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ACCION DE UN CAMPO MAGNETICO SOBRE UN CULTIVO

AIREADO DE Saccharomyces cerevisiae

José Edgar Zapata Montoya, Margarita Hoyos Ramirez y Germdn Moreno Ospina

RESUMEN

El crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en
melaza (miel virgen de cafia) fue evaluado en presencia de un
campo magnético (CM) variable de alta frecuencia y extremada-
mente baja intensidad. Se compararon los resultados obtenidos en
cultivos creciendo bajo la accion del CM y en condiciones am-
bientales normales (controles). Se hicieron ensayos en
fermentadores de 400ml, a 25°C. El flujo de aire utilizado en
cada fermentador fue de aproximadamente 1vwvm. El CM, con fre-
cuencia de 100kHz y densidad de campo de 250mG fue aplicado
por 200s. Los resultados mostraron que el CM puede estimular el
crecimiento del cultivo bajo condiciones de aireacion y sin ellas,
mostrando un limite para el efecto de estimulacion, por encima
del cual se puede presentar un efecto inhibitorio sobre el creci-

miento del cultivo. Bajo ciertas condiciones, el cultivo presenta
una especie de adaptacion al efecto del CM y la levadura puede
superar la inhibicion provocada por éste. Se observé que los CM
afectan el consumo de sustrato por parte del cultivo, mostrando
que bajo ciertas condiciones los microorganismos tratados pueden
tener mejor aprovechamiento del sustrato. La aireacion del cultivo
puede interactuar con el efecto de los CM sobre su crecimiento y
consumo de sustrato. Al aplicar una dosis de tratamiento magné-
tico al cultivo de levadura, se encontré que a las 25h el cultivo
con tratamiento presentaba un crecimiento 14,4% mayor que el
cultivo control. Al mismo tiempo el consumo de sustrato por parte
del cultivo tratado era menor que el del control.
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Lins, 1986; Adamkiewicz et
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2002). Los efectos de los CM
sobre el crecimiento de los

del flujo de iones a través de
la membrana plasmatica (Conti

Los campos magnéticos
(CM) generan efectos de dife-
rente naturaleza sobre las célu-
las de los microorganismos.
Entre los efectos mds impor-
tantes encontrados se cuentan
cambios en la direccién de mi-
gracion (Blakemore y Frankel,
1981; Farina et al., 1982; Fa-

al., 1987), alteracion del creci-
miento y la reproduccién
(Jennison, 1937; Kimball,
1938; Moore, 1979), cambios
en la sintesis de ADN (Liboff
et al., 1984) y en la orienta-
cién de biomoléculas y
biomembranas (Maret Yy
Dransfeld, 1977), y alteracién

et al., 1985; Collis y Segal,
1988). Estos efectos de mane-
ra individual o combinada, ge-
neran como resultado neto una
modificacion en la velocidad
de reproduccién celular (Ge-
rencser et al., 1962; Pothaka-
mury et al., 1993; Goldswor-
thy et al., 1999; Zapata et al.,

microorganismos pueden ser
para incrementarlo o para dis-
minuirlo (Pothakamury et al.,
1993). Ademds, se puede afec-
tar el consumo de sustrato por
parte del cultivo (Jung y Sofer,
1997).

En el presente trabajo se
evalué el crecimiento de la le-
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SUMMARY

The growth of a Saccharomyces cerevisiae culture in cane
molasses was evaluated under the action of a variable magnetic
field (MF) of high frequency and very low flux density. Cultures
growing under MF action were compared against cultures in
normal environment (control). Tests were performed in 400ml
reactors at 25°C. The air flux in the reactors was approximately
1 vwvm. A 100kHz MF of 250mG was applied for 200s. Results
show that the MF can stimulate culture growth with and without
aeration and that there is a limit for the stimulation over which
growing inhibition appears. Under certain conditions, the culture

