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Resumen

Cultivos de Saccharomyces cerevisiae fueron sometidos al efecto de campos magnéticos
variables de alta frecuencia (hasta 100kHz) y bajas densidades de flujo (hasta 620mG).
Se aplicé la metodologia estadistica de superficies de respuesta para evaluar en qué
rangos de las variables densidad de campo, frecuencia y tiempo de aplicacion, se
obtenian efectos significativos sobre la concentracion celular (CB). En los valores de las
variables predichos como significativos por los modelos obtenidos de las superficies de
respuesta, se hicieron comparaciones entre el crecimiento del cultivo a diferentes
densidades de flujo, tiempos de exposicion al campo y frecuencias, para evaluar el
comportamiento de la CB ante la modificacion de una sola variable a la vez. Se utilizo el
método de la minima diferencia significativa (LSD) para comparar los resultados de los
ensayos correspondientes a cada variable. Los resultados mostraron que se puede
estimular el crecimiento del cultivo tratado con campos magnéticos, cuando se utilizan
campos con densidades de flujo de 20mG, frecuencias de 100kHz y tiempos de aplicacion
de 30s. Los porcentajes de estimulacion obtenidos con este tratamiento fueron del 30%
con respecto a un cultivo control.

Summary

Cultures of Saccharomyces cerevisiae were submitted to magnetic fields of high
frequency (up to 100kHz) and low flux density (up to 620mG). Statistical designs of
response surfaces were used to assess the ranges in which flux density, frequency and
application time produce significant effects on cell concentration (CB). In the values of
the variables predicted as significant by the models derived from this methodology,
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comparisons were performed among cell growths under diverse flux densities, exposition
to field durations and field frequencies in order to assess the CB behavior for one variable
at a time. The least significant difference (LSD) method was used to compare test results
corresponding to each variable. The results showed that it is possible to stimulate the
culture growth under magnetic fields by applying flux densities of 20mG, frequencies of
100kHz and application times of 30s. The stimulation reached 30% with reference to a
control culture.

Resumo

Cultivos de Saccharomyces cerevisiae foram submetidos ao efeito de campos
magnéticos variaveis de alta frequéncia (até 100kHz) e baixas densidades de fluxo (até
620mG). Aplicou-se a metodologia estatistica de superficies de resposta para avaliar em
gue faixas das variaveis densidade de campo, frequéncia e tempo de aplicacdo, se
obtinham efeitos significativos sobre a concentracdo celular (CB). Nos valores das
variaveis preditos como significativos pelos modelos obtidos das superficies de resposta,
fizeram-se comparacoes entre o crescimento do cultivo a diferentes densidades de fluxo,
tempos de exposicdo ao campo e frequéncias, para avaliar o comportamento CB diante
da modificacdo de uma soé variavel por vez. Utilizou-se o método da minima diferenca
significativa (LSD) para comparar os resultados dos ensaios correspondentes a cada
variadvel. Os resultados mostraram que se pode estimular o crescimento do cultivo
tratado com campos magnéticos, quando se utilizam campos com densidades de fluxo
de 20mG, frequéncias de 100kHz e tempos de aplicacdo de 30s. As percentagens de
estimulacdo obtidas com este tratamento foram de 30% com respeito a um cultivo
controle.
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Introduccion

Las variables mas importantes en cualquier proceso biotecnoldgico y que requieren ser
controladas para el buen desempeno de los organismos implicados son, entre otras,
temperatura, pH, concentracion de nutrientes, presion, luminosidad, grado de agitacion
y concentracién de 02. Ademas, cualquier cuerpo sobre la faz de la tierra, esta sometido
al efecto de otras variables menos tangibles, pero igualmente importantes, como los
campos electromagnéticos (Polk y Postow, 1986; Ueno y Harada, 1982).

El efecto que los campos electromagnéticos ejercen sobre el crecimiento celular ha sido
estudiado desde el punto de vista biofisico, pero su aplicacion a la biotecnologia no se
ha estudiado de forma profunda; sélo en la Ultima década algunos estudios se han
dedicado a microorganismos de interés biotecnoldgico (Hirano et al., 1998; Jung y Sofer,
1997; Phillip et al. 1997; Ruzic et al. 1998; Goldsworthy et al., 1999).

