E+05 39.2 0.332 4.1 100 300 

1 1.70±0.14 E+05 38.7 0.389 4.08 98 300 

2 2.20±0.14 E+05 37.4 0.406 4.09 92.6 300 

3 3.40±0.14 E+05 37.9 0.426 4.09 89 300 

4 4.15±0.35 E+05 35.6 0.439 4.09 85.6 300 

5 5.30±0.28 E+05 36.1 0.515 4.08 80 300 

6 6.10±0.14 E+05 37.9 0.557 4.07 67.7 300 

7 8.65±0.21 E+05 37.6 0.578 3.67 37.4 300 

16 18.60±0.14 E+05 35 2.403 3.67 34.6 300 

17 19.40±0.14 E+05 37 2.47 3.68 33.7 300 

18 19.90±0.21 E+05 38.6 2.51 3.68 32.7 300 

19 20.70±0.35 E+05 37.9 2.519 3.68 23.8 300 

20 21.80±0.28E+05 37.5 2.525 3.65 23.2 300 

21 22.75±0.35 E+05 39.2 2.531 3.65 17.4 300 

22 22.35±0.07 E+05 38.4 2.539 3.64 15.3 300 

23 22.05±0.21 E+05 37.3 2.642 3.64 8 300 

 

La primera cinética evaluada (grafica 35) fue la que se llevó a cabo por conteo en cámara, 

como podemos ver tuvo una R2=0.998 presentado un buen ajuste similar al obtenido en la 

fermentación de solamente PDA al mismo volumen. Cabe mencionar que también se 

realizaron diluciones 1:10 para que las partículas de harina no tuvieran mucha interferencia 

al momento de realizar el conteo. 
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Grafica 35. Cinética de crecimiento en fermentación de 3 L PDA-Harina de nopal 

con la levadura S. boulardii medida por conteo en cámara. 
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Grafica 36. Cinética de crecimiento en fermentación de 3 L PDA-Harina de nopal 

con la cepa S. boulardii medida por el sensor de biomasa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo al análisis de la cinética de crecimiento medido con el sensor de biomasa (grafica 

36) de igual manera que con el conteo por cámara se observó un buen coeficiente de 

correlación siendo este de 0.9939, indicando una alta calidad en el ajuste y correlación de 

datos. 

El diagrama de dispersión presento un coeficiente de correlación de 0.9718 es decir un alto 

ajuste a los datos, lo que nos indica es que ambas variables presentan un alto grado de 
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Grafica 37. Diagrama de dispersión UFC/mL vs IR con respectó a la fermentación 

de PDA-Harina de nopal con la levadura S. boulardii. 

asociación como se vienen dando desde las anteriores cinéticas. Ratificando así poder realizar 

cinéticas totalmente automatizadas empleando el sensor de biomasa para estimar la cuenta 

de unidades formadoras de colonia durante la fermentación (grafica 37). 

 

 

 

   

  

  

  

 

 

 

 

 

8.10 Resultados de producción de bioetanol por la cepa S. boulardii en la 

fermentación de 3 L con PDA y con PDA-Harina de nopal 
 

A continuación, se presenta en la gráfica 38 las curvas de consumo de sustrato, producción 

de bioetanol y crecimiento de la levadura. Se observa que la concentración inicial de azúcares 

durante la fermentación de 3 L PDA fue de 20.950±0.1591 g/L, obteniendo un consumo casi 

total después de las 20 horas similar al tiempo de consumo con la cepa K. marxianus, la 

producción máxima de etanol se dio después de las 21 horas siendo de 5.46±0.1482 g/L, este 

resultado es menor al obtenido con la cepa K. marxianus 6.48±0.903 g/L de etanol en la 

fermentación de 3 L en medio PDA. 

