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RESUMEN

El desarrollo del proyecto en la primera etapa involucré el uso de laboratorios, de microbio-
logia y el laboratorio piloto de investigacién, debido a la necesidad de compartir equipos
para diferentes procesos que requeria el cultivo de Lactobacillus plantarum. En la segunda
etapay en esta Ultima etapa solo se trabajé en el laboratorio piloto. Se han desarrollado los
trabajos de aislamiento y cultivo microbiolégico, y de preparacion de los sistemas de gene-
racion de campo magnético alterno de hasta 53 kHz. Se ha logrado obtener lainfluencia del
campo magnético variable en el crecimiento del Lactobacillus, observando que las muestras
sometidas acampo en tiempos cortos y mediana frecuencia han producido un aumento de
colonias aproximadamente en un 70% mas, comparado con las muestras control.

PALABRAS CLAVE: Campos magnéticos alternos, crecimiento, metabolismo, Lactobacillus.

EFFECTS OF MAGNETIC FIELDS AND GROWTH METABOLISM
OF LACTOBOCILLUS AND E. COLI

ABSTRACT

The development of the project in the first stage involves the use of laboratories, microbi-
ology and pilot research laboratory, because of the need to share equipment for different
processes requiring the cultivation of Lactobacillus plantarum. In the second stage and at
this late stage only worked on the pilot laboratory. They have developed insulation work,
and microbiological preparation and systems generating alternating magnetic field of
up to 53 kHz culture. It has been possible to obtain the influence of variable magnetic
field on the growth of Lactobacillus, noting that the samples subjected to field in short
and medium frequency times have produced an increase of approximately colonies in
70% more, compared to the control samples.
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Introduccion

no de los sectores que presenta mayor auge en el Perd, es la industria de

lacteos con una tasa anual de crecimiento de 9%. Dentro de sus deriva-

dos son bienes altamente cotizados el queso y el yogurt, que en nuestro

pais presentan un pujante sector artesanal e industrial en desarrollo.
Esta produccion se basa en la utilizacion de bacterias lacticas como Lactobacillus
acidophilus y S. thermofillus, que se valen de su capacidad de desdoblar la lactosa
y de fermentar azucares.

El estudio de los factores biofisicos involucrados en el proceso biotecnoldgico de la
fermentacion y sus consecuencias son de completo interés, estos son; la temperatura,
pH, concentracion de nutrientes y oxigeno. La velocidad de fermentacion del proceso
estd en una relacién directa con el nivel de division y concentracién celular, siendo esta
caracteristica la principal en los procesos de produccién, ya que determinan el nivel de
la calidad del producto.

Una de las fuerzas que afecta a todo organismo sobre la tierra es el campo magnético,
que no puede ser percibido de manera clara, pero tiene gran influencia en los sistemas
vivos, debido a la capacidad de alterar el flujo de iones a través de la membrana celular, de
re direccionar las biomoléculas y hasta entrar en resonancia con las moléculas orgénicas.
Estos efectos son observables metabélicamente a nivel de un organismo procariota en
su division celular y sobre todo en los canales de iones, estructuras proteicas asociadas
alamembrana.

Para incrementar el conocimiento y aplicabilidad en el campo de la, biotecnologia,
se ha trabajado en la investigacion de los posibles efectos de los campos magnéticos de
baja intensidad en el crecimiento y metabolismo de Lactobacllus acidophilus, y Plantarum
utilizando exposiciones variables de tiempos, con intensidades del orden de miliGauss y
de frecuencias en los 6rdenes de los Khz.

Objetivos

General:

o Determinar la influencia del campo magnético de intensidad variable y de baja fre-
cuencia en el crecimiento y metabolismo de Lactobacillus y E. colli.
Especificos:

o Determinarel rango de intensidad dptima de campo magnético sobre el crecimiento
y desarrollo de Lactobacillus.

o Evaluacién del metabolismo de Lactobacillus bajo la influencia de campo magnético
en comparacion con los producidos en condiciones normales.
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Hipatesis

La exposicidn de un campo magnético variable de baja intensidad fomentara a una mayor
division celulary no afectara al metabolismo de Lactobacillus con respecto a los expuestos
a condiciones normales.

