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RESUMEN

Se realizé el estudio de la velocidad de agitacién que requiere un cultivo de granos de kéfir, para optimizar su
crecimiento en un medio de cultivo conformado por melaza de cafiay suero de leche. Los resultados indican que esta mezcla
de microorganismos requiere agitacion para optimizar su crecimiento y que puede crecer en un amplio rango de velocidades
de agitacion, desde flujo laminar, con nimero de Reynolds menor a 2000, hasta flujo turbulento, con numero de Reynolds
mayor a 3500. Esto demuestra que los granos de kéfir, pueden adaptarse a diferentes condiciones de agitacion, haciendo su
cultivo bastante sencillo respecto a esta variable.

Palabras clave: Velocidad de agitaciéon, namero de Reynolds, biomasa.

SUMMARY

The stirring speed required for the culture of kefir grains was studied, to optimize its growth in a culture medium of
molasses and whey. The results show that this mixture of microorganisms requires stirring to optimize its growth and can
grow in a wide range of stirring speeds, from laminar flow, with Reynolds number lower than 2000, to turbulent flow with
Reynolds number greater than 3500. This shows that the culture of kéfir grains, can adapt to different stirring speeds, making
its culture very easy with respect to this variable.

Keywords: Stirring speed, Reynolds number, biomass.

INTRODUCCION mucho mas si la produccion de proteinas se realiza
a necesidad de alimentos, y producirlos sin utilizando desechos industriales como la melaza de
dafiar el ambiente, son retos importantes cana y el suero de leche, en una mezcla adecuada
en la actualidad. Desde el siglo XIX la (2, Respecto al lactosuero, debe tenerse en cuenta

polucion ha venido en aumento con el devenir de la 9U€¢ €5 un 'desecho'lndustrlal con alto Poder de

tecnologia, pero sélo en las tltimas décadas, esta contaminacién ambiental cuando es vertido a los
preocupacion se ha hecho patente en las sociedades de drenajes, ya que exige una gran demanda bioquimica

. i 7 3.
nuestro planeta que ahora, al que ahora consideramos de oxigeno que varia entre 30000 a 50000 mg/L?
moderno y globalizado. sin embargo, si se le utiliza adecuadamente puede

ser una buena fuente nutricional para cultivos

PML o P+L (Produccién mds Limpia), es un . e
microbiolégicos.

concepto ambiental donde los procesos unitarios
son realizados de tal manera que no se desperdicie Para que la produccién de biomasa sea éptima, los
nada durante dicho proceso. Bajo este concepto pardmetros cinéticos de la fermentacién deben de ser
los desechos industriales pueden convertirse adecuadamente controlados, y un caso al respecto de
en materia prima para otro proceso, generando granimportancia,eslavelocidad deagitaciénduranteel
valor agregado a los mismos, de tal manera que procesodefermentacion. Este parametro, dependiendo
los residuos tiendan a cero, previniendo asi la del disefio del biorreactor, determina dos tipos de flujo
contaminacion del planeta . hidrodinamico, que son los llamados flujo laminar y

El hecho de producir alimentos tratando al flujo turbulento ™, los cuales estan determinados por
ambiente amigablemente es loable; pero lo es un ntmero adimensional que es de utilidad para
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hacer escalamientos,
el namero de Reynolds
50 Asi pues en este
trabajo se estudia
como la velocidad
de agitacién y el tipo
de flujo afectan la
produccién de biomasa
de granos de kéfir,
que es una mezcla
simbidtica de bacterias
y levaduras . En tal
sentido, los objetivos
del presente trabajo
de investigacion
son estudiar de qué
manera la velocidad
de agitacion afecta
el crecimiento de los

Estudio de la velocidad de agitacién en la produccion de biomasa de granos de kéfir
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Figura 1. Biorreactor.

granos de kéfir en una
mezcla de suero de
leche y melaza de cafia, y determinar si el crecimiento
optimo de los mencionados granos se da a velocidad de
agitacion de flujo laminar, de transicion o turbulento,
tomando en consideracidn el namero de Reynolds.

En una fermentacién, para que el crecimiento,
metabolismo y transferencia de masa se realicen
a velocidades apropiadas, es necesario proveer
de movimiento al sistema, lo cual normalmente
se hace mediante la agitacion mecdnica. Sin
embargo, como se dijo previamente, qué velocidad
o qué fuerza deberan aplicarse en dicha agitacidn,
dependerd de muchos factores, entre los cuales se
destacan el disefio del biorreactor, ademds de las
caracteristicas fisicoquimicas del medio de cultivo y/o
los microorganismos implicados en la fermentacién,
pues uno de los factores que generalmente limita la
velocidad de agitacion es el corte que pueden sufrir
los microorganismos en el proceso, lo cual degenera la
mencionada reaccion © 9.

En un biorreactor circular con agitacién generada
por paletas —el mas comun del mercado-, la velocidad
maxima estd en el extremo de las paletas lo que causa
importantes dafios por corte cuando no esdebidamente
controlada ©.