Otros de los parámetros cinéticos evaluados fueron la eficiencia de fermentación siendo este 

64.55±0.7886 %, así como el rendimiento de etanol/azúcares fermentables (Yp/s) de 

0.329±0.0040, la velocidad especifica de crecimiento (µmáx.) fue de 0.3047±0.0038 h-1, con 

un tiempo de duplicación (td) de 2.27±0.0285 y la productividad de etanol 0.2542±0.0069 g* 

L-1* h-1.  
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Grafica 38.cinetica de producción de alcohol por la cepa S. boulardii, consumo de azúcar y crecimiento microbiano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

A continuación se presenta en la gráfica 39 la fermentación de 3 L de PDA-Harina de nopal, 

hidrolizado enzimáticamente con la enzima comercial Viscozyme, al inicio de la 

fermentación se tuvo una concentración de 30.14±0.3536 g/L de azúcares, esta concentración 

es mayor   que en la fermentación de 3 L PDA por adición de la harina de nopal previamente 

hidrolizada, esta condición se mantuvo para poder realizar la comparación con la 

fermentación que se hizo con la cepa K. marxianus. En cuanto al proceso de fermentación e 

hidrolisis simultánea se logró obtener una producción de alcohol de 7.80±0.0889 g/L, siendo 

menor a lo obtenido con la cepa K. marxianus, esto puede ser atribuido a que dicha cepa tiene 

mayormente propiedades como pro-biótico y una de sus desventajas es que posee una baja 

asimilación de biomasas lignocelulosicas (Fajardo & Sarmiento, 2007), también cabe 

mencionar que existen pocos estudios donde se le utilice como inoculo de fermentación 

alcohólica. 

Los parámetros cinéticos obtenidos durante esta fermentación alcanzaron una (Yp/s) del 

0.3483±0.0114 mucho menor a lo obtenido en la fermentación con la cepa Kluyveromyces 
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Grafica 39. Cinética de producción de alcohol por la cepa boulardii, consumo de azúcares y crecimiento durante la 

fermentación de 3 L PDA-Harina de nopal. 

marxianus (0.3670±0.0090). En cuanto a la velocidad específica de crecimiento (µmáx.) fue 

de 0.2999±0.0103 h-1 siendo mayor a la obtenida por (Fajardo & Sarmiento, 2007) donde 

tuvo una (µmáx.) del 0.0782 h-1 cabe mencionar que este autor realizo una fermentación de 1.5 

L a una concentración de 20% de melaza para el crecimiento de S. cerevisiae nativa de la 

melaza y utilizo como blanco una cepa comercial S. boulardii. El tiempo de duplicación 

durante el proceso fue de 2.31±0.0792 h muchísimo menor al de (Fajardo & Sarmiento, 2007) 

donde él tiene un td de 8.86 h, el menciona que su cepa al ser de tipo comercial y al no estar 

adaptada a concentraciones altas de azúcares presento un tiempo de duplicación prolongado, 

la eficiencia de fermentación fue del 68.306±2.2348 %,la productividad máxima de etanol 

fue del 0.3536±0.3546 g* L-1* h-1 siendo mucho mayor a lo obtenido por Fajardo (2007) 

quien obtuvo 0.233 g* L-1* h-1. 
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Con fines comparativos, todos los resultados de la fermentación en cuanto a la cinética de 

crecimiento con y sin nopal se presentan en la tabla 11: 

Tabla 11. Parámetros cinéticos de ambas fermentaciones con la cepa S. boulardii. 

 Medio 3L PDA 
Medio 3L PDA-Harina de 

nopal 

Parámetro cinético S. Boulardii S. boulardii 

Sustrato consumido (g/L) 16.60±0.25 22.40±0.45 

Etanol producido (g/L) 5.46±0.15 7.80±0.10 

Velocidad máxima de crecimiento µ (h-1) 0.30±0.00 0.29±0.01 

Tiempo de duplicación (h) 2.27±0.03 2.31±0.08 

Yp/s 0.32±0.00 0.34±0.01 

Eficiencia de fermentación (%) 64.55±0.78 68.30±2.23 

Productividad máxima (g L-1 h-1) 0.25±0.00 0.35±0.02 

 

 

 

8.11 Análisis estadístico del diseño factorial 22 

 

De acuerdo a los resultados de los parámetros cinéticos que se utilizaron en ambas cepas (K. 

marxianus y S. boulardii) durante las fermentaciones de 3 L medio PDA y 3 L PDA-Harina 

de nopal, se realizó el análisis del diseño factorial. 