Método

Materiales insumos y equipos usados
Material bioldgico:

Cepas ATCC Lactobacillus

Medios de cultivos:

Caldo MRS Rogosa

Caldo BHI

Agar MRS Rogosa

Materiales de vidrio

Tubo de ensayo sin tapa 5.5 ml

Pipeteador pump de 25 ml

Biker 250 ml

Embudo mediano

Probeta 50 ml

Tubos tapa rosca pyrex 13x100

Equipos

Autoclave

estufa

termémetro

Mechero

Cémara de NeuBauer

Espectrofotometro

Microscopio con adaptacion de camara fotografica
Generador de funciones 10khz - 1 MHz
Osciloscopio de 20 MHz

Medidor de campo magnético de alta frecuencia
Bobinas generadoras de campo magnético de 10- 60 kHz
Voltimetro

Inductametro.
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Adquisicion de insumos y materiales

En los meses de junio y noviembre del 2013 Se adquirieron los materiales medios e
insumos necesarios, la relacion y costos esta en el (anexo 10) cuya rendicion de cuentas
se hizo el 7 de noviembre del 2013 a las oficinas del la direccion de economia, con copia
al vicerrectorado y decanato. Cuyo monto ascendi6, al total del recorte efectuado en el
presupuesto inicial del proyecto que fue solo de S/.3962.00 soles.

Adquisicion de equipos de laboratorio

Se adquirié un modesto equipo medidor de campo magnético de alta frecuencia en los
EE.UU (anexo 3) una autoclave, estufa, frigider y materiales de vidrio con peculio propio
de los investigadores.

Implementacion de equipos en el laboratorio

En el lugar de trabajo, que es un cubiculo del laboratorio 211 de la FCB se implemento de

equipos, de la siguiente manera:

e se consigui6 un osciloscopio de 20 MHZ en calidad de préstamo de uno de los
investigadores.

e se consiguié un generador de funciones en calidad de préstamo de la facultad de
ingenieria de la Escuela de electrénica cedida por el Ing. Victor Zapata C.

o Para los trabajos de pruebas de influencia del campo magnético en los medos de
cultivo se adquirieron carretes de alambre de cobre esmaltado con peculio propio,
de uno de los investigadores ya que el presupuesto no alcanzo.

e Seinstalaron una estufa un frigider con peculio propio de uno de los colaboradores.

e Enlasegunda etapa se adecuo el cubiculo con sistemas de controles contra la conta-
minacion de bacterias con peculio propio de todos los involucrados en la investigacion

e Seadquirié una autoclave con peculio propio del responsable de la investigacion.

Disefios y construcciones experimentales.

e Enlaprimera etapa paralelamente a los trabajos de desarrollo bacteriano, se fueron
disefiando las bobinas que serian las necesarias para la investigacién. Para lo cual se
elabord un pequerio software (anexo 6) y se construyeron bobinas circulares magné-
ticas, (anexo 4) con la colaboracion del Sr Fernando Torres asistente del laboratorio
de Fisica de la Facultad de Ingenieria, para hacer las pruebas de influencia de campo
a distintitas frecuencias.
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e Sehalogrado a disefar y construir varias bobinas que funciona muy bien entre las
frecuencias de 10- 53 KHz, tenemos problemas con el funcionamiento de las bobinas
amas de 60 KHz, el campo presenta mucha inestabilidad.

o Secalibraron los campos magnéticos alternos producidos dentro de las bobinas me-
diante el método de extrapolacion de funciones exponenciales (anexo 2 ) ya que el
equipo del que disponemos tiene un rango max. Limitado de medida de lainduccién
magnética. (anexo 3)

e En el proceso de calibracion de una de las bobinas, explorando el funcionamiento
en bajas frecuencias se cometié un error y se quemo el generador de funciones. Este
incidente retrasé el trabajo, ya que tuvimos dificultades para la reparacion, y los costos
no estan aceptados en el presupuesto del proyecto.

