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Resumen

Se evalud el efecto del campo magnético oscilante de frecuencia extremadamente baja (CMO-
FEB) sobre la viabilidad de tres cultivos probidticos para yogurt: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei y Bioyogurt. Los cultivos inoculados en 50 mL de leche descremada al 9 %
se trataron CMO-FEB de 60 Hz y densidad de 1 a 20 Gauss (G) durante 10 a 60 min, segln
disefio de experimento D-Optimo. Las variables de respuesta fueron la viabilidad (log ufc/mL) y
la morfologia de cada microorganismo. El tratamiento aplicado tuvo mayor efecto estimulante
sobre L. acidophilus y L. casei (incremento de 1,8 y 1,4 Log ufc/mL, respectivamente) mientras
que la viabilidad del cultivo de Bioyogurt después de tratado (1,3 a 8,2 log ufc/mL) nunca
superd al valor control (9,5 log ufc/mL). La viabilidad del L. acidophilus (10,71 log ufc/mL) fue
mayor que la de L. casei (8, 97 log ufc/mL) y observandose disminucion de esta variable
(ventana) entre 9 y 11 G para ambos cultivos. En este rango se observé un engrosamiento de la
pared celular de los lactobacilos que no afecté su forma bacilar y se deformaron con 20 G
mientras los cocos del cultivo de Bioyogurt conservaron su morfologia tipica en todo momento.
La optimizacién numérica del disefio indic6 35 min y 10 G como el régimen adecuado para
alcanzar la maxima viabilidad. Se concluye que el CMO-FEB aplicado tiene mayor efecto sobre
la morfologia bacilar y estimula mas la viabilidad de los lactobacilos como cultivos puros que
sobre los cocos cuando forman un cultivo mixto.

Palabras clave: bacterias acido lacticas, liofilizacion, viabilidad.

Abstract

The effect of the extremely low frequency oscillate magnetic field (LEF-OMF) was evaluated
on the viability of three probiotics cultures for yogurt: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei and Bioyogurt. The cultures inoculated in 50 mL of 9 % not fatty milk were treated
CMO-FEB of 60 Hz and density from 1 to 20 Gauss (G) during 10 to 60 min, according to of
D-optimum experiment design. Response variables were the viability (Log ufc/mL) and the
morphology of each microorganism. The applied treatment had bigger stimulated effect on
L. acidophilus and L. casei (increasing 1,8 and 1,4 log ufc/mL, respectively) while the viability
of the cultivation of Bioyogurt after treated (1,3 to 8,2 log ufc/mL) never overcame to the value
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control (9,5 log ufc/mL). The viability of the L. acidophilus (10,71 log ufc/mL) was bigger than
L. casei (8,97 Log ufc/mL) and decreasing of this variable (window) between 9 and 11 G for
both cultures was observed. In this range a thickness of the lactobacillus cellular wall was
observed that didn't affect its bacillary form and with 20 G bacilli were deformed while the
cocci of Bioyogurt culture conserved typical morphology in all time. The numeric optimization
of design indicated 35 min and 10 G like the appropriate regime to reach the maximum
viability. Was conclude the applied CMO-FEB has bigger effect on the bacillary morphology
and stimulates more the viability of the lactobacillus like pure culture that cocci when they form
a mixed culture.

Keywords: lactic acidity bacteria, liofilization, viability.

Introduccion

Investigaciones actuales demuestran que el campo magnético oscilante de
frecuencia extremadamente baja (CMO-FEB) estimula el crecimiento de
diversos microorganismos. Sus mecanismos de accion estan sin esclarecer,
aunque se explican esencialmente por su efecto directo sobre los iones que
intervienen en el transporte de sustancias a través de la membrana plasmatica,
y en procesos donde intervienen las macromoléculas como el ADN y las
proteinas. Este hecho involucra repercusiones metabdlicas importantes que

puede incidir en el crecimiento microbiano /1,2/.

Se plantea que el metabolismo de diversas bacterias &cido lacticas se afecta
por la accion del CMO-FEB /3-5/. Varios autores observaron que el CMO-FEB
puede acelerar su crecimiento y su actividad fermentativa /6-9/. Se ha visto que
en presencia del CMO, los microorganismos estresados por diferentes
procesos (liofilizacion, pasterizacion, centrifugacién) pueden adaptarse y
activarse mas rapidamente adecuando su metabolismo a un rapido

crecimiento /10-13/.

En consecuencia, estos estudios tienen una importancia medular para la
industria alimentaria, ya que la mayoria de los metabolitos de interés industrial
estan asociados al crecimiento de los microorganismos que los producen. Por
otra parte, la viabilidad del cultivo incrementa la efectividad del empleo de los
microorganismos probidticos como agentes nutracéuticos /1/. En tal sentido,
resulta importante estudiar el efecto del CMO-FEB sobre microorganismos que

se emplean en la industria alimentaria para elaborar diferentes productos.
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Por tal motivo el objetivo de este trabajo es valorar el efecto del CMO-FEB en

la viabilidad de tres cultivos probioticos para yogurt.