Los campos electromagnéticos afectan la direccion de la migracion (Blakemore y Frankel,
1981; Farina et al., 1982, 1983; Mottas y Lins, 1986; Adamkiewicz et al., 1987) y
alteran el crecimiento y la reproduccion de los microorganismos (Jennison, 1937;
Kimball, 1938; Moore, 1979), causan cambios en la sintesis de ADN (Liboff et al., 1984),
en la orientacion de biomoléculas y biomembranas (Maret y Dransfeld, 1977) y alteran
el flujo de iones a través de la membrana plasmatica (Conti et al. 1985; Collis y Segal,



1988), generando como resultado neto una modificacion en la velocidad de reproduccién
celular (Gerencser et al., 1962; Pothakamury et al., 1993a; Goldsworthy et al., 1999).

El efecto que generan los campos magnéticos sobre el crecimiento celular se puede
clasificar (Pothakamury et al., 1993b) en inhibitorio, estimulatorio o no observable. Los
efectos de estimulacion o inhibicion de los campos magnéticos se han atribuido a
cambios en la orientacion de las biomoléculas (proteinas), cambios en las biomembranas
(lipidicas y plasmaticas), alteraciones del flujo de iones a través de la membrana
plasmatica y/o cambios en la estructura de las biomoléculas (Pothakamury et al.,
1993a).

Con base en el conocimiento del efecto que los campos magnéticos ejercen sobre los
microorganismos, resulta de interés desarrollar sistemas que, haciendo uso de los
campos electromagnéticos, estimulen el crecimiento de microorganismos de importancia
industrial, lo que podria redundar en la disminucién de los tiempos de fermentacion,
aumento en los rendimientos y disminucién de costos en procesos como la produccion
de cerveza, vino, pan, derivados lacteos, productos farmacéuticos, enzimas, entre
muchos otros.

Por otro lado, los campos electromagnéticos pueden usarse para inhibir el crecimiento
de los microorganismos, lo que se presenta como una posibilidad para la conservacion
de alimentos, al eliminar los microorganismos presentes en ellos y que pueden alterarlos
(Gerencser et al., 1962; Van Nostran et al., 1967; Pothakamury et al., 1993a, b;
Mertens y Knorr, 1992; Dallas, 1997).

Los mecanismos por los cuales los campos magnéticos afectan el desarrollo de los
microorganismos estan sin esclarecer completamente, pero se interpreta que se
desarrollan por efecto sobre la membrana plasmatica, con posibles repercusiones
metabolicas y accidon directa sobre las particulas coloidales del medio de cultivo. Se han
propuesto varias teorias para explicar el efecto de los campos magnéticos débiles sobre
los organismos y todas hacen mencién de un fendmeno denominado la resonancia del
ciclotrén, como uno de los responsables de dichos efectos (Liboff, 1985; Pothakamury et
al., 1993a; Goldsworthy et al., 1999). Los campos magnéticos pueden activar las
particulas coloidales del medio de cultivo, haciendo que estas remuevan parte del Ca
unido a los fosfolipidos de las membranas plasmaticas, incrementando su permeabilidad
y de esta forma, afectando el crecimiento de los microorganismos (Goldsworthy et al.,
1999).

Segun Baker y Judd (1996), el mejor efecto sobre las particulas coloidales se obtiene
cuando el medio liquido se hace pasar varias veces a través del dispositivo generador
de campo, pero estos dispositivos utilizan densidades de flujo magnético relativamente
altas (0,01-0,5T), lo cual presenta limitaciones econémicas. La forma de eliminar este
problema, es usando una bobina alrededor del tubo con el medio a tratar y aplicando
una senal de corriente alterna, la cual genera sobre un medio estatico el mismo efecto
que si el medio se estuviera moviendo con respecto al dispositivo generador del campo
(Goldsworthy et al., 1999).

En el presente trabajo se estudid el efecto de campos magnéticos de densidad de flujo
baja y alta frecuencia (hasta 100kHz), sobre un cultivo de Saccharomyces cerevisiae,
usando diferentes tiempos de exposicion.

Materiales y Métodos



Microbiolégicos

La cepa. Se utilizd una cepa holandesa de Saccharomyces uvarum, coédigo 1320 de
Laboratorios Alfred Jorgesen. Saccharomyces uvarum esta clasificada como una raza
fisioldgica de Saccharomyces cerevisiae (Bourgeois y Larpent, 1995). Se cultivé a 30°C
y pH de 5,0.