RESUMO

O crescimento do fermento Saccharomyces cerevisiae em
melaco (mel virgem de cana) foi avaliado na presengca de um
campo magnético (CM) varidvel de alta freqgiiéncia e extrema-
mente baixa intensidade. Compararam-se os resultados obtidos
em cultivos crescendo sob a a¢do do CM e em condigdes ambi-
entais normais (controles). Fizeram-se ensaios em fermentadores
de 400ml, a 25°C. O fluxo de ar utilizado em cada fermentador
foi de aproximadamente Ivvm. O CM, com freqiiéncia de
100kHz e densidade de campo de 250mG foi aplicado por 200s.
Os resultados mostraram que o CM pode estimular o crescimen-
to do cultivo sob condicbes de arejamento e sem elas, mostrando
um limite para o efeito de estimulagcdo, por encima do qual se
pode apresentar um efeito inibitorio sobre o crescimento do cul-

presents a sort of adaptation to the MF action and the yeast can
overcome the inhibition. It was noticed that MF affects substrate
consumption, which means that under certain conditions MF
treated micro-organisms can make better use of the substrate.
Culture aeration interacts with the MF effect on growth and
substrate consumption. After application on a single MF
treatment to the yeast culture, it was noticed that after 25h the
culture showed a 14.4% growth increment compared to the con-
trol. Also, substrate consumption by the treated culture was
lower than in the control culture.

tivo. Sob certas condigdes, o cultivo apresenta uma espécie de
adaptagdo ao efeito do CM e o fermento pode superar a inibi-
¢do provocada por este. Observou-se que os CM afetam o con-
sumo de substrato por parte do cultivo, mostrando que sob cer-
tas condigbes os microorganismos tratados podem ter melhor
aproveitamento do substrato. O arejamento do cultivo pode
interatuar com o efeito dos CM sobre seu crescimento e consu-
mo de substrato. Ao aplicar uma dose de tratamento magnético
ao cultivo da levedura, se encontrou que apos 25h o cultivo com
tratamento apresentava um crescimento 14,4% maior que o cul-
tivo controle. Ao mesmo tempo o consumo de substrato por par-
te do cultivo tratado era menor que o do controle.

vadura Saccharomyces cerevi-
siae en melasa (miel virgen),
en presencia de un CM varia-
ble de alta frecuencia y extre-
madamente baja intensidad. Se
compararon los resultados obte-
nidos en cultivos creciendo bajo
la accién del CM y cultivos cre-
ciendo en condiciones ambienta-
les normales (control), en siste-
mas aireados y no aireados,
considerando para la compara-
cién el crecimiento del cultivo
y el consumo de sustrato.

Materiales y Métodos

Microbiologicos

La cepa. Se utiliz6 una cepa
comercial de Saccharomyces
cerevisiae panaria, la cual se
adquiri6é deshidratada en un
supermercado local de la ciu-
dad de Medellin, Colombia.
La cepa inicial fue reactivada
inoculando la levadura al 3%
(p/v) en un medio de cultivo
liquido, durante 24h a 30°C.
El medio liquido fue previa-
mente esterilizado a 121°C y
contenia (% p/p) miel virgen
de cana (20), KH,PO, (0,2),
(NH,)SO, (0,3), MgSO,7H,0O
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(0,1), extracto de levadura
(0,4), y peptona (0,36). Este
mismo medio fue utilizado
como medio de cultivo durante
las fermentaciones. Tras 24h
de cultivo en medio liquido, la
levadura se extendié sobre
agar Saboureaud sélido y se
mantuvo a 30°C, por 24h
como minimo, para tener una
provisién de la cepa para los
diferentes ensayos.
Condiciones de cultivo. Se uti-
lizaron fermentadores cilindri-
cos de 600ml de capacidad,
con un diametro de 8,1cm, sin
agitacién mecdnica y aireados
por medio de un aspersor de
vidrio con aire previamente
filtrado. Para las fermentacio-
nes se partié de los microorga-
nismos en los tubos en agar
Saboureaud sélido. De estos
tubos se tomaron las células
por disolucién en medio liqui-
do, se llevaron a los recipien-
tes de fermentacion, cada uno
con 400ml de medio liquido,
buscando en cada caso que la
absorbancia fuera entre 0,15 y
0,20 (0,6g/1). El flujo de aire
utilizado en cada fermentador
fue de aproximadamente 1vvm
y la temperatura de 25°C.

