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ABSTRACT

The cultures of Lactobacillus plantarnm were exposed to alternating magnetic fields with synodal waveforms with frequencies
of 22,32, 42 and 52 KHz of 100 mG of magnetic induction. The microbiological test was used for counting in plates of
mesophilic bacteria for 5 repetitions to then calculate the average Colony Forming Units (CFU-ml-1) and thus to estimate
the influence exerted by the variable magnetic field of sinusoidal wave that were exposed in each test to the same intensity,
different frequencies, and times of exposure. The results showed that it is possible to stimulate the growth of L. plantarum
using magnetic fields in times of 180 and 270 seconds. The mean percentages of stimulation obtained in 80 microbiological
tests gave values between 6 and 200%, but it was not the same with the exposure time of 90 seconds, and that in all the tests
the results presented a marked inhibition of the growth of L. plantarum.

Key words: alternating magnetic fields — bacterial growth — Lactobacillus plantarum

RESUMEN

Los cultivos de Lactobacillus plantarum fueron expuestos a campos magnéticos alternos con formas de ondas sinodales con
frecuencias de 22, 32, 42 y 52 KHz de 100 mG de inducciéon magnética. Se aplicé el ensayo microbiolégico para el recuento
en placas de bacterias mesdfilas por 5 repeticiones, para luego calcular el promedio en Unidades Formadoras de Colonia
(UFC-mL") y estimar la influencia que ejerce el campo magnético variable de onda sinusoidal que fueron expuestos en cada
ensayo a una misma intensidad, diferentes frecuencias y tiempos de exposicion. Los resultados mostraron que es posible
estimular el crecimiento de L. plantarum, utilizando campos magnéticos en tiempos de 180 y 270 seg. Los porcentajes promedio
de estimulacién obtenidos en 80 ensayos microbioldgicos nos dieron valores entre 6 'y 200%, mas no fue lo mismo con el
tiempo de exposicién de 90 seg, que en todos los ensayos los resultados presentaron una acentuada inhibicién del crecimiento
de L. plantarum.

Palabras clave: Campos magnéticos alternos — crecimiento bacteriano — Lactobacillus plantarum
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INTRODUCCION

El campo magnético puede provocar efectos dafiinos
o beneficiosos sobre los sistemas biolégicos de
todos los seres vivos. El uso de dicha radiacion
como tratamiento magnético puede aplicarse en la
modalidad de campo magnético estatico u oscilante,
es decir, un campo magnético que oscila segun la
frecuencia de la corriente eléctrica que lo induce en
KHz. Las frecuencias menores de 3 KHz se clasifican
como frecuencias extremadamente bajas (Paunesku
& Woloschak, 2007). Los efectos del tratamiento
magnético sobre los microorganismos se clasifican
en no observables, inhibitorios o estimulantes,
dependiendo de la densidad del campo magnético
(CM) expresada en teslas (T) o en gauss (G), asi como
de la frecuencia de la corriente eléctrica que lo indujo,
si es oscilante, y del tiempo de exposicion (Barbosa ef
al., 2000).

Los efectos de estimulacién o inhibicién de los campos
magnéticos se han atribuido a cambios en la orientacién
de las 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 ef al.,

1993).

Para explicar dichos efectos se emplean varios
mecanismos de forma individual o combinada,
los cuales tienen en comun el que actian sobre las
particulas cargadas y las moléculas de agua cuando se
aplican en el medio de cultivo, y especialmente a nivel
de membrana celular cuando inciden directamente
sobre los sistemas bioldgicos (Zapata ¢t al., 2005).

En el caso de los efectos en los microorganismos, estos
se relacionan no solo con su especie y su morfologia
(Fojt et al., 2004; Foit et al., 2009), sino también con
las caracteristicas del medio de cultivo (liquido o
solido) en el que reciben el tratamiento magnético
(Batrbosa ez al., 2000). En ese sentido, se han estudiado
mas los efectos magnetobiolégicos en medios de
cultivo liquidos, utilizando técnicas indirectas como el
recuento celular por densidad 6ptica o la cuantificacién
de un metabolito (Morrow e al., 2007).