El medio de cultivo. La cepa inicial fue cultivada en agar Sabouraud sdlido al 4% vy
mantenida a 4°C en tubos cerrados. Para los diferentes ensayos con campos magnéticos
se tomaron indculos de este medio sélido y se inocularon medios liquidos previamente
esterilizados en autoclave a 121°C durante 15min. El medio liquido usado contiene (%
p/p): Glucosa 10; KH2P0O4 0,2; (NH4)S04 0,3; MgS047H20 0,1; extracto de levadura
0,4; peptona 0,36.

Determinacion de la concentracion celular. Se adoptd el método de peso seco (Garcia et
al., 1991) para realizar el recuento celular en todos los ensayos.

Condiciones de cultivo. Para los cultivos en los ensayos con campos magnéticos, se
partido de los microorganismos en los tubos en agar Saboureaud sélido, de éstos se
tomaron varias azadas y se colocaron en 100ml de medio liquido con la composicién
mencionada, el cual se dejé cultivando a 30°C por 24h. El medio liquido inoculado se
diluyé en medio fresco, hasta llevar su absorbancia a un valor entre 0,15-0,2 y se
repartid en tubos plasticos de 50ml, los cuales se sometieron a los campos magnéticos
y se dejaron creciendo entre 15-18h, después de las cuales se les evalud la
concentracion celular por medio del método de peso seco.

Para el tratamiento con campos magnéticos se usaron tubos plasticos de 50ml, estériles,
en los que se coloco el indculo en medio liquido. Los tubos permanecieron tapados
durante el tratamiento magnético en las bobinas y, durante el tiempo de incubacién
posterior, el cierre no fue hermético para evitar la anaerobiosis en su interior.

Magnéticos

El sistema para generacion de campos magnéticos consta de dos componentes
principales, el generador de sefal y el sistema de bobinas. La medicidn del campo se
realizé con un Gausimetro marca F.W. Bell, modelo 9550, de efecto Hall.

Generador de sefal. La seifal eléctrica usada para alimentar las bobinas se basé en el
sistema propuesto por Goldsworthy et al. (1999), con algunas modificaciones. El
generador entregd una onda cuadrada de amplitud pico-pico variable de 0-25V, con
frecuencia entre 10-120kHz, la cual fue modulada en amplitud por otra onda cuadrada
de frecuencia entre 0-3kHz. La sefal, la cual se monitore6 con un osciloscopio, se
liberaba como una serie de pulsos con una relacion marca:espacio 1:1 y con una
frecuencia de repeticion definido por la onda moduladora de 1kHz. Esta sefial se generd
modulando ondas cuadradas de 10, 50, 70, 80 6 100kHz, con otra onda cuadrada de
1kHz. La amplitud fue variable, dependiendo de la densidad de flujo usada en cada caso.
La sefial se entregaba a una bobina en el interior de la cual se colocaba un tubo plastico
con el cultivo de levadura, por un tiempo definido, entre 30 y 300s.

Disefio de las Bobinas. Se disefiaron bobinas para 10, 50, 60, 70, 80 y 100kHz, las cuales
se elaboraron en alambre trenzado, con un tubo de carton como soporte, un didmetro
interior de 3,8cm, altura de 10cm y nucleo de aire, en el interior del cual se coloco el



cultivo microbiano durante el tratamiento con campos magnéticos. Se disefiaron bobinas
para cada frecuencia con el objetivo de poder aplicar el teorema de la maxima
transferencia de potencia y de esa forma conseguir el mejor comportamiento del equipo
generador de sefal (Giacoletto, 1977). Las dimensiones de las bobinas se definieron con
base en las dimensiones de los tubos plasticos usados para contener el cultivo durante
la aplicacién del campo, buscando que el cultivo se ubicara en la region donde el campo
es mas uniforme, es decir el centro geométrico del cilindro conformado por la bobina
(Kaufman y Seidman, 1982). Por esta razén se presentd la necesidad de colocar varias
capas en algunas bobinas, en las que el nUmero de vueltas fue muy grande. Las bobinas
se construyeron con alambre trenzado de dos o tres hilos, segun el calibre usado (19-
22).

Disefios experimentales

Las variables que se evaluaron en este estudio, desde el punto de vista electromagnético
fueron: La densidad de flujo del campo aplicado (6 densidad de campo), la frecuencia
del mismo y el tiempo de aplicacién del tratamiento.