Determinaciones analiticas. Se
tomaron muestras del caldo de
fermentacién a intervalos de
tiempo variable (entre 4 y 8h).
De estas muestras se hicieron
andlisis de azucar y biomasa.
Se adopté el método de peso
seco para el andlisis de bioma-
sa (Garcia et al., 1991) y para
el andlisis de azdcares se utili-
z6 el método de antrona (Cas-
tafio y Gémez, 1995). Se toma-
ron dos fermentadores como
controles (sin aplicacién de
CM) y a los otros dos se les
aplicé el tratamiento con CM.
Se grafic6 la concentracion de
biomasa contra el tiempo y la
concentracién de azicar contra
el tiempo. En cada punto de
las graficas se sefiald la varia-
bilidad de los datos como +/-
la desviacion estdandar de las
dos réplicas realizadas.

Magnéticos

Sistema de aplicacion de CM.
El sistema para generacion de
CM se constituy6é de dos com-
ponentes principales, el genera-
dor de sefial y el sistema de
bobinas. La medicién del cam-
po se realizé con un Gausime-

tro de efecto Hall, marca FW.
Bell, modelo 9550.

La sefal eléctrica usada para
alimentar las bobinas se basé
en el sistema propuesto por
Goldsworthy et al. (1999), con
algunas modificaciones. El ge-
nerador entregd una onda cua-
drada de amplitud pico-pico
variable de 0-25v, con frecuen-
cia entre 10 y 120kHz, la cual
fue modulada en amplitud por
otra onda cuadrada de frecuen-
cia entre 0 y 3kHz. La sefial,
que fue monitoreada en un os-
ciloscopio, se liberaba como
una serie de pulsos con una re-
lacién marca:espacio 1:1 y con
una frecuencia de repeticion
definido por la onda modulado-
ra de 1kHz. Esta sefial se gene-
ré modulando una onda cua-
drada de 100kHz, con otra
onda cuadrada de 1kHz. La se-
flal se entregaba a una bobina
en el interior de la cual se co-
locaron los fermentadores, por
un tiempo de 200s. La densi-
dad de campo usada fue de
250mG.

Diseiio de las bobinas. Se di-
seflaron bobinas para una fre-
cuencia de 100kHz, las cuales
se elaboraron en alambre tren-
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zado, con un tubo de cartén
como soporte, con didmetro
interior de 8,2cm, altura de
15cm y nicleo de aire, en el
interior del cual se colocaron
los recipientes de fermentacién
durante el tratamiento con
CM. Las dimensiones de las
bobinas se definieron con base
en las dimensiones de los reci-
pientes usados para contener el
cultivo durante la aplicacién
del campo, buscando que el
cultivo se ubicara en la region
donde el campo es mds unifor-
me, es decir el centro geomé-
trico del cilindro conformado
por la bobina (Kaufman y
Seidman, 1982).

Modo de Operacion

Tipo de ensayos. Se aplicaron
tratamientos con CM de la si-
guiente forma:

A- Una dosis sin aireacion:
Aplicacién de un tratamiento
antes de iniciar la fermentacion
sin aireacion.

B- Una dosis con aireacion:
Aplicacién de un tratamiento
antes de iniciar la fermentacion
con aireacion.

C- Dos dosis con aireacion:
Aplicacién de un tratamiento
antes de iniciar la fermenta-
cién y otro a las 4 horas con
aireacion.

D- Tres dosis con aireacion:
Aplicacién de un tratamiento
antes de iniciar la fermentacion,
otro a las 2 horas y otro a las
4 horas con aireacion.

Resultados y Discusion

Ensayo A - Una dosis sin
aireacion

El objetivo de este experi-
mento fue evaluar la accién de
los campos magnético sobre un
cultivo con el menor nimero
de perturbaciones posibles, y
tener un punto de referencia
para comparar la posible inte-
raccién de los CM con la pre-
sencia del oxigeno. En la Figu-
ra la se presenta la curva de
crecimiento de un cultivo de
levadura bajo la accién de CM,
comparado con la de un cultivo
control (sin CM). En la figura
se aprecia como las curvas de
crecimiento para los dos culti-
vos proceden de forma practi-

camente igual durante las pri-
meras horas, presentando dife-
rencias después de iniciada la
fase de crecimiento exponen-
cial. Esta diferencia se incre-
ment6 levemente a través del
tiempo, hasta que finalizé la
fase exponencial. Después de
10h, el cultivo que recibié el
tratamiento con CM manifestd
un crecimiento celular 4,4%
mayor que el control. Este re-
sultado se corresponde con las
observaciones de Goldsworthy
et al. (1999) y Zapata et al.
(2002), quienes aplicaron CM
de extremadamente baja inten-
sidad y alta frecuencia, sobre S.
cerevisiae provocando estimula-
cién en su crecimiento.