Para este estudio el análisis de varianza multifactorial (ANOVA) que se muestra en la tabla 

12, mostro que de los dos factores principales evaluados (Tipo de levadura y tipo de cultivo), 

el factor B (tipo de cultivo) tiene un efecto estadísticamente significativo sobre la eficiencia 

de producción de etanol (p< 0.05), ya que el valor-P (nivel de significancia) es menor al nivel 

de significancia α= 0.05 establecido y el factor tipo de cepa (A) no presento efecto 

significativo sobre la variable evaluada al igual que la interacción (AB). 

Tabla 12. Análisis multifactorial del diseño experimental 22 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

A:A.cepa 1.19955 1 1.19955 0.55 0.5008 

B:A.cultivo 88.6606 1 88.6606 40.39 0.0031 

AB 4.26378 1 4.26378 1.94 0.2359 

Total error 8.78143 4 2.19536   

Total (corr.) 102.905 7    
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Figura 12. Grafica de efectos principales. A) Tipo de cepa y B) Tipo de cultivo. 
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Figura 13. Diagrama de Pareto del diseño factorial 22. 

En la figura 12 se presenta las grafica de efectos principales con respectó a la eficiencia de 

fermentación y cómo podemos ver en el factor B (tipo de cultivo) el nivel nopal tiene una 

eficiencia de fermentación aproximada del 71% mucho mayor en comparación al del nivel 

PDA que tiene un 64%, el factor A en sus dos niveles presenta una eficiencia aproximada del 

67%; sin embargo este factor no tiene un efecto significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También esto se puede comprobar con el diagrama de Pareto (figura 13) el cual nos muestra 

que el factor B (tipo de cultivo) posee un efecto significativo sobre la variable de respuesta 

de eficiencia de fermentación con su nivel más bajo siendo este el medio de cultivo 

suplementado con harina de nopal. 
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Figura 14. Grafica de interacción AB del diseño factorial 22. 

Con respecto a la interacción AB (figura 14), se puede observar que la cepa Kluyveromyces 

marxianus con el medio de cultivo con nopal tiene la mayor eficiencia de fermentación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por lo que podemos indicar que las mejores condiciones de fermentación es utilizar la cepa 

Kluyveromyces marxianus con medio PDA-suplementado con harina de nopal para alcanzar 

una eficiencia de fermentación del 72%. 

 

8.12 Determinación de fibra dietética total (FDT) 
 

La fibra dietética total (fibra soluble y fibra insoluble) y los compuestos bioactivos son 

ampliamente utilizados como ingredientes funcionales en alimentos procesados así como 

medios de cultivo para el crecimiento de microorganismos. 

En este trabajo se determinó la fibra dietaría total de los residuos de las fermentaciones de 3 

L suplementado con harina de nopal para las dos variedades de levaduras, con la finalidad de 

conocer la cantidad de fibra remanente, la cual se utilizó posteriormente para determinar la 

capacidad prebiótica  utilizando una cepa de lactobacillus acidophilus. 