Desarrollo de los trabajos en el aspecto biolégico

Inicialmente se ha procedido en el 4rea de microbiologia haciendo lo siguiente:

o LaImplementacién de los procedimiento de esterilizacion del material de vidrio y
otros.

e La Implementacion del procedimiento de preparacion de los medios de cultivo
deshidratados.

e Lalmplementacién del procedimiento de viabilizacion de las cepas de cultivo.

e La Estandarizacion del procedimiento para la evaluacién y el recuento bacteriano
tanto de Lactobacillus acidophilus y plantarum.

Para los cuales se programaron reuniones de trabajo interdiario (lunes - miércoles
- viernes) y dos reuniones que involucraron la permanencia en el laboratorio 211 de un
lapso de tiempo de 24 horas para poder asi determinar la curva de crecimiento de las
bacterias empleadas en el presente estudio.

Se utilizaron medios de cultivos especificos para su desarrollo como el agar Mc Conkey
y el agar MRS, ambos medios de cultivos permitieron el crecimiento de los microorganis-
mos sembrados en diferentes tiempos durante 24 horas.

En esta primera etapa de estandarizacién, se han cometido errores y en consecuencia
se hatenido que implementar medidas correctivas durante el procedimiento del recuento
bacteriano.

De los dos ensayos que se programaron se obtuvieron resultados no precisos durante
el recuento bacteriano, esto debido a un inadecuado procedimiento de homogenizacion,
para lo cual se tomaron las medidas correctivas.

Nuevo procesamiento de las muestras
En la segunda etapa, (como medida correctiva) como paso inicial se procedi6 a la reacti-

vacion de la cepa ATCC Lactobacillus plantarum en Agar Tripticasa soya, por ser un medio
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de cultivo no selectivo, e incubo a 37°C por 24h. Se sembr6 una colonia en 5ml de Caldo
MRS, y se dejé incubar a 37°C por 24h.

El cultivo control y el experimental de L. plantarum tuvieron las mismas condiciones
nutricionales, factores externos de temperatura, humedad y el tiempo para desarrollarse
hasta las 18 horas y obtener un cultivo joven. El cultivo indicado como experimental se
expuso al campo magnético por un tiempo de 3 minutos. Para luego pasar a hacer las
diluciones (dilucién hasta-13) y la siembra de la tltima dilucién preparada, por el método
de diseminacién en placas (0,1 ml de la muestra se coloca sobre la placa y se estria con un
asa de Digralsky con Agar Plate Count. Después de lo cual las placas debieron mantenerse
sin voltear sobre la mesa por 5 min aproximadamente, para evitar que la muestra aun
fresca se pueda escurrirse a un lado de la placa, y se llevd a la incubadora a 37°C por 24h
para el desarrollo de las colonias.

Después, se procedio a realizar el recuento de colonias, (anexo 9) siendo estas blan-
quecinas y de aproximadamente 20 um. El nimero total del conteo, se multiplica por la
ultima dilucién de siembra para obtener el valor en UFC/m.

Resultados

En la primera etapa parecid que se habia logrado calcular la curva de crecimiento del lac-
tobacillus utilizando un método alternativo, de mayor eficacia y menor costo, utilizando la
camara de Neubauer y el espectrofotémetro. Este método alternativo fue ideado debido
a la falta de equipos y la dificultad del método comtnmente utilizado, que es el método
de inmersidn en placa. A partir de la dilucién y su absorcién correspondiente se logro
calcular la concentracidn para cada dilucion, y las ecuaciones de las graficas son Abs=
dilusionx53.33 + 7.9y Abs=concentx 0.178 - 0.12. Pero luego se presentaron dificultades
de valoracion de desarrollo de las bacterias (anexo 1).