El numero de Reynolds, que rige el flyjo
hidrodindmico, se calcula mediante la siguiente
ecuacion:
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Figura 2. Esquema del biorreactor .

Di.N.d
u

Re =
Donde:

Di = Didmetro del agitador en cm (cm)

N = Velocidad del agitador en Hz (seg™)

d = Densidad del medio de fermentacién (g/cm?®)
u = Viscosidad dindmica en centipoises (g/cm.seg)

La interpretacion se realiza de acuerdo al niumero de
Reynolds obtenido, segun los siguientes criterios & *1:

Flujo laminar: numero de Reynolds menor a zooo.
Flujo intermedio o de transicidn: numero de Reynolds
de 2000 a 3500.

Flujo turbulento: niimero de Reynolds mayor a 3500.

MATERIALES Y METODOS

Agente biologico: Granos de kéfir.

Medio de cultivo: Mezcla de suero de leche con
melaza de cafia correspondiente a una concentracién
de 7,0% de aztcares totales .

Equipo: Biorreactor de 1000 ml de capacidad. Se
muestran en las figuras 1y 2.

Procedimiento experimental:

Se utilizo el biorreactor indicado en la figura1y 2
empleando medio de cultivo formado por una mezcla
de suero de leche y melaza de cafia @y con velocidades
de agitacion de oo, 60, 120, 180, 240 y 300 r.p.m. Cada



Arévalo E Arias G.

ensayo fue realizado por triplicado. El
indculo para cada ensayo fue de 4% de
granos de kéfir respecto al volumen del
medio de cultivo, segtin lo recomendado
por Sasaki (V. Se registraron el pH por
potenciometria ¥, densidad inicial y
densidad final por picnometria 3, en
cada ensayo de fermentacion, tomando
alicuotas del medio de cultivo. Al
término de las primeras 48 horas de
fermentacion se cambidé el medio de
cultivo por uno nuevo y se reinicid el
proceso por 48 horas mas. Al final de
cada ensayo se registraron los datos de
peso humedo y peso seco de biomasa.

RESULTADOS
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Los granos de kéfir del
experimento sin agitacion presentaron
un color marrén y fueron de consistencia gelatinosa;
en tanto que los obtenidos, a velocidades de agitacion
de 60, 120, 180 y 240 rpm se presentaron de color
blanquecino, consistencia firmey forma bien definida,
tal como se muestra en la figura 3; sin embargo, a 300
rpm se observé que los granos fueron muy parecidos
a los obtenidos con las revoluciones indicadas
anteriormente, pero mds pequenos. Las variaciones
de pH y densidad se muestran en las figuras 4 y 5,
mientras los incrementos porcentuales de biomasa,
respecto al indculo, se presentan en la figura 6.

DISCUSION

La falta deagitacion tiene un impacto significativo
en la produccion de biomasa de granos de kéfir, tal
como se observa en la figura 6.

En lo referente al pH y la densidad, figuras
4 y 5, se observan dos partes bien definidas: una
correspondiente a los ensayos sin agitacién y la otra
a los ensayos con agitacion. Especificamente en la
figura 5, se observa que sin agitacion se alcanza un
valor méas bajo que en con ella, probablemente debido
a que la anaerobiosis es mas estricta y por ello se ve
favorecida la produccién de metabolitos que inducen
acidez, como por ejemplo, dcido lactico, alcohol y
dioxido de carbono, entre otros ®. Ademas la falta de
agitacion impide la eliminacién adecuada del didxido
de carbono disuelto en el medio de cultivo que tiene un
efecto directo sobre el pH.

Para el caso de la densidad, en la figura
4, se observa que con agitacion la densidad
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Figura 3. Granos de kéfir.

disminuye significativamente respecto al ensayo
sin agitacion; esto se deberia a que los nutrientes
han sido mejor distribuidos y aprovechados por
los microorganismos en crecimiento, lo cual se
corrobora en la figura 4.

En cuanto al color de los granos de kéfir, la
coloracion marrén en el ensayo sin agitacién parece
deberse a que, por mecanismos de sedimentacidn, los
granos engloban particulas de carbon provenientes
de la melaza de cafia, la misma que es parte del
medio de cultivo. Este mismo hecho puede explicar
la consistencia gelatinosa de los granos obtenidos sin
agitacion, ya que es el tnico caso, a diferencia de los
demas ensayos, en el cual el incremento porcentual
de biomasa himeda es mayor al de la biomasa seca.
Asi pues, cuando se proporciona agitacidén al sistema,
los granos de kéfir obtenidos no son de consistencia
gelatinosa, sino firmes, blanquecinos y de forma bien
definida, tal como se observa en la figura 6, a pesar del
color marron oscuro del medio.

De los resultados obtenidos se colige que la
velocidad de agitacion, con el biorreactor empleado, a
60 rpm, ya es adecuada para la produccion de biomasa.
Probablemente el valor minimo requerido de rpm sea
aun menor (el biorreactor no permitié hacer tales
pruebas).