Al realizar la determinación de Fibra detergente total (FDT) en los residuos de fermentación 

con la cepa K. marxianus se encontró un contenido de fibra del 2.987 g/100 g de nopal seco 
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Figura 15. Microplaca de 96 con muestras de lactobacillus 

acidophilus. 

residual esto fue similar a lo obtenido en la fermentación con S. boulardii siendo 2.914 g de 

FDT/100 g de nopal seco residual, estos resultados concuerdan con el análisis realizado a 

esta materia prima por (Yam, 2016) donde el determino en la variedad de nopal Atlixco un 

contenido de FDT aproximado del 4.444 g/100 g de nopal seco, es decir que después del 

procesos realizado en la fermentación, se tiene tan solo 65.57% de la fibra inicial,  otra de las 

investigaciones realizadas fue la de (Bensadón et al., 2010) en la cual el obtuvo un contenido 

de fibra soluble e insoluble en cladodios de nopal en la variedad Atlixco obteniendo como 

FDT 6.425 g/100 g de nopal seco cabe mencionar que en el contenido de fibra en ambas 

fermentaciones se nota una disminución esto posiblemente se dio por la previa hidrolisis 

enzimática lo que ocasiono que parte de la fibra se convierta en azúcares fermentables, las 

cuales fueron aprovechadas en la fermentación para su transformación en etanol.  

8.13 Capacidad prebiótica medida con cepa Lactobacillus acidophilus 
 

Al realizar la determinación de la capacidad prebiótica de los residuos de fibra de las 

fermentaciones suplementadas con harina de nopal, se realizó un crecimiento de la cepa 

lactobacillus acidophilus con medio MRS en una placa de 96 pocillos (figura 15) a la cual 

también se le adicionaron diferentes concentraciones de residuos de fibra de nopal y inoculo  

(Anexo 2), todas estas muestras fueron analizadas con ayuda del lector de microplacas 

ELISA, por un lapso de 21 horas a un longitud de onda de 630 nm. 

Como podemos observar en la gráfica 40 con respecto a los residuos de FDT presentes en la 

fermentación con la levadura K. marxianus, la cepa lactobacillus acidophilus presenta un 

mejor crecimiento en solamente medio MRS, a diferencia de las diversas proporciones de 

concentración de muestra de fibra, las cuales presentan un menor crecimiento con respectó 

al lactobacillus acidophilus crecido en MRS, posiblemente se deba a la compleja estructura 

lignocelulosica que posee el nopal que no puede ser asimilada por este lactobacillus. 
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Grafica 40. Crecimiento de la cepa lactobacillus a diferentes proporciones de medio MRS, muestra e inoculo. 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

00:00:00 04:48:00 09:36:00 14:24:00 19:12:00 00:00:00

A
B

S
 (

6
3

0
 n

m
)

Tiempo (h)

Crecimiento de lactobacillus con muestra de fibra de la 

fermentación con K. marxianus

100MRS+100M+30I 110MRS+90M+30I

120MRS+80M+30I 130MRS+70M+30I

140MRS+60M+30I 150MRS+50M+30I

160MRS+40M+30I 170MRS+30M+30I

Lactobacillus acidophilus medio MRS

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

00:00:00 04:48:00 09:36:00 14:24:00 19:12:00 00:00:00

A
B

S
 (

6
3

0
 n

m
)

Tiempo (h)

Crecimiento de lactobacillus con muestra de fibra de la 

fermentacion con S. boulardii

100MRS+100M+30I 110MRS+90M+30I

120MRS+80M+30I 130MRS+70M+30I

140MRS+60M+30I 150MRS+50M+30I

160MRS+40M+30I 170MRS+30M+30I

Lactobacillus acidophilus medio MRS

Grafica 41. Crecimiento de la cepa lactobacillus a diferentes proporciones de medio MRS, muestra e inoculo. 
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En la gráfica 41 se presentan los resultados en cuanto a los residuos de FDT presentes en la 

fermentación con la levadura S. boulardii, como se puede observar la cepa lactobacillus 

acidophilus presento un mejor crecimiento en medio MRS, a diferencia de las muestras con 

diferentes proporciones de fibra,; estas presentaron un menor crecimiento con respectó al 

lactobacillus acidophilus en MRS y fue similar a lo sucedido en las muestras anteriores 

(grafica 40), posiblemente también se deba a que esta cepa de lactobacillus acidophilus no 

posee una alta capacidad de crecimiento con medio suplementado con fibra de nopal.  