En la Figura 1b se presentan
las curvas de concentraciéon de
sustrato contra tiempo para los
dos cultivos. Se observa que la
concentracién de azucar en los
controles es mayor que en los
tratamientos. Con la forma de
las curvas en la Figura 1, se
observa que aunque los CM
afectan el crecimiento de la S.
cerevisiae, no afectan de mane-
ra apreciable su capacidad para
consumir sustrato, bajo las con-
diciones de operacion presentes
(sin aireacion). Por eso la leve
diferencia entre las curvas de
sustrato (Figura 1b) se puede
explicar con base en que los
cultivos sometidos a CM tienen
una mayor concentracién de
células de levadura, por lo que
el consumo de sustrato es ma-
yor en ellos. Se debe tener en
cuenta que en un cultivo sin ai-
reacion, €ste se orienta hacia la
fermentacién mds que hacia la
produccién de biomasa (Duarte,
1998).

Ensayo B - Una dosis con
aireacion

Se aplicé un tratamiento
(una dosis) de CM al cultivo,
durante los primeros minutos
del proceso de fermentacion ai-
reada. En la Figura 2a se pre-
senta la curva de crecimiento
de este cultivo, comparado con
un cultivo control (sin CM). En
esta figura se observa que los
dos cultivos permanecen practi-
camente iguales durante las pri-
meras horas, presentdndose di-
ferencias a partir de 10h. A las
25h, el cultivo con tratamiento
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Concentraciéon de azdcar (g/l)
3

Tiempo (h)

Figura 1. a: crecimiento y b: consumo de sustrato en el cultivo de
S. cerevisiae en miel virgen, con aplicacién de una dosis de CM en

un cultivo no aireado.

presenta un crecimiento 14,4%
mayor que el cultivo control.
Obsérvese que tanto en el ensa-
yo A como en el B, se presen-
ta un cierto nivel de incremen-
to en el crecimiento del cultivo

tratado con respecto al control,
siendo mayor este incremento
en el ensayo B. Esto se debe
en parte a la presencia del O,
en el ensayo B, que hace que
el cultivo se oriente hacia la

30

204

Biomasa (g/l)

1004

604

404

Concentracion de azucar (g/l)

204

Tiempo (h)

Figura 2. a: crecimiento y b: consumo de sustrato en el cultivo de
S. cerevisiae en miel virgen, con aplicacién de una dosis de CM en

un cultivo aireado.
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produccién de biomasa. Tam-
bién se puede atribuir a la tur-
bulencia producida por la airea-
cién, que genera un mayor
efecto del CM al combinar el
efecto entre el movimiento de
las particulas en suspensién y
la oscilacién del campo
(Higashitani et al., 1992; Gold-
sworthy er al., 1999). Ademas,
se ha observado que el CM
puede afectar la adsorcién-des-
orcion del O, en solucién y de
esta forma afectar la utilizacion
del O, por parte de los organis-
mos vivos (Ueno y Harada,
1982).