TABLA 1
DISENO 1: SUPERFICIE DE RESPUESTA - FACTORIAL
CENTRAL COMPUESTO

Tubo No. Frecuencia Tiempo Campo  Concentracion
(kHz) (s) (mG) Celular (g/1)

1 10 30 620 0.90
2 50 150 573 1,54
3 100 300 570 1.47
4 10 300 483 1,28
5 50 150 573 52
6 100 30 570 1,67
7 100 300 120 1.69
8 10 300 620 1,72
9 100 300 120 1,7
10 10 300 620 1,24
11 100 30 120 1.34
12 10 300 483 1.54
13 100 30 120 1.51
14 100 300 570 1.54
15 100 30 570 1,63
16 10 30 483 1,25
17 10 30 6210 0,93
18 10 30 483 1.16
Control 1.49
Control 1.73

Para buscar los rangos de valores de estas variables en los que se produjera algun efecto
sobre el crecimiento de S. cerevisiae, se adoptaron dos disefios experimentales de forma
consecutiva, centrando el estudio en los intervalos que presentaran mayor concentracion
celular (CB) en el cultivo. Se realizaron dos disefios Factorial Central Compuesto, en los
cuales se evalud el efecto de los factores (densidad de flujo de campo 120-620mG;
frecuencia 10-100kHz y tiempo 30-300s) sobre la CB. En estos disefios se uso el software



estadistico ESTAT-EASE, cada disefio Factorial Central Compuesto se hizo por duplicado.
Los datos experimentales obtenidos de estos disefios factoriales, se ajustaron a un
polinomio de la forma de la ecuacién 1 (Montgomery, 1991)

CB=a0+al1X1+a2X2+a3X3+

OO0 0000000000000O00000000000000000000 a1 2X1X24 01 3X1X3+a23X2 X3+

D000 000000000000000D000000000000000000 o1 23X1IX2X34011X124+0111X13+

,,,,,,,,,,,,,,,,,, O0O000000000000000000 a22X224+a222X23+a33X32+a333X33

(1)

donde los a, son las constantes de ajuste y X1, X2 y X3, son variables codificadas para
densidad de flujo de campo, frecuencia y tiempo, respectivamente. La codificacién de
las variables se realiza segun la ecuacién

— 2Ci T C:‘h = C‘il

X, (jh_cw/

i

s 1=1.,2.,3.

(2)
donde Ci, Cih y Cil son los factores en el valor dado, alto y bajo respectivamente.

Al modelo obtenido de cada diseno, se le aplicé un proceso de optimizacidon para
maximizar el valor de la respuesta (CB), y con base en ese resultado se intentd localizar
las combinaciones de las variables que mejor respuesta entregaran en el rango evaluado.

En la regidon que mejores resultados se obtuvo para la CB, se hicieron graficas de barras,
para observar el efecto individual de cada una de las variables sobre la variable
respuesta. La comparacion entre las barras de una misma grafica se hizo usando el
método de la minima diferencia significativa LSD (Montgomery, 1991), por medio del
software estadistico Statgraphics.

Resultados y Discusion
Secuencia de disefios de experimentos

Disefio 1: Primera aproximacion al problema. Se planted un disefio de experimento con
superficies de respuesta, en el cual se utilizé como factores la frecuencia, el tiempo vy la
densidad de campo, y la variable respuesta fue la concentracion celular (CB). Los niveles
de cada factor fueron frecuencia (10-100kHz), tiempo (30-300s) y densidad de campo
(120-620m@G). En la Tabla I se presenta el disefio Factorial Central Compuesto, con las
corridas en forma aleatoria. Los resultados del analisis de varianza del disefio 1 se
presentan en la Tabla II, donde los coeficientes corresponden a los factores en términos
de sus valores codificados.
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TABLA 11
RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION DEL
DISENO 1, FACTORIAL CENTRAL COMPUESTO

Factor (X)) Coeficiente () T P
Intercepto 1,50

A - Frecuencia 0.19 3,85 0.,0032
B - Tiempo -0.044 -0,46 0,6583
C - Campo -0,012 0,23 0.8256
2 -0.12 -1.01 03362
AB -0.15 -3,07 0.0119
BC -0,074 1,33 0,2132
BC* 0,28 2,31 0,0434
R*= 08110; F= 6,13 con 7 y 10 grados de libertad. CV= 10,25,