Materiales y métodos

Se emplearon tres cultivos probiéticos liofilizados: Bioyogurt (compuesto por
Lactobacillus. acidophilus y Streptococus. thermophilus), L. acidophilus y L.
casei, los cuales se activaron en erlenmeyrs de 100 mL conteniendo 10 mL de
leche descremada en polvo al 9 %, segun procedimiento normativo
establecido /14/.

En una primera etapa experimental con cada cultivo se aplicé tratamiento con
CMO-FEB en valores maximo (20 Gauss) y minimo (10 Gauss) durante 60 min
para evaluar el efecto sobre su viabilidad. Los mismos se seleccionaron segun
los valores informados en la literatura con los que se encontraron efectos

estimulantes en los microorganismos /4-7/.

Posteriormente se realiz6 un disefio de experimento D-6ptimo de superficie
respuesta por el programa Desing Expert (version 6.0.1). Para los niveles de
los factores densidad del CMO-FEB (G) y tiempo de exposicion (min) se tuvo
en cuenta los resultados de la etapa anterior (tabla 1). Se obtuvieron doce

variantes experimentales, que se aplic6 a cada cultivo para un total de 36

corridas.
Tabla 1
Factores y niveles del disefio experimental
Factor Nivel bajo Nivel alto
Densidad del CMO-FEB (G) 1 20
Tiempo de exposicion (min) 10 60

El tratamiento con CMO-FEB de 60 Hz se aplicé en la segunda activacién de
los cultivos, en su fase logaritmica y bajo condiciones de incubacion (T = 43 °C
y t = 4 h). Las muestras controles no recibieron tratamiento magnético. Las
variables de respuesta fueron la viabilidad y morfologia celular (cocos y

bacilos).

La determinacion microbiolégica de la viabilidad de cada cultivo se realizé

después del periodo de incubacion, considerando el total de microorganismos
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viables mediante siembra en placa segun las normas establecidas en el banco
de cepas /14/. Se expres6 como Logaritmo de unidades formadoras de
colonias por mililitro (log ufc/mL). Las caracteristicas morfologicas de las
bacterias se determinaron por tincion de Levine de Black /14/. Se observaron
bajo microscopio Optico marca Olimpus con lente de inmersién y aumento
de 1000X.

El CMO-FEB se obtuvo con una bobina tipo solenoide, con ndcleo de aire, por
el paso de una corriente de 60 Hz/220 V a través de un alambre de cobre de
2 mm de didmetro enrollado en un cartén de 30 cm de diametro y 29 cm de
altura y resistencia de 6,1 Q. Dicha bobina esta caracterizada por el Centro

Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA) de Santiago de Cuba.

Todos los analisis se realizaron por triplicado. Los resultados obtenidos de la
viabilidad en cada corrida experimental se procesaron con el programa
estadistico Statgraphics Centurion (version 15 1.0.2). Se determind la
distribucion de probabilidad mediante prueba de t-student para 95 % de
confianza (p<0,05) y las diferencias significativas por el método de Rangos
Multiples de Duncan. Con los valores promedios se corrié el disefio

experimental antes mencionado.

Discusion de los resultados

La figura 1 muestra los resultados de la viabilidad de los cultivos tratados y sus
controles en la primera etapa del experimento. Nétese que L. acidophilus y
Bioyogurt tuvieron valores de viabilidad similares (9 y 9,5 log ufc/mL,
respectivamente) vy significativamente superiores a los de L. casei
(7,8 log ufc/mL), lo cual indica que el crecimiento de L. acidophilus beneficia al
del S. thermophilus en el Bioyogurt ya se establecen relaciones simbiédticas

favorables para el desarrollo de ambas especies /14/.
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Figura 1. Viabilidad de los cultivos
probiéticos tratados con campo
magnético

Al aplicar CMO-FEB de 10 G las cepas puras L. acidophilus y L. casei
incrementaron su viabilidad en relacibn con los controles (aumento de
1,8 y 1,4 log ufc/mL, respectivamente). Sin embargo, con 20 G la viabilidad de
ambos cultivos decrecid cerca de 3 log ufc/mL por debajo del control. Este
resultado sugiere que valores superiores de densidad de CMO pudieran inhibir
el crecimiento indicando que debe aplicarse en tiempos menores, lo cual es
favorable para su aplicacion en la industria. Se plantea que debido al
CMO-FEB las bacterias podrian generar diferentes respuestas metabdlicas en

el cultivo y perjudicar la simbiosis /5, 6/.