Para la generacion de los campos de induccién magnética de distinta frecuencia, se
han disefiado, construido y probado cinco bobinas tipo Helmholtz de diferentes carac-
teristicas que pueden producir campos magnéticos estables hasta 60 KHz. en el orden
de los miliGauss.

En lasegunda etapa se halogrado obtener la influencia del campo magnético variable
en el crecimiento del Lactobacillus, observando que las muestras sometidas a campo en
tiempos cortos y mediana frecuencia en una de las bobinas ha mostrado un aumento
de colonias (anexos 7 y 8) comparado con las muestras control. Esta diferencia se ha
podido obtener en tres siembras, consecutivas, luego de que se consiguié contrarrestar
las contaminaciones sistematicas en el laboratorio. No se ha realizado todavia, ninguna
accioén con la E.Coli.
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Discusion

Considerando que no hemos podido disponer de referencias en otros trabajos exacta-
mente en cepas de lactobacillus sometidos a campos magnéticos, pero si uno similar, pero
trabajado, con otro tipo de bacterias, que también tienen las propiedades de fermen-
tacion , como es el trabajo “Efectos de los campos magnéticos sobre el crecimiento
de Saccharomyces cerevisiae "desarrollado por Zapata, M y otros®. Que muestran la
influencia de de algunas frecuencias de campos magnéticos variables del orden de los
KHz en el desarrollo de Saccharomyces cerevisiae, Podemos afirmar que en la presente
investigacion, hemos podido encontrar que en tres pruebas consecutivas en lactobacillus
plantarum, la accién de un campo magnético variable dentro de los érdenes de los 50
KHz, perpendicular al campo magnético terrestre, con una intensidad de 100 miliGauus,
las muestras expuestas a disparos de una duracién de 180 segundos, dentro de una bo-
bina especialmente disefiada con la configuracién Helmholtz, han mostrada una fuerte
influencia del campo de induccién magnética, generando desarrollos sorpresivos del
lactobacillus, que de acuerdo a los resultados experimentales y los calculos realizados
(anexos 7y 8) se tienen un incremento del mas del 70%. Lo que significa que la velocidad
de desarrollo de la fermentacidn, casi se ha duplicado en el mismo tiempo comparado
con las muestras no expuestas al campo, a las que nosotros llamamos control.

Si estos resultados se volverian a repetir en trabajos siguientes la hipdtesis quedaria
completamente probada, y luego se perfilaria una siguiente investigacion a nivel de
aplicacién en un prototipo de proyeccion industrial.

Es menester considerar que los resultados obtenidos, es el fruto del esfuerzo, de
haber considerado y probado tres métodos para desarrollo de las colonias de bacterias,
solo con el tercer método utilizando agua peptonada y con diluciones hasta -13 se ha
llegado a los resultados que se esta reportando. Un terrible inconveniente que se pre-
sent6 en el desarrollo de la investigacion, fue la continua y seguida contaminacion de las
cepas sembradas, que se presentaron debido a la falta de condiciones de esterilizacion
del ambiente en el laboratorio de clases, en el que fue desarrollado parte del trabajo. Esto
condujo ala necesidad de irimplementando el lugar con mejores condiciones para evitar
la contaminacion, y que el costo de los resultados sean menos onerosos y mas eficientes.
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ANEXOS

Anexo 1. Primeros intentos de recuento de bacterias

Método para recuento de bacterias utilizando un espectrofotémetro

Este método no nos dio buenos resultados, suponemos por la falta de calibracion
del espectrofotémetro usado.
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Anexo 2, Calibracién de los campos magnéticos producidos por la bobinas,
por el método de extrapolacion de curvas

Calculos de valores del B por extrapolacion, en la misma bobina #1 a distintas
amplitudes
196 vueltas alambre #AWG 32, 3 capas de bobinas, 5cm de didmetro Resistencia
eléctrica 51.6 ohm