Es necesario realizar una mayor caracterización de esta fibra residual para poder estimar su 

uso y aprovechamiento como coproducto, de la fermentación.  
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9 CONCLUSIONES  
 

Al realizar la fermentación en matraces para la cepa K. marxianus y S. boulardii para evaluar 

la cinética de crecimiento con la técnica por conteo en cámara de Neubauer y por 

espectrofotometría, se determinó en los diagramas de correlación de ambas variables una R2 

de 0.8919 y 0.873 respectivamente, mostrando un buen ajuste, con lo cual concluimos que 

ambas técnicas son adecuadas para llevar a cabo la cinética de crecimiento de las 2 cepas a 

escala matraz; sin embargo de las 2 técnicas la mejor resulto ser la del conteo por cámara en 

Neubauer.  

Posteriormente para evaluar si estas correlaciones se mantenían al escalarlas en un volumen 

mayor, se realizó una fermentación de 1.5 L con ambas cepas, de igual manera se analizaron 

la técnica por conteo, espectrofotometría y se implementó una nueva técnica empleando un 

sensor de biomasa IR para la cepa S. boulardii. Durante el análisis de las cinéticas de 

crecimiento dadas por conteo y espectrofotometría en la cepa K. marxianus se pudo concluir 

que ambas técnicas son adecuadas ya que al momento de realizar el diagrama de correlación 

estas presentaron una R2 de 0.8581indicando que la asociación entre estas 2 variables es 

medianamente alta. 

En la fermentación de 1.5 L con la cepa S. boulardii al momento de determinar el grado de 

ajuste y de verificar cual eran las mejores técnicas para las cinéticas de crecimiento, se 

observó que la asociación entre la IR (AU) y UFC/mL, tuvieron una R2 del 0.9828 

presentando una alta correlación, semejante a lo obtenido entre la absorbancias vs UFC/mL 

obteniendo una R2 del 0.97-0.98; de igual manera se realizaron los diagramas de dispersión 

entre IR (AU) vs absorbancias donde alcanzaron R2 arriba de 0.98, demostrando así que entre 

las tres técnicas presentan una alta asociación, Sin embargo la mejor técnica para evaluar la 

cinética de crecimiento de la levadura  S. boulardii en dicha fermentación resulto ser la del 

Sensor de IR. 

Una vez que se comprobó que el grado de correlación y el grado de asociación entre las 

variables se mantuvo y fue mucho mayor a lo obtenido en la escala laboratorio (matraz), se 

realizaron las fermentaciones de 3L con medio PDA y 3L con medio PDA suplementado con 

harina de nopal para obtener así los resultados para compararlos mediante el diseño factorial. 
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Durante la fermentación de 3 L PDA con la cepa K. marxianus se corroboro que la asociación 

entre UFC/mL vs Abs 630 nm tenía un buen ajuste del 0.9412, el IR (AU) vs UFC/mL 

presento el mismo ajuste y en cuanto a Abs 630 nm vs IR (AU) mantuvo un grado de 

correlación del 0.9321, manteniendo así una buena calidad de ajuste entre estas tres técnicas, 

aunque la mejor técnica para evaluar el crecimiento de la cepa fue la espectrofotometría. 

Para la fermentación de 3 L PDA- harina de nopal con K. marxianus, se notó que la técnica 

por conteo mostro un R2 de 0.6106 y la del sensor de biomasa 0.8999 menor a lo calculado 

anteriormente, esto posiblemente se debe a las partículas de fibra que posee la harina las 

cuales interfirieron en la medición para ambas técnicas; sin embargo el grado de asociación 

entre ambas variables se mantuvo en un 0.81, mostrando así un calidad media de ajuste. 