En la Figura 2b se presentan
las curvas de concentracién de
sustrato contra tiempo para los
dos cultivos. Se observa que el
consumo de azicar por parte
del cultivo control es mayor
que el del tratamiento con CM.
Una probable causa de esto es
que el tratamiento con CM ge-
nere un mejor aprovechamiento
del sustrato que ingresa a la
célula y de esa forma aunque
la poblacién microbiana en el
cultivo sea mayor, el consumo
de sustrato es menor. En efec-
to, el CM puede acelerar la en-
trada de algunos iones de im-
portancia metabdlica como
Ca** (Conti et al., 1985; Dihel
et al., 1985; Pothakamury et
al., 1993) y Na* (Collis y
Segal, 1988), y de esta forma
aumentar la velocidad de las
bombas de Na*/Ca* o K*/Ca™,
resultando en un mayor flujo
de Ca*™ o de otros iones a tra-
vés de la membrana (Liboff,
1985); de esta manera, parte de
la energia magnética transferida
al i6n desde el campo magnéti-
co variable, ayuda a cumplir
una accion fisioldgica (trans-
porte de Ca*"), con lo que la
célula puede ahorrar parte de
su energia y en consecuencia
requerir menos sustrato para su
metabolismo. Esto se puede ex-
plicar considerando que los
gradientes de concentracién
electroquimicos que se generan
con las bombas de Na-K (y
con otras bombas) aportan
energia suficiente para el trans-
porte activo de diversas sustan-
cias esenciales. En estos siste-
mas, una proteina portadora
puede co-transportar moléculas
de importancia metabdlica con-
tra su gradiente de concentra-
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cién, mientras se desplazan
iones Na*, K* o H* a favor de
su gradiente de concentracion
(Solomon et al., 2001).

Ensayo C - Dos dosis con
aireacion

En este caso se aplicé una
dosis de CM al cultivo durante
los primeros minutos del proce-
so de fermentacion aireada y
una segunda dosis tras 4h de
cultivo. En la Figura 3a se pre-
senta la curva de crecimiento
de este cultivo, comparado con
un cultivo control. Se observa
que aunque el cultivo con apli-
cacion del tratamiento con CM,
inicialmente estaba un poco por
encima del control, después de
la aplicacion de la segunda do-
sis, los dos cultivos se igualan
y al final del tiempo de cultivo
los controles estdn 8,6%, por
encima del cultivo tratado con
CM. Este comportamiento se
puede explicar teniendo en
cuenta que el efecto fisiologico
logrado con una dosis de CM
puede convertirse en un efecto
adverso para el crecimiento,
cuando el tiempo de aplicacion
supera un cierto valor. Este re-
sultado concuerda con lo obser-
vado por Goldsworthy er al. en
1999 y por Zapata et al. en
2002, quienes observaron que
al aplicar CM variables de ex-
tremadamente baja intensidad y
alta frecuencia sobre cultivos
de S. cerevisiae con diferentes
tiempos de tratamiento, existia
un tiempo al cual la estimula-
cién del cultivo tratado era
maxima con respecto al con-
trol, pero que por encima de
ese tiempo, se presentaba una
inhibicién del cultivo tratado
con respecto al control.

En la Figura 3b se presentan
las curvas de concentracion de
sustrato contra tiempo para los
dos cultivos. Allf la concentra-
cién de sustrato del cultivo con
tratamiento estd un poco por
debajo con respecto al cultivo
control y se mantiene asi du-
rante todo el proceso de fer-
mentacién. Teniendo en cuenta
que el cultivo tratado con CM
tiene un crecimiento de bioma-
sa menor que el control, pare-
cerfa contradictorio que tuviera
un mayor consumo de sustrato.
La posible explicacion estd en

Biomasa (g/l)

Concentracién de azucar (9/1)

140- .....................................................................................................
100 oo NN
—— Control
100. .......................................

—=— Tratamiento

15 20 25 B

Tiempo (h)

Figura 3. a: crecimiento de S. cerevisiae, y b: consumo de sustrato
en el cultivo en miel virgen, con aplicacién de dos dosis de CM en

un cultivo aireado.

que el cultivo tratado puede es-
tar sometido a una condicién
de estrés por accién de la do-
ble aplicacion del tratamiento
con CM (dos dosis), lo cual le
puede representar un mayor
desgaste de energia y en ulti-
mas un mayor consumo de
sustrato, aunque su crecimiento

35

celular no sea mayor.