Los probidticos estin incorporados en los
alimentos funcionales con mayor frecuencia. Los
microorganismos promotores de la salud desempefian

un papel importante en la mejora gastrointestinal
(Kailasapathy & Chin, 2000). Lactobacillus plantarum
299v se afnade en muchos productos alimenticios,
principalmente fermentados lacteos, debido a sus
reconocidas propiedades de mejora del sindrome del
intestino irritable (Niedzielin e a/, 2001) y la funcién
endotelial vascular (Malik ¢z 4/, 2015). Sin embargo,
las aplicaciones estan limitadas por la viabilidad de los
probidticos, que se ve afectada por las condiciones de
procesamiento y almacenamiento y el medio ambiente
gastrointestinal (Cook ez al, 2012). Con el fin de
conferir un efecto funcional Alimentos probidticos
deben contener un nimero adecuado de bacterias
viables (>10’UFC-g" de alimento) para ejercer un
efecto probidtico (Corona-Hernandez ez al, 2013).

Es por ello, que para incrementar el conocimiento y
su aplicabilidad, dos areas de las ciencias bioldgicas,
la fisica aplicada y la microbiologfa de los alimentos,
se complementan para dar aplicaciéon bioindustrial
mediante el uso del campo magnético en el area de la
biotecnologfa alimentaria y de salud; es asi, que se viene
trabajando sobre los efectos del campo magnético
variable de onda sinusoidal sobre la multiplicacion y
viabilidad de un probiético modulador del sistema
digestivo en hombre y animales como es L. plantarum
utilizando exposiciones variables de tiempos, con
intensidades variables de miliGauss y de frecuencias
en KHz.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la influencia del campo magnético
variable de onda sinusoidal entre 22 a 52 KHz y de
100 miliGauss de induccion magnética, sobre el
crecimiento de L. plantarum utilizado como probidtico
en alimentos.

MATERIAL Y METODOS

Procedimiento microbiologico

La cepa de Lactobacillus plantarum fue adquirida de
American Type Culture Collection (ATCC). Se
procedi6 a la reactivacion de la cepa de Lactobacillus
Plantarum URPGY en caldo de Man, Rogosa and Sharpe
(MRS) Rogosa marca Merck, se incubo a 37°C por
24 h. Luego del tiempo transcurrido se transfirié una
asada a un tubo que contenfa 5ml. de caldo MRS y se
incubé a 37°C durante 20 h para la obtencién de un
cultivo joven.
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Los cultivos de L. plantarum URPGY para el recuento
en placas de bacterias meséfilas denominadas Control
(C) y experimental Onda Sinusoidal (S) tuvieron las
mismas condiciones nutricionales y de temperatura
para su desarrollo.

La determinacién del recuento de L. plantarun URPG6Y
se realiz6 mediante técnica de diluciéon en tubo y su
respectiva siembra en agar MRS Rogosa mediante la
metodologia de diseminacién en supetficie de agar
establecida por la ICMSF (2000). Para ello se establecié
que el factor de dilucién 10° como la dilucion ideal

para el recuento de L. plantarum URPGY, para esto se
realizaron varios ensayos, y se determiné la estimacion
ideal de colonias a contabilizar.

Procedimiento para la exposicion al campo
magnético

Para la generacion de los campos de inducciéon
magnética de distinta frecuencia, se ha disefiado,
construido y probado una bobina tipo Helmholtz, que
pueda producir campos magnéticos estables hasta 60
KHz. en el orden de los miliGauss. Esta bobina tiene
las siguientes caracteristicas indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales caracteristicas de la bobina tipo Helmholtz para la generacion de los campos de induccion

magnética.
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RESULTADOS

Para la medicion del campo se ha usado un
Gausimetrotrifield™ meter, magneticfield; 3axis.

ex100 version. Frequency: 50HZ - 100KHz.

magneticfieldrange: 1-100 mG.

El cultivo joven de L. plantarnm URPGY con una
dilucién 10 se coloco en tubos de prueba de 5ml, se
introdujeron dentro de la bobina, para ser expuestos
durante 90 y 180 seg. a un campo magnético de 100
miliGauss sinusoidal de cuatro frecuencias de 22,
32, 42 y 52 KHz, perpendicular al campo magnético
terrestre.  En nuestras coordenadas geograficas
WWNN, es probable que el campo magnético
resultante instantineo aplicado a las muestras varié
entre 0,223 y 0,5 Gauss, en campos combinado de DC
y alterno; luego del cual se procedié al homogenizado
por un tiempo de 25 seg. Luego se procedié al
sembrado de cada una de las diluciones de 10°
expuestas al campo magnético en agar MRS Rogosa
mediante la metodologia de diseminacién en superficie
de agar establecida por la ICMSF (2000). Se incub6 a
37°C durante 24 — 48 h, para posteriormente realizar
los recuentos de las placas control (C) y experimental
de onda sinusoidal (S) de L. plantarum URPG9.