En la fermentación de 3 L PDA para la cepa S. boulardii se observaron mayores grados de 

correlación ya que entre IR (AU) vs UFC/mL tuvo un coeficiente del 0.9785, entre IR (AU) 

vs Abs 650 nm se obtuvo una R2 del 0.984 y el diagrama de dispersión entre UFC/mL vs Abs 

650 nm mostro un coeficiente de asociación del 0.9762, así demostrando que estas tres 

técnicas poseen un alto ajuste para los valores de las cinéticas de crecimiento. Para la 

fermentación de 3 L PDA-harina de nopal con cepa S. boulardii se manejaron dos técnicas 

las cuales fueron conteo por cámara y el uso de sensor de IR, para determinar la cinética de 

crecimiento ambas individualmente presentaron un grado de correlación muy alto alcanzando 

una R2 de 0.99 y ya descritas por el diagrama de dispersión poseen una alta asociación ya 

que el R2 fue del 0.97. 

Una vez realizadas las fermentaciones de 3 L PDA y 3 L PDA-Harina de nopal con los dos 

tipos de levaduras, y al realizar el análisis factorial se logró determinar que el único factor 

que tuvo efecto sobre la eficiencia de fermentación fue el tipo de cultivo, donde se concluyó 

que la harina de nopal previamente hidrolizada aporta una mayor cantidad de azúcares 

fermentables las cuales fueron utilizadas durante la fermentación, cabe mencionar que la cepa 

K. marxianus también presento un mejor aprovechamiento del medio ya que según el 

diagrama de efectos principales estas 2 condiciones juntas aportaban hasta un 72% en la 

eficiencia de fermentación, obteniéndose hasta 10.55±0.1053 g/L de bioetanol.  

Al momento de realizar la determinación de fibra dietaría total de los residuos de las 

fermentaciones de 3 L-harina con nopal, se pudo concluir que en ambas fermentaciones tanto 
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para la cepa K. marxianus como S. boulardii se alcanzó una concentración de 2.9 g de 

FDT/100 g de nopal seco, indicando así una disminución del contenido de fibra posiblemente 

debido a la hidrólisis enzimática la cual permitió la conversión de fibra en azúcares 

fermentables.  

Una vez determinado el contenido de FDT en las muestras de fermentación de 3 L PDA-

harina de nopal con ambas cepas, se realizó el análisis de la capacidad prebiótica con 

Lactobacillus acidophilus y se logró concluir que esta bacteria tuvo un mayor crecimiento en 

medio MRS libre de fibra de nopal, esto debido a que dicha bacteria tiene una baja capacidad 

para el aprovechamiento de medios complejos, como es la estructura lignocelulosica del 

nopal, por lo que al menos para este lactobacillus, no resulta ser una fuente de posible 

prebiótico.
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10 COMPETENCIAS DESAROLLADAS Y APLICADAS 

 

a) Búsqueda y manejo de información científica. 

b) Toma de decisiones inmediatas y resolución de problemas. 

c) Manejo de equipos de laboratorio como son: fermentador, lector de placas ELISA, 

autoclave, recirculador, microdestilador, campana de bioseguridad nivel 2, campana 

de extracción de gases, espectrofotómetro, estufas al vacío, molino escala planta 

piloto, estufa con recirculación escala industrial, contador de colonias, equipo de 

proteína Kjeldahl, balanza analítica, sensor de biomasa IR, balanza granataria, entre 

otros. 

d) Desarrollo de técnicas analíticas para la determinación de alcohol y azucares 

reductores. 

e) Desarrollo de capacidades en el área de microbiología como: preparación de medios 

de cultivo, siembra en cajas petri, conteo de colonias en cámara de Neubauer en 

microscopio, monitoreo de las condiciones de fermentación a escala matraz y 

bioreactor de 3 L, preservación de cepas y aislamiento e identificación de las mismas. 

f) Desarrollo de habilidades de acuerdo al área de química analítica: preparación de 

soluciones, buffers, etc. 

g) Apoyo en otras áreas de laboratorio como la extracción de metabolitos de interés, 

cromatografía en capa fina, etc. 
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12 ANEXOS 

 

12.1 Determinación de fibra dietética 
 

La determinación de fibra dietética se basa en el método publicado en el 16ª Edición de los 

Métodos Oficiales de Análisis de la Asociación de Químicos Analíticos Oficiales 

(AOAC)(International, 1990). 