En el andlisis de varianza del disefo 1 (Tabla II), el valor del coeficiente de variacion
(10,25%) denota que los valores de la respuesta no se encuentran muy dispersos con
respecto a la media. Se observa que la frecuencia tiene un efecto positivo
estadisticamente significativo (P= 0,0032) sobre la respuesta, consecuente con lo
reportado por Goldsworthy et al. (1999), quienes afirman que la componente de alta
frecuencia en la onda modulada es muy importante, debido a los bajos niveles de campo
usados, porque el rapido movimiento de la onda compensa el muy bajo valor de densidad
de campo. Esto se evidencia en el trabajo de Chibowski et al. (1994) el cual demostré
gue la utilizacion de ondas RF puede activar particulas coloidales de CaCO3.

En la Tabla II también se observa una interaccidon negativa significativa (P= 0,0119)
entre la frecuencia y el tiempo, es decir si se utilizan frecuencias altas y tiempos altos
se podrian generar efectos negativos sobre el crecimiento celular, similar a lo reportado
por Goldsworthy et al. (1999). Para la interaccion positiva entre el tiempo y el término
cuadratico del campo (P= 0,0434) es dificil hacer una inferencia en esta parte del
estudio. Ademas, se ha encontrado en otros tipos de células (fibroblastos humanos) que
la interaccion entre la frecuencia y la densidad de campo puede tener un efecto positivo
pero saturable (Liboff et al., 1984).

La optimizacion del modelo del disefio 1, para maximizar el valor de CB como funcién
objetivo, entregd los resultados presentados en la Tabla III, donde se presentan varios
resultados de 6optimos locales con diferentes valores para la respuesta maxima. Ya que
varios de los 6ptimos locales y el maximo de ellos, se obtuvieron con una frecuencia de
100kHz, en la Figura 1 se presenta la respuesta grafica tridimensional del modelo fijando
la frecuencia en 100kHz. En esta Figura y la Tabla III se observa que el modelo predice
un valor maximo de la respuesta (CB), cuando el tiempo de exposicion es de 30s y se
trabaja en las proximidades de 390mG como densidad de flujo de campo aplicado.
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TABLA 111
OPTIMOS LOCALES PARA LA CONCENTRACION
CELULAR A PARTIR DEL DISENO 1

Solucién Frecuencia  Tiempo Campo Concentracion

(kHz) (s) (mG) Celular (g/1)
1 100,00 30,00 389,26 1,89
2 100,00 300,00 120,01 1,74
3 33,44 300,00 120,00 1.69
4 100,00 271,80 620,00 1.57
TABLA IV
DISENO 2: SUPERFICIE DE RESPUESTA - MODELO
FACTORIAL CENTRAL COMPUESTO
Tubo No. Campo Tiempo Concentracion
(mG) (s) Celular (g/1)
1 120,00 165 1,94
2 180,00 30 2,11
3 45,00 165 1.82
4 120,00 5 1.62
5 60,00 165 2,11
6 120,00 165 1,80
7 120,00 165 2,02
8 120,00 165 2,02
9 60,00 30 233
10 180,00 300 1,71
11 126,00 325 1.89
12 126,00 5 2,09
13 190,00 195 2,08
14 60,00 300 1,16
15 128,00 325 1.67
16 190,00 165 2,31
Control 2,24
Control 1,59

Control 1.55
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Figura 1. Superficie de Respuesta del Factorial Central Compuesto (Disefio 1).
Concentracion celular en funcion de la densidad de campo y del tiempo, a una frecuencia
de 100kHz.

Teniendo en cuenta que las soluciones 1 y 2 de la Tabla III son las mejores y ambas
presentan un valor de frecuencia de 100kHz, se definié esta frecuencia para los ensayos
posteriores y se evalué el comportamiento de las otras dos variables (campo y tiempo).
Por ello se disend un segundo grupo de experimentos, que evaluaria el comportamiento
de la respuesta en un rango mas estrecho de las variables campo y tiempo. El rango de
valores de campo a evaluar, estaria un poco por debajo del valor predicho en el proceso
de maximizacién, consecuente con lo observado por Goldsworthy et al. (1999), quienes
recomiendan valores de campo muy bajos cuando se estd trabajando con frecuencias
altas, si se quiere obtener estimulacion del crecimiento del cultivo de S. cerevisiae;
ademas, las soluciones 2 y 3 de la Tabla III, predijeron valores éptimos de la respuesta
usando valores de campo en el limite inferior del rango evaluado.