Las Tablas 2 al 5 muestran los promedios de
recuento en placas control (C) y experimental ONDA
SINUSOIDAL (S) de L. plantarum a 22KHz, 32KHz,
42KHz y 52KHz - 100 miliGauss a 180 seg.

Los resultados promedios de los ocho ensayos
controles y experimentales obtenidos a una frecuencia
de 52 KHz a 100 miliGauss con exposicion de tiempo
de 180 seg, evidencian un incremento porcentual que
esta entre 98 a 117% sobre la poblacion de L. plantarum
URPGY (Tabla 2). Asi mismo, para los promedios de
dos ensayos controles y experimentales obtenidos a una
frecuencia de 42 KHz a 100 miliGauss con exposicion
de tiempo de 180 seg evidencian un incremento de
la poblacion de L. plantarum URPGY entre 101% a
103% (Tabla 3). Para los promedios de los dos ensayos
controles y experimentales obtenidos a una frecuencia
de 32 KHz a 100 miliGauss con exposicion de tiempo
de 180 seg evidencian un incremento de la poblacion
de L. plantarnm URPGY entre 102% a 103% (Tabla 4).
Finalmwente, para los promedios de los dos ensayos
controles y experimentales obtenidos a una frecuencia
de 22 KHz a 100 miliGauss con exposicion de tiempo
de 180 seg evidencian un incremento de la poblacion
de L. plantarum URPGY entre 101% a 102% (Tabla 5).
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Tabla 2. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental -Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus
plantarnm 52KHz - 100 miliGauss - 180 seg.

Promedios Log N (Control) Promedios Log N (Onda

Numero de ensayos

UFC-mL! sinusoidal) UFC-mlL."
7.92 8.45 1
7,27 8,52 2
8,87 8,71 3
8,87 8,72 4
8,98 9,06 5
8,98 9,14 6
9,24 9,39 7
9,24 9,36 8

Tabla 3. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental -Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus
plantarnm 42KHz - 100 miliGauss - 180 seg.

Promedios Log N (Control) Promedios Log N (Onda

Numero de Ensayos

UFC-mlL! sinusoidal) UFC-mL"!
9.4 9.54 1
9.24 9.43 2

Tabla 4. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental -Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus
Plantarnm 32KHz - 100 miliGauss - 180 seg.

Promedios Log N (Control) Promedios Log N (Onda Niimero de Ensayos

UFC-mL! sinusoidal) UFC-mlL."!
9,25 9,55 1
9.5 9.45 2

Tabla 5. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental -Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus
plantarum 22KHz - 100 miliGauss - 180 seg.

Promedios Log N (Control) Promedios Log N (Onda Nimero de Ensayos

UFC-mL! sinusoidal) UFC-ml."!
9,25 9,42 1
925 9,43 2
Las Tablas 6 al 9 muestran los promedios de recuento 52KHz a 100 miliGauss a 90 seg, no evidenciando
en placas control (C) y experimental Onda Sinusoidal una multiplicacién por estimulacién del campo

(S) de L. plantarum a 22KHz, 32KHz, 42KHz y (Tablas 6-9).

Tabla 6. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus
plantarum 52KHz - 100 miliGauss - 90 seg.

Promedios Log N (Control) Promedios Log N (Onda

Nuamero de Ensayos

UFC-mL"! sinusoidal) UFC-ml."!
9.16 8,93 1
9.16 8,98 2

Tabla 7. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus
plantarum 42KHz - 100 miliGauss - 90 seg.

Promedios Log N (Control) Promedios Log N (Onda Niimero de Ensayos

UFC-mL"! sinusoidal) UFC-mlL."!
9,16 9,14 1
9,16 8,95 2
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Tabla 8. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus

plantarum 32KHz - 100 miliGauss - 90 seg.

Promedios Log N (Control)
UFC-mL"

Promedios Log N (Onda
sinusoidal) UFC-ml."