Ensayo D - Tres dosis con
aireacion

Se aplic6 una dosis de CM
durante los primeros minutos
del proceso de fermentacién ai-
reada, una segunda dosis a las

254

204

Biomasa (g/l)

140 1
120 1
100
80 o rerree e
604

20

Concentracion de azucar (g/l)

i5 20 2% 3

Tiempo (h)

Figura 4. a: crecimiento de S. cerevisiae, y b: consumo de sustrato
en el cultivo en miel virgen, con aplicacién de tres dosis de CM en

un cultivo aireado.
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2h de cultivo y una tercera a
las 4h. En la Figura 4a se pre-
senta la curva de crecimiento
de este cultivo, comparado con
un cultivo control. En ella se
observa que los dos cultivos
presentan un crecimiento simi-
lar hasta 7h, después de lo cual
el cultivo con tratamiento se
eleva por encima de los contro-
les llegando a una diferencia
mdxima de 3,9% a las 13h. Al
final del ensayo, las diferencias
entre los tratamientos y los
controles, se aminora, sin llegar
a igualarse. Al analizar estos
resultados conjuntamente con
los de las Figuras 1, 3y 5, se
denota un mecanismo complejo
de interaccién entre los CM y
el cultivo de levadura. Parece
ser que la aplicaciéon de una
tercera dosis reactiva el meta-
bolismo de las células de leva-
dura, activando mecanismos de
estimulacién que no se presen-
taban con la aplicacion de un
nimero de dosis inferior. Otra
posible explicacién es la adap-
tacion del microorganismo a la
presencia del CM después de
un cierto tiempo de exposicion,
quizds por una mayor presion
selectiva al aplicar dosis de
CM magnético a intervalos de
tiempo menores. Esto es conse-
cuente con lo observado por
Gerencser et al. en 1962, quie-
nes al someter un cultivo de
Serratia marcescens al efecto
de CM, observaron que el cre-
cimiento del cultivo tratado era
superior inicialmente, después
de algtin tiempo estaba por de-
bajo, y al final estaba conside-
rablemente por encima del con-
trol. A esto se le atribuyd una
adaptacion del cultivo a la pre-
sencia del CM.

En la Figura 4b se observa
que el consumo de sustrato del
cultivo control y del tratado,
durante las primeras horas es
muy similar. Después de 7h, el
control tiene menor consumo y
al final del proceso de fermen-
tacion, el cultivo tratado tiene
menor consumo de sustrato. Se
llega a un resultado similar al
presentado en las Figuras 2a y
b, en las que a pesar de tenerse
un mayor crecimiento de la
biomasa se tiene un menor
consumo de sustrato, con lo
que se manifiesta un mejor
aprovechamiento del sustrato

por parte del cultivo sometido
al CM.

Conclusiones

Con base en los resultados
presentados sobre el crecimien-
to de la levadura y el consumo
de sustrato en presencia de
CM, se puede concluir:

Los CM afectan el creci-
miento de los cultivos de leva-
dura y pueden incrementar la
concentracion celular por apli-
cacién de una o varias dosis.
Ademads pueden afectar la efi-
ciencia en el consumo de sus-
trato, puesto que los cultivos
tratados con CM presentan, en
algunos casos, menores consu-
mos de sustrato que los contro-
les, a pesar de tener mayor
concentracién de biomasa.

La presencia de un sistema
de aireacion puede interactuar
con el CM, debido al movi-
miento de las particulas en el
interior del fluido que cruzan
las lineas de campo, modifican-
do su forma de accidn, ademas
del efecto que los CM sobre el
O, disuelto en un medio liqui-
do.

El efecto de los CM sobre el
crecimiento del cultivo no
siempre es de incremento, y
bajo ciertas condiciones se pre-
senta descenso del crecimiento
del cultivo tratado con respecto
a sus controles. Aunque para
este fenémeno no se tiene una
explicacion, parece ser que el
efecto metabolico que los CM
generan sobre las células de le-
vadura, puede ser nocivo para
su crecimiento si se supera un
cierto umbral. Por otro lado, se
observa que cultivos sometidos
a tratamientos inclusive por en-
cima de dicho umbral, pueden
llegar a presentar una especie
de adaptacién al ambiente mag-
netizado, presentando al final
un crecimiento mayor que los
cultivos control.

Por la complejidad de la in-
teraccion del CM con los orga-
nismos vivos, se requiere ade-
lantar estudios que examinen el
fenémeno en cuanto al metabo-
lismo celular, para evaluar si
existen algunas protefnas ya sea
actuando como sistemas enzi-
mdticos o como proteinas
transportadoras, que se vean
afectadas por la presencia del
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CM. Ademas, se debe estudiar
con mas detalle el efecto del
CM sobre el transporte a través
de las membranas celulares.
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