Disefio 2: Evaluacion del efecto del tiempo y de la densidad de flujo del campo, con
frecuencia constante de 100kHz. Se planted un disefio de experimento con superficies
de respuesta, en el cual se utilizd como factores el tiempo y la densidad de campo v la
variable respuesta fue CB. Los niveles de cada factor fueron tiempo (30-300s) y densidad
de campo (60-180mG). El disefio 2 con las corridas en forma aleatoria se presenta en
la Tabla IV y el andlisis de varianza de este disefio en la Tabla V. Los coeficientes en esta
Tabla corresponden a los factores en términos de sus valores codificados.
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TABLA V
RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION
DEL DISENO 2, FACTORIAL CENTRAL COMPUESTO

Factor (X)) Coeficiente () T P
Intercepto 1,86

A - Campo 0,10 1,60 0,1396
B - Tiempo -0.047 -0.55 0.5919
A? 0,087 0,105 0,3183
AB 0,19 1,89 0.0887
A’B -0,34 -2,65 0.0243

R*=0.6911; F= 448 con 5 y 10 grados de libertad. CV= 10,33.

En la Tabla V, el valor del coeficiente de variacion (10,33%) denota que los valores de
la respuesta no se encuentran muy dispersos con respecto a la media. No se observa un
efecto significativo del tiempo ni del campo, como variables individuales, pero si se
presenta un efecto positivo de la interaccién de estos dos factores (P= 0,0887), la cual
tiene una accion limitada debido a que la interaccién entre el término cuadratico del
campo y el tiempo tiene un efecto negativo (P= 0,0243).

La optimizacion del modelo del disefio 2, para maximizar el valor de CB como funcion
objetivo, generd los resultados presentados en la Tabla VI, que presenta varios
resultados de optimos locales, con diferentes valores para la respuesta maxima. En
la Figura 2 se presenta la superficie de respuesta tridimensional del disefo 2. En ella se
aprecia que los valores maximos de respuesta se obtendrian en el limite inferior tanto
de valores de campo como de tiempo. Ello sugiere que se podria encontrar mejores
resultados usando valores de campo y de tiempo en ese punto o aun menores. Se debe
resaltar que el tiempo obtenido para los maximos locales, tanto en el disefio 1 como en
el disefio 2 (Tablas III y VI), correspondio a 30s, lo cual es consecuente con lo reportado
por Goldsworthy et al. (1999).
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Figura 2. Superficie de respuesta del Factorial Central Compuesto (Disefio 2).
Concentracion celular en funcion de la densidad de campo y del tiempo, a una frecuencia
de 100 kHz.

La diversidad de soluciones entregadas en la optimizacion de los disefios 1 y 2 (Tablas
IIT y VI) denota que existen diferentes combinaciones de las variables que pueden
entregar resultados de estimulacién del crecimiento de la S. Cerevisiae. En este trabajo
se pretende encontrar una de las combinaciones, pero se debe tener en cuenta que no
es la Unica.

TABLA VI
OPTIMOS LOCALES PARA CONCENTRACION CELULAR
A PARTIR DEL DISENO 2

Solucion Campo Tiempo Concentracion
(mG) (s) Celular (g/1)

1 60,00 30,00 242

2 180,00 30,00 2.26

Se planted un nuevo disefio de experimentos (disefio 3) que cubriera los valores
correspondientes a los dptimos locales del disefio 2, manteniendo el valor de frecuencia
en 100kHz. Los resultados del disefio 3 (no mostrados), entregaron un R2= 0,2816 y
coeficiente de variacion CV= 21,69. Dichos resultados mostraron un efecto del campo
en los términos lineal, cuadratico y cubico, y no mostraron efecto del tiempo en el rango
evaluado. Debido al bajo R2 y al alto CV, estos resultados no permiten definir condiciones
concluyentes, por lo cual se decidid evaluar el efecto Unico de cada variable manteniendo
las otras dos fijas.
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Efecto de la densidad de flujo del campo aplicado sobre el crecimiento de S. cerevisiae

En la Figura 3 se presentan los valores promedio del crecimiento celular a diferentes
densidades de flujo. Cada concentracién celular de la Figura 3, corresponde al promedio
de 3 valores. Se observa que el campo de 20mG tiene un efecto marcado sobre el

crecimiento del cultivo, con un porcentaje de células extra de 30% con respecto al cultivo
control (OmG).
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Figura 3. Concentracidon celular de S. cerevisiae en funcion de la densidad de flujo
magnético, con un campo de 100 kHz aplicado por 30 s.