Numero de Ensayos

916
9,16

1
2

Tabla 9. Promedios de Recuento en Placas Control (C) y Experimental Onda Sinusoidal (S) de Lactobacillus plantarum

22KHz - 100 miliGauss - 90 seg.

Promedios Log N (Control)
UFC-mL"

Promedios Log N (Onda
sinusoidal) UFC-ml."!

Numero de Ensayos

916
9,16

1

DISCUSION

Loghavi et al. (2008) sefialan que el retraso del
tiempo disminuyé a una temperatura suboptima de
crecimiento cuando se aplicé una frecuencia de campo
eléctrico moderado - MEF a 45 y 90 Hz, pero no a 60
Hz, a pesar de que todos los parametros cinéticos de
crecimiento no eran significativamente diferentes en
los diferentes niveles de frecuencia.

Lima & Sastry (1999), Kulshrestha & Sastry (2003)
y Sensoy & Sastry (2004) han observado que la
transferencia de masas mejora en células eucariotas
a medida que aumenta la intensidad del campo y
disminuye la frecuencia. Estos autores han sugerido
que la electroporacion temporal y reversible puede ser
la causa principal de la difusién mejorada. Kulshrestha
& Sastry (2003) mencionaron que esta observacion
es consistente con la teorfa de que la baja frecuencia
permite mas tiempo para que las cargas se acumulen
a nivel de la membrana celular. Consiguientemente,
se espera una mayor formacién de electroporos a
frecuencias mas bajas. De forma similar, se espera que
la fase de retardo aumente a medida que la frecuencia
aumente de 60 a 90 Hz. Sin embargo, los resultados
indican una mayor fase lag a 60 Hz en comparacién
con 90 Hz, lo que no es coherente con la teorfa de baja
frecuencia (Loghavi ez al., 2008).

Loghavi e al. (2008) utilizaron una fuente de

alimentacion de frecuencia variable para los
tratamientos de 45 y 90 Hz. planteando la hipétesis
de que la diferencia de la fuente de energia puede
haber causado alguna variacién en la forma de onda
(Lima & Sastry, 1999; Sensoy & Sastry 2004), tanto

la forma de onda y la dependencia de frecuencia para

la transferencia de masa asistida eléctricamente. Para
verificar si las ondas de corriente y de tensiéon eran
puramente sinusoidales y consistentes entre todos
los tratamientos, se examinaron las formas de onda a
diferentes frecuencias con un osciloscopio (Tektronix,
TDS 5052, Beaverton, OR). Las ondas a 45 y 90 Hz
producidas por el suministro de frecuencia variable
eran puramente sinusoidales, mientras que las ondas a
60 Hz no lo eran. Esto sugiere que las células pueden
responder de manera diferente a diferentes formas de
onda, y en particular, a la presencia de armonicos de
alta frecuencia (Loghavi ez a/., 2008).

La exposicién de una membrana celular a un campo
eléctrico externo a bajas frecuencias puede causar
poros temporales, un aumento de la conductividad
transmembrana y/o permeabilidad difusiva de
nutrientes, y una autoinduccién alrededor de la
membrana celular (Pillai & Jesudhasan, 20006).

Laalta produccién de bacteriocina se asocia comiunmente
con la etapa de crecimiento de las bacterias, el pH
6ptimo de la produccién de bacteriocina y un suministro
de nutrientes especificos para una especie/cepa (Yang
& Ray, 1994; Callewaert & Vuyst, 2000; Verluyten ¢ al,
2003; Loghavi et al., 2007).

En nuestros resultados se ha podido establecer que
existe un incremento de la poblacién de L. plantarum
URPG9 entre (6% y 200%) cuando son expuestos a
campo magnético por 180 seg con una frecuencia
optima de 52 KHz a 100 miliGauss, como se registra
en los promedios de los 14 ensayos realizados. Sin
embargo, en los promedios de dos ensayos no se
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evidenci6 el crecimiento probablemente por el
desgaste, debido al sexto pasaje de la cepa de L.
plantarum URPGI.

En comparacién con los promedios de los 8 ensayos
expuestos a 90 seg bajo las mismas frecuencias
establecidas previamente, se observo una inhibicién
aproximada del 50% sobre el crecimiento de L. plantarum
URPG9. Asi mismo, de los 44 ensayos realizados entre
controles y experimentales se ha obtenido un 63% de
crecimiento de L. plantarum URPGY.
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