En tal sentido, nétese que el cultivo mixto mostrd la menor viabilidad para los
dos valores de densidad aplicados, siendo méas afectado por 20 G
alcanzandose casi la inhibicion total (1,3 log ufc/mL). Este resultado contrasta
con los obtenidos para el L. acidophilus que fue significativamente superior
(6,1 log ufc/mL).

Este resultado permite inferir que el CMO aplicado tiene mayor efecto
estimulante sobre los lactobacilos que sobre los cocos, dado el comportamiento
de ambos bacilos (L. acidophilus y L. casei) al compararlo con el Bioyogurt que
esta formado también por cocos (en este caso Streptococus. thermophilus que
no fue objeto de estudio). Esto puede deberse a la complejidad de este cultivo
mixto, ya que contiene dos microorganismos de diferentes géneros que

exhiben un metabolismo distinto /3/.
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Tabla 2
Morfologia de los cultivos tratados con CMO-FEB
L. acidophilus L. casei Bioyogurt
10G 20G 10G 20G 10G 20G

Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos paredes | Bacilos vy
tipicos; €scasos; tipicos; escasos; engrosadas y | cocos
paredes deformados | paredes deformados | cocos tipicos | tipicos (1:1)
engrosadas engrosadas (1:2)

Lo anterior se evidencia al analizar la morfologia de cada cultivo después de
tratados (tabla 2). En los cultivos controles, la morfologia fue tipica, mientras
que en los tratados con CMO se observo variaciones. Con 10 G hubo mayor
viabilidad pero se observé un engrosamiento de la pared en los lactobacilos
gue no afectd su forma bacilar. En los rangos de densidad donde la viabilidad
decrecio (20 G) las formas bacilares se deformaron, mientras que los cocos del

cultivo de Bioyogurt conservaron su morfologia tipica en todo momento.

En estudios similares se observd que los bacilos son mas propensos a la
deformacion, mientras que los cocos tienen mayor sensibilidad a los efectos del
CMO /15/. En este sentido, la relacién simbiética de 1 bacilo por cada 2 cocos
(1:2) se afectd en un bacilo por cada coco (1:1). Es decir, el crecimiento de los
cocos disminuye al aumentar la densidad del CMO. Se plantea que ante
diferentes factores estresantes las bacterias pueden producir varios metabolitos

toxicos que afectan el crecimiento de otras especies /16/.

El engrosamiento en la pared celular de los lactobacilos podria deberse a que
el CMO estimula la actividad de transporte a ambos lados de la membrana
incrementando el metabolismo celular y la conformacién tridimensional de las
proteinas de la pared /17, 18/. De acuerdo a los resultados morfolégicos
obtenidos en funcion de la densidad del CMO se plantea que al aumentar esta,
la morfologia de las bacterias puede afectarse por cambios directos en los
microfilamentos del citoesqueleto /19/.
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Tabla 3

Resultados obtenidos del disefio de experimentos

Cultivo R? Expresion del modelo matematico ajustado
L. acidophilus 0,96 V =10,71 - 0,87 A— 0,032 B — 3,40 A2 — 0,22 B2 — 0,073 AB
L. casei 0,97 V =8,97-0,93 A-0,069 B—-2,90 A2 — 0,062 BZ—-0,12 AB
Bioyogurt 0,99 V=479-335A - 0,074B

Nota: El tiempo de exposicion (B) no tuvo significacion (p>0,05).

La tabla 3 muestra el comportamiento de la viabilidad para los tres cultivos
prebidticos en la segunda parte del experimento. En todos los casos el
comportamiento microbiano se ajustdé a ecuaciones matematicas que explican
mas del 96 % de su comportamiento (R? = 0,96 a 0,99). La viabilidad del cultivo
de L. acidophilus y L. casei se ajustd a ecuaciones cuadraticas y la del
Bioyogurt a una ecuacion lineal. De forma general se destaca que en los tres
modelos matematicos existen diferencias significativas (p < 0,05) de la
viabilidad con respecto a la densidad de CMO (A), pero no significativas

(p = 0,05) con relacion al tiempo de exposicion (B).

No obstante, en todas las ecuaciones los coeficientes del término A fueron
negativos y de mayor médulo que el término (B), por lo que prolongar el tiempo
de exposicion al CMO no provocaria aumento de la viabilidad. Esto se reafirma
al analizar los coeficientes negativos del término cuadratico (B?) y la interaccion
de ambos términos (AB), que si fueron significativos. Este resultado concuerda
con lo informado en la literatura donde se aprecia que el crecimiento de
algunas especies microbianas bajo un CMO se afecta mas notablemente por la
densidad de campo que por el tiempo de exposicién /6, 7; 15/. Sobre este
hecho singular se informa que al retirarse el campo, la respuesta se mantiene
por varias generaciones, debido a afectaciones permanentes del metabolismo

celular y en las propiedades del medio de cultivo /7/.