Al aplicar el método de la minima diferencia significativa (LSD) a los resultados de
la Figura 3, se encontré que el tratamiento con 20mG, presenta un crecimiento del
cultivo mayor que todos los demas (significativo al 95% de confianza), excepto el
tratamiento de 100mG. Este comportamiento de la respuesta con respecto a la variable
campo, permite inferir que estos valores solo son maximos locales y que pueden
encontrarse otros maximos en otros rangos. Por otra parte, demuestra la dependencia
no lineal de la respuesta con respecto al campo, similar a lo reportado por varios autores
(Kimball, 1938; Moore, 1979; Galar y Martinez, 1985; Hirano et al., 1998;
Goldsworthy et al., 1999) y a lo observado en los disefios 1 y 2.

Estos resultados con tan bajos valores en la densidad de campo representan un avance
en el estudio de la estimulacién del desarrollo de cultivos microbianos con campos
magnéticos, ya que la gran mayoria de los estudios reportados en la literatura utilizan
campos de densidad media y alta (Kimball, 1938; Gerencser et al., 1962; Van Nostran et
al., 1967; Maret y Dransfeld, 1977; Moore, 1979; Dihel et al., 1985; Galar y Martinez,
1985; Aoki et al., 1990; Malko et al., 1994; Jung y Sofer, 1997; Hirano et al., 1998). La
utilizacion de campos de extremadamente baja densidad posibilita la utilizacion de esta
tecnologia en sistemas de cultivo de mayor tamafio, sin que el costo de los dispositivos
necesarios se incremente considerablemente.

Efecto del tiempo de aplicacion del campo sobre el crecimiento de S. cerevisiae

En la Figura 4 se presentan resultados de la evaluaciéon del efecto del tiempo de
tratamiento magnético sobre el crecimiento del cultivo. Cada concentracién celular de
la Figura 4, corresponde al promedio de 3 0 mas valores. Se observa que el tratamiento
con 30s de aplicacion del campo tiene el mayor efecto positivo sobre el crecimiento del
cultivo de S. cerevisiae (significativo al 95% de confianza por el método LSD).
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Figura 4. Concentracion Celular en funcion del tiempo de aplicacion de un campo de 20
mG y 100 kHz.

Este resultado corrobora lo predicho con los disefios experimentales 1 y 2, en los cuales
la maximizacion de los respectivos modelos siempre entregé como 6ptimo local un
tiempo de 30s. Ademas es similar al reportado en la literatura para un tratamiento con
un campo magnético de esta misma naturaleza (Goldsworthy et al., 1999). Los bajos
valores en el tiempo de aplicacion del campo se explican porque la activacién de las
particulas coloidales por campos magnéticos es un fendmeno que permanece en el
tiempo, incluso varias horas después de terminada la exposicion (Higashitani et al.,
1992; Chibowski et al., 1994).

Estos resultados en tan cortos tiempos de exposicidn, representan un avance en el
estudio de la estimulacion del desarrollo de cultivos microbianos con campos
magnéticos, ya que la gran mayoria de los estudios reportados en la literatura (ver
referencias del apartado anterior) utilizan tiempos de exposicion del orden de minutos e
incluso horas. La utilizacion de tiempos tan cortos de exposicidn facilita el disefio de los
equipos de tratamiento con campos magnéticos, permitiendo incluso que se apliquen en
sistemas de tuberias con velocidades de flujo liguido moderadas (Baker y Judd, 1996).