El campo en el interior es aproximadamente 908 mG

El campo en el interior es aproximadamente 2810 mG
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Anexo 3. Este equipo medidor simple, adquirido con peculio propio, nos ayu-
dé en la medicion de las distintas intensidades de los campos magnéticos, a los
que fueron sometidas las muestras

TRIFIELD™ METER

«  Magnetic Field; 3 axis
«  Electric Field; 1 axis
«  Microwave

EX100 Version

Frequency: 50Hz-100kHz
Magnetic Field Range 1: 1-100 mG
Magnetic Field Range 2:0.2-3 mG
Electric Field Range: 5-1000 V/m
Frequency: 50MHz - 3GHz
Microwave Range: 0.01-1 mW/cm?
Display: needle gauge

Accuracy: good

Quality: better

Power: 9V (included)

Other: best for electromagnetic field surveys
(Cat. #EN150-60) ... US$149.95 each
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Anexo 4. Todas las Bobinas disefiadas y construidas para generacion de campo B
maximo a distintitas frecuencias fueron probadas una por una hasta conseguir, la
que mas alta frecuencia nos daria, y en la que la medicién de campo sea estable

Resultados de las primeras bobinas tipo Helmholtz disefiadas y construidas en el

ano 2013
" . . ) Max Rango
. #de #de didmetro  Resistencia  Inductancia . #de
Bobina# #awg . o de frecuencia
vueltas  bobinas cm Ohms en milihenrios enKhz conductores

1 32 196 3 5.25 516 1-10 Unifilar
2 32 400 2 525 326 6.05 10-15 Unifilar
3 21 100 2 525 12 0415 10-30 Unifilar
4 21 24 2 5.25 03 0.101 10-20 Unifilar
5 21 2 0.4 0.354 20-60 Doble
6 -

Tenemos las bobinas ya listas para someter a las bacterias a un campo magnético
variable de hasta 60 kHz.

Tenemos problemas con el disefio de bobinas a mayor frecuencia, no obstante que
se han realizado los primeros intentos, todavia no hemos podido construirlas. El medidor
de campo indica mucha inestabilidad a los 60000 Hz.

El medidor de campo es muy inestable no nos permite medir la intensidad de cam-
po. Con los métodos antes utilizados con las primeras bobinas, para determinar el valor
del campo, todavia no nos es posible encontrar los valores de campo por extrapolacién.
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Anexo 5. Disposicion de los equipos Osciloscopio, generador y medidor de campo
de induccion magnética en miliGauss

Anexo 6 . Software creado para el calculo aproximado de bobinas
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Anexo 7. Resultados de la investigacion

1. Comparando el desarrollo de colonias control y sometidos al campo magnético de
53 kHz a 100mG expuestos a 3 min. En ellas claramente se muestran las diferencias
de cantidades de colonias.

Nomenclatura
-12C- son las colonias control
-12 - son las colonias expuestas a campo magnético

29 de setiembre del 2014
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2-  Comparacidn del desarrollo de colonias control y sometidos al campo magnético de
53 kHz a 100mG expuestos a 3 min. 7 de octubre del 2014.

3- Comparacién del desarrollo de colonias control y sometidos al campo magnético de
53 kHz a 100mG expuestos a 3 min.
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12 de octubre del 2014

Anexo 8. Lectura de placas

28 set. 2014
dilucion 12
# placa # de colonias | # colonias de
control con campo
a 232 332
b 232 318
prom 232 325
20ct. 2014
dilucion 12
# placa # de colonias | # colonias de
control con campo
a 27 58
b 14 53
C 41 73
prom 29 613

En el primer caso se muestra que las colonias sometidas a campo muestran un 40.08 %
de mas desarrollo, mientras que en el sequndo caso, es en 111 % mas. Siendo el promedio
de las dos siembras de las distintas fechas 75.54 %.
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Anexo 9. Muestra de recuento de bacterias solo referencial sujetos a mayores
investigaciones

Inoculando y preparando diluciones
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