Es claro que a medida que se aumenta la velocidad
de agitacidn por encima de 60 rpm, tal como se aprecia
en la figura 6, no se observa cambio significativo en
el incremento porcentual de biomasa; mientras que
cuando alcanza 300 rpm se observa un descenso.
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Por otro lado, respecto al
tamafio de los granos de kéfir, se
observd que a 300 rpm fueron
sustancialmente mas pequefios que
aquellos obtenidos con menores rpm
de agitacion y atin mas pequeios que
el indculo mismo, lo que significa
que sufren fraccionamiento debido,
principalmente, a los extremos de las
paletas, donde la velocidad y el efecto
de corte son maximas 9.

Tomando en consideracién
el numero de Reynolds, es preciso
mencionar que el didmetro de las paletas
utilizadas fue de 8 cm. Las velocidades
de agitacion que se pueden considerar
son de 60 a 300 rpm, es decir de 1 a 5
Hz. La densidad del medio, al iniciar la
fermentacion, estuvo entre 1,03 y 1,04 g/
cm? (ver anexo), la cual va disminuyendo
amedida que la fermentacion transcurria,
pero con valores superiores a 1,00 g/cm?.
Esimportante sefialar que la fermentacién
es heterogénea, ya que se diferencian dos
fases: el medio de cultivo y los granos de
kéfir; sin embargo, por otro lado se tiene
que la proporcion de granos respecto al
volumen total del medio de cultivo es s6lo
de 4%, la cual aumenta a medida que la
fermentacion transcurre.

Finalmente, laviscosidad dindmica
del medio de fermentacidn, la cual no se
puede medir debido a la heterogeneidad
del mismo y por las variaciones de
temperatura ¥, solo puede ser
estimada de acuerdo a tablas.
Seguin Raymond Chang, el plasma
sanguineo y la sangre tienen
una viscosidad de 1,015 y 1,040
centipoises respectivamente
(190 y la mayoria de los fluidos
bioldgicos oscilan alrededor de
estos valores. Entonces es de
esperar que el suero de leche se
aproxime a dichas cifras y que
la melaza de cafia, en el medio
de cultivo, influencie para que
la viscosidad sea aun mayor que
1,040 centipoises, al incrementar
los azucares en solucién dentro

Incremento de biomasa (%)
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Figura 4. Variacion de la densidad respecto a la velocidad de agitacién.

7.00

6.00 -

5.00

4.00 4

3.00 -

2.00

1.00

leuty Hd
|e1ojur Hd

0.00

000 060 120 180 240 300

Velocidad de agitacion (rpm)

Figura 5. Variacion del pH respecto a la velocidad de agitacion.

120.00 4 @ Hameda
M seca
100.00 -

80.00 4

60.00 4

40.00

20.00

0.00 += T

000 060 120 180 240 300

Velocidad de agitacion (rpm)

del medio, motivo por lo cual, en Figura 6. Incremento de biomasa respecto a la velocidad de agitaciéon.

19



Arévalo E Arias G.

ningan caso, el valor en cuestién seria menor a 1,015
centipoises. En el caso extremo de que la viscosidad sea
mayor a 1,040 centipoises, se deduce que disminuirad
el nimero de Reynolds, ya que este valor, es decir la
viscosidad dindmica u, se encuentra en el denominador
de la ecuacion.

Asi pues, a la luz de los resultados y haciendo
algunas estimaciones matemadticas con los siguientes
valores: Di= 8 cm; N=1 a 5 seg?; d= 1,00 a 1,04 g/cm?;
u= 1,015 a 1,040 g/cm.seg; se determino que este tipo de
cultivo puede crecer tanto en flujo laminar (Re < 2000),
como en flujo intermedio o de transicion (Re de 2000 a
2500) y flujo turbulento (Re > 3500) @19, Sin embargo,
para economizar energia, y no causar cortes en los granos
de kéfir, se optaria por el flujo laminar o el de transicion,
no siendo necesario el flujo turbulento; consideracion de
importancia para fines industriales o de escalamiento.

Finalmente, Crueguer menciona que la mayoria
de las fermentaciones requieren una velocidad
tangencial del impulsor de 5a 7 m/seg ®; sin embargo
en este caso, realizando los calculos correspondientes,
s6lo se alcanzarian las velocidades de 0,25 m/seg a
60 rpm y de 1,25 m/seg a 300 rpm, lo cual es mucho
menor que lo mencionado anteriormente. Por tanto,
en resumen, se puede concluir que los requerimientos
de agitacion para la produccion de biomasa a partir de
los granos de kéfir, son absolutamente necesarios, pero
No son rigurosos ni exigentes.

CONCLUSIONES

Del estudio realizado se puede concluir que la
velocidad de agitacion en la produccion de biomasa
de granos de kéfir es absolutamente necesaria, pero
no es de exigencias rigurosas, ya que puede crecer
normalmente en un amplio rango de velocidades de
agitacion, desde flujo laminar hasta flujo turbulento.
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