Efecto de la frecuencia de oscilacion del campo sobre el crecimiento de S. cerevisiae

Se comparo el crecimiento celular presentado por los cultivos sometidos al efecto de
campos magnéticos de diferentes frecuencias, todos con un tiempo de exposicion de 30s
y una densidad de campo de 20mG (ensayo A). Adicionalmente, se escogieron
aleatoriamente otras condiciones de trabajo diferentes, y se evalud el mismo efecto para
observar si la respuesta tenia un comportamiento similar. Las otras condiciones de
trabajo fueron un campo de 162mG, un tiempo de exposicion de 60s y una concentracion
de indculo inicial mayor que el usado normalmente (ensayo B). Los resultados de estos
ensayos se presentan en la Figura 5, en la cual cada uno de los valores de concentracion
celular corresponden al promedio de tres valores.


http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0378-18442002001000006#fig5

D 2,57 [@Ensayo A:20mG, 30s; M Ensayo B: 162 mG, 60 s
@ i

= 2

©

C 1,51

C

O

s 14

o

g 097

e

Q T T T T 1
8 0

0 10 50 70 100
Frecuencia (kHz)

Figura 5. Concentracion celular en funcién de la frecuencia del campo aplicado, para dos
densidades de flujo y tiempos diferentes

En la Figura 5 se observa que en el ensayo A, en todos los casos excepto en 70kHz, las
condiciones del tratamiento generan estimulacién del crecimiento del cultivo con
respecto a los controles, es decir se presentan porcentajes de células extra positivos;
mientras que en el ensayo B, todos los tratamientos magnéticos generan inhibicion del
crecimiento del cultivo con respecto a los controles. Se debe resaltar el hecho de que,
aunque un tratamiento es inhibitorio (B) y el otro estimulatorio (A), los dos ensayos
tienen el mismo patrén de comportamiento del crecimiento con respecto a la frecuencia,
es decir, en los dos tratamientos la frecuencia que mayor crecimiento permite con
respecto a los controles, es la de 100kHz, seguida por la de 50kHz y en ambos casos la
frecuencia de 70kHz, fue la que menor crecimiento permitié.

La similitud de la respuesta grafica de los ensayos A y B permite inferir que los aumentos
de frecuencia tienden a aumentar el valor de la concentracion celular de la levadura,
consecuente con lo observado en el disefio 1 y con algunos reportes de literatura. Galar
y Martinez (1985), encontraron que campos magnéticos con frecuencias de 120, 60 y
OHz tenian efectos diferentes sobre el crecimiento de S. cerevisiae, siendo
estimulatorios, inhibitorios y nulos, respectivamente. Moore (1979), trabajé con 5 tipos
de bacterias y una levadura, y encontré que al aumentar la frecuencia del campo
magnético aplicado desde 0 hasta 0,3Hz se pueden obtener niveles de estimulaciéon del
cultivo.

El efecto que tiene la frecuencia sobre el crecimiento de S. cerevisiae, esta asociado con
el efecto que genera sobre las particulas coloidales en el medio de cultivo, fundamentado
en el fenomeno denominado resonancia del ciclotrén, el cual puede generar una cascada
de respuesta en el sistema metabdlico celular, después de que los iones circundantes
han interactuado con la membrana por accién de un campo magnético externo sobre el
sistema de cultivo (Liboff, 1985). La utilizacion de frecuencias en el orden de 100kHz,
permite que los valores de densidad de campo usados puedan ser muy bajos, siendo
particularmente importante la componente interna de la onda, por ser la de mayor
frecuencia (Chibowski et al., 1994; Goldsworthy et al., 1999).

Conclusiones
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- El crecimiento de S. cerevisiae es afectado al exponerla a un campo magnético
variable. El efecto que genera el campo depende de su densidad, frecuencia y del tiempo
de exposicion, y puede ser para estimular el crecimiento o para inhibirlo. En los rangos
evaluados en este trabajo la mejor combinacidon de las variables para estimular el
crecimiento se encuentra en 20mG, 100kHz y 30s.

- Estos tres factores, siendo importantes como variables independientes, pueden
también generar interacciones importantes entre ellas, que repercutan en el crecimiento
de S. cerevisiae.

- La posibilidad de obtener efectos con densidades de campo extremadamente bajas y
tiempos de exposicidn muy cortos pone de manifiesto la potencialidad que tiene este
tipo de tecnologias, de ser escaladas a niveles de produccién industrial, dado que los
dispositivos que se requeririan no tendrian grandes consumos de energia, ni tamanos
exageradamente grandes.

- Se debe tener en cuenta que los resultados obtenidos en este trabajo, corresponden a
una combinacidén, entre varias posibles de las variables estudiadas, que pueden generar
efectos sobre el crecimiento de la S. cerevisiae.
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