Como primer paso se lavaron los crisoles a fondo y se calentaron en un horno una hora a 525 

° C. Remojar y enjuagar los crisoles en agua y luego secar al aire. Agregue 0.5 gramos de 

Celatom a cada crisol y seque a 130 ° C a peso constante (una hora o más). Refrescarse en 

desecador y pesar a 0,1 mg más cercano. Registre esto como "Celatom + Peso del crisol" o 

W1. Almacenar en desecador hasta que sea necesario. Ejecutar blancos junto con muestras a 

través de todo procedimiento para medir cualquier contribución al residuo de reactivos 

muestras y en blanco para la prueba de la dieta. Se pesaron  cuatro muestras de 1 gramo de 

fibra resultado de cada fermentación adicionada con nopal  para ser probado en vasos de 

precipitado de forma alta a las cuales  se les adiciono  50 ml de tampón de fosfato de pH 6.0 

a cada uno  y posteriormente agregar  0,10 ml de α-amilasa a cada vaso de precipitados los 

cuales fueron mezclados y cubiertos con papel aluminio para después  ser colocados en un 

baño de agua hirviendo agitando los vasos con cuidado en intervalos de 5 minutos ,incubar 

durante 15 minutos después de que la temperatura interna del vaso de precipitado haya 

alcanzado una temperatura de 95°C. Permitir que las soluciones se enfríen a temperatura 

ambiente y ajustar el pH de las soluciones a 7.5 ± 0.2 agregando 10 ml de NaOH 0,275 N a 

cada vaso de precipitados. Controlar el pH, ajuste si es necesario con NaOH o HCl. 

Inmediatamente antes de usar, preparar una solución de 50 mg / ml de Proteasa en fosfato 

buffer. Pipetear 0.1 ml (5 mg de Proteasa) en cada vaso de precipitado. Cubra cada vaso con 

papel de aluminio y coloque en Baño de agua a 60 ° C. Con agitación continua, incubar 

durante 30 minutos después de que la temperatura de los vasos alcance 60 ° C. Permita que 

las soluciones se enfríen a temperatura ambiente.  Ajuste el pH de las soluciones entre pH 

4.0 y 4.6 añadiendo 10 ml de HCl 0.325 M a cada uno de los vasos de precipitado, verifique 

el pH, ajuste si es necesario con cualquiera NaOH o HCl. Agregue 0.1 ml de 

Amiloglucosidasa a cada vaso de precipitados, cubra cada vaso con papel de aluminio y 



 

INSTITUTO TECNOLÓGICO DE TUXTLA GUTIÉRREZ 
 

59 
 

colóquelo en 60 ° C baño de agua. Con agitación continua, incube param30 minutos después 

de la temperatura interna de los vasos de precipitados alcanzan los 60 ° C. Agregue 4 

volúmenes de etanol al 95% a cada vaso de precipitados y deje las soluciones fraguar durante 

la noche a temperatura ambiente para permitir la precipitación completa. 

Filtración: Mojar y redistribuir el lecho de Celatom en cada crisol usando 78% de etanol. 

Aplique succión suave, mantener succión suave y transferencia cuantitativa precipitada y 

suspensión de cada vaso a su crisol respectivo. Lave el residuo con tres porciones de 20 ml 

de 78% etanol, dos porciones de 10 ml de etanol al 95% y dos Porciones de 10 ml de acetona. 