En la tabla 3 se observa que al aumentar la densidad del CMO disminuye la
viabilidad, lo cual se verifica por el signo negativo de los coeficientes de dicho
término en los tres modelos obtenidos. Inicialmente la viabilidad de ambos

cultivos aumenta paulatinamente hasta alcanzar valores maximos en un rango
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especifico de densidad, y luego empieza a decrecer suavemente hasta
obtenerse su valor minimo. Noétese que la viabilidad (Log ufc/mL) del L.
acidophilus (10,71) fue mayor que la de L. casei (8,97) que a su vez, fue més
sensible que el primero al tratamiento aplicado dado por los mayores modulos
de sus coeficientes (-0,93 A y -0,069 B). Por tanto, el crecimiento del
L. acidophilus resultd mas estimulado. La mayor disminucion del crecimiento
(-3,35 Ay -0,074 B) se manifesté en el Bioyogurt y pudiera explicarse porque
los cocos (S. thermophilus) fueron mas sensible que los bacilos (L. acidophilus)
(tabla 2).

Viabilidad
Log ufe/mL
Viabilidad
Log ufcimL

Viabilidad
Log ufe/mL

h T 15
1 - ‘

N Densidad 0 1 Densidad
oo (Gauss) (Gauss)

Tiempo  *
(min)

Densidad
(Gauss)

a) L. acidophyllus b) L. casei c ) Bioyogurt

Figura 2. Superficie de respuesta del comportamiento
de cultivos probidticos tratados magnéticamente (CMO-FEB/60 Hz)

Este comportamiento de cada microorganismo puede observarse en la figura 2.
En las figuras 2a y 2b puede apreciarse la similitud en los perfiles de
L. acidophilus y L. casei lo cual indica que ambos cultivos responden de forma
analoga ante el CMO. Este hecho puede obedecer a que ambas bacterias son
del mismo género y con muchas caracteristicas morfofuncionales similares,
porque comparten la mayoria de las reacciones enzimaticas asociadas al
metabolismo primario /2/. La figura 2c muestra el comportamiento del cultivo de
Bioyogurt y se observa que la viabilidad de este cultivo exhibe una funcién

lineal decreciente en la medida que aumenta la densidad del CMO.

De forma general en las dos primeras figuras se observa que la viabilidad
decrece en rangos de densidad de 15 a 20 G. Se ha verificado que en diversos
rangos las variables de respuestas asociadas al metabolismo pueden aumentar

o disminuir en funcién de la densidad del CMO, hasta un punto denominado
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“ventana” a partir del cual se produce un efecto contrario al inicial, 0 no se

produce efecto /4-7; 20/.

Este resultado ha sido observado de forma repetida en varias investigaciones y
estd demostrado que cualquier variacion en las condiciones experimentales
(microorganismo, sustrato, tipo de campo, polaridad, conductividad eléctrica del
fluido, etcétera) puede mover la “ventana” de un lado a otro del rango de
densidad, o experimentar “saltos” en rangos de densidad muy alejados del
inicial /6; 10-12; 20/. En ese sentido el microorganismo mas estudiado es E. coli
gue en un medio concentrado muestra una ventana tipica a 40 G con un pico
de crecimiento de 12 ciclos Log, mientras que en ese mismo medio mas diluido

la ventana se desplaza hacia atras, hasta 1 G con un pico de 14 ciclos log /21/.

Considerando los resultados mostrados en la figura 2 y en correspondencia con
lo planteado por las fuentes antes mencionadas, en las condiciones
experimentales trabajadas a 10 G podria existir una ventana para los cultivos
de L. acidophilus y L. casei. La optimizacién numérica del disefio indicé que 35
min y 10 G es el régimen de tratamiento magnético adecuado para alcanzar la

maxima viabilidad en los tres cultivos probiéticos estudiados.

En sentido general la optimizacion numeérica del disefio indicé que 35 min y
10 G es el régimen de tratamiento magnético 6ptimo para alcanzar la maxima
viabilidad. En cuanto el efecto estimulante del L. acidophilus y L. casei fue
superior (incremento de 1,8 y 1,4 log ufc/mL, respectivamente) al cultivo de
Bioyogurt (1,3 a 8,2 log ufc/mL) siendo que este ultimo nunca superé al valor

control (9,5 log ufc/mL).

Conclusiones

1. Se concluye que la viabilidad de los cultivos probidticos puede
incrementarse significativamente (p < 0,05) de 9 a 11 G de densidad
de CMO, durante 10 min. EI CMO-FEB aplicado tiene mayor efecto
sobre la morfologia bacilar y ejerce mayor estimulo sobre la
viabilidad de cultivos puros de lactobacilos, que en cultivos mixtos

de lactobacilos y cocos.
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