Se puede formar una goma con algunas muestras, atrapando líquido. Romper la película de 

la superficie con una espátula mejorar la tasa de filtración Asegúrese de enjuagar cualquier 

material que se adhiera a la espátula en el crisol. Los tiempos de filtración y lavado variarán 

de 0.1 a 6 horas por crisol, promediando 0.5 hora por crisol, en función de la densidad de la 

muestra. Dejar los crisoles durante la noche en un horno a una temperatura de 105°C hasta 

obtener cristales secos.  Enfríe todos los crisoles en un desecador, pese hasta el más cercano 

0.1 mg, y registre este peso como "Residuo + Celatom + peso el crisol "o W2. Analice los 

residuos de dos muestras y dos espacios en blanco para la proteína por análisis de nitrógeno 

Kjeldahl como especificado en el procedimiento AOAC.5 se utilizó 6.25 como el factor para 

convertir el amoníaco determinado en el análisis a la proteína, excepto cuando el contenido 

de nitrógeno en la muestra de proteína es conocida. 

El residuo en los crisoles de dos muestras y dos espacios en blanco se metieron a una mufla 

durante 5 horas a 525°C con la finalidad de obtener cenizas, refrescar en un desecador, pese 

a 0.1 mg más cercano y registre esto peso como "ceniza + Celatom + Peso del crisol" o W3. 

Realizar los cálculos correspondientes. 

Cálculos   
   

Residuo Peso = W2-W1          Cenizas Peso = W3-W1 
 

B = R Blanco – P Blanco – A Blanco 
  

% FDT = [R - P - A- B) / SW] X 100 

Dónde: FDT = Fibra dietaría total 
   

R = Peso promedio del residuo (mg) 
   

P = Peso promedio de proteína (mg) 
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A = Peso promedio de la ceniza 

(mg) 
   

SW = Peso promedio de la muestra (mg) 
  

   
   

Cálculos para % de proteína 
   

%N=(T-B)XNX14.007X100/peso de la 

muestra(mg) 
  

%Proteína=% NXF 

Donde: 

T= volumen de HCl 

consumido en la 

titulación para la 

muestra  

B= Volumen 

consumido de HCl en 

la titulación del blanco  

F= 6.25 

  
   

 

12.2 Concentraciones utilizadas para determinar la capacidad prebiótica 
 

Tabla B. Diferentes concentraciones de trabajo para determinación 

de la capacidad prebiótica con lactobacillus acidophilus 

 Kluyveromices marxianus y Saccharomyces Boulardii 

1 100ul MRS+ 100ul Muestra+ 30ul Inoculo 

2 110ul MRS+90 Muestra+ 30ul Inoculo 

3 120ul MRS+80 Muestra+ 30ul Inoculo 

4 130ul MRS+70 Muestra+ 30ul Inoculo 

5 140ul MRS+60 Muestra+ 30ul Inoculo 

6 150ul MRS+50 Muestra+ 30ul Inoculo 

7 160ul MRS+40 Muestra+ 30ul Inoculo 

8 170ul MRS+30 Muestra+ 30ul Inoculo 
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12.3 Calculo de Parámetros cinéticos 

 Rendimiento 

Yp/s=
𝑔

𝐿
𝑎𝑙𝑐𝑜ℎ𝑜𝑙  𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑜

𝑔

𝐿
𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑎 

 

Productividad máxima. 

Pmax= 
𝑔

𝐿
𝑎𝑙𝑐𝑜ℎ𝑜𝑙 𝑚𝑎𝑥

𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜𝑟 (ℎ)
= (

𝑔

𝐿ℎ
) 

Constante especifica de velocidad de crecimiento. 

µ=
𝒍𝒏 𝑵−𝒍𝒏 𝑵𝟎

𝑻𝒇−𝑻𝟎
 = 𝒉−𝟏 

Donde:  

N= Concentracion Final  (UFC/mL)                          𝑇𝑓=Tiempo final (h)                   

𝑁0=Concentracion Inicial (UFC/mL)                       𝑇0= Tiempo inicial (h) 

 

Tiempo de duplicación. 

G=
𝟎.𝟔𝟗𝟑

𝝁
 = 𝒉  

Eficiencia de Fermentación. 

E= 
(

𝒀𝒑

𝒔
∗𝟏𝟎𝟎)

𝟎.𝟓𝟏
= % 

 

 

 


