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PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO DE Saccharomyces
cerevisiae EN PRESENCIA DE UN CAMPO MAGNETICO
VARIABLE DE BAJA INTENSIDAD Y ALTA FRECUENCIA

KINETIC PARAMETERS OF GROWTH OF Saccharomyces cerevisiee AFFECTED BY A
VARYING MAGNETIC FIELD OF LOW INTENSITY AND HIGH FREQUENCY

José E ZAPATA M.'*, Margarita HOYOS R.!y Lida A. QUINCHIA B.2

RESUMEN

En el presente trabajo se evaltia el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en malaza (miel
virgen), en presencia de un campo magnético (CM) variable de alta frecuencia y baja intensidad. Se
evaldan los pardmetros cinéticos: Velocidad especifica mixima de crecimiento (U, ), constante de
saturacién (Ks) y coeficiente de rendimiento (Yxs). Se realizan ensayos en fermentadores de 400 ml, a
temperatura de 25 °C. El flujo de aire utilizado en cada fermentador es de aproximadamente 1 vvm. El
campo aplicado posee una frecuencia de 100 kHz, el tiempo de exposicién es de 200 s y la densidad de
campo usada es de 250 mG. Se comparan los resultados obtenidos para cultivos bajo la accién del CM
y cultivos creciendo en condiciones ambientales normales (control). Los resultados muestran que el
campo magnético puede afectar los parametros cinéticos de forma diferente dependiendo del ntimero
de aplicaciones que se utilicen, llegando a generar incrementos de hasta 20% en la velocidad especifica
de crecimiento y de hasta el 28% en el rendimiento, y descensos de hasta el 26% en el valor de la
constante de saturacién.
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ABSTRACT

In this work, the growth of the Saccharomyces cerevisiae yeast in molasses (virgin honey), is evaluated in the
presence of a variable magnetic field (MF) of high frequency and low intensity. The kinetic parameters,
such as the maximum specific speed of growth (l_ ), the saturation constant (Ks) and the yield coefficient
(Yxs), are evaluated. The tests are carried out in 400 ml fermentation vessels at 25 °C (77 °F) with an air
flow of 1 vvm, approximately. A magnetic field having a frequency of 100 kHz and a field density of
250 mG is applied during 200 seconds. The results are obtained by comparing crops under the effect of
the MF with those growing in normal environmental conditions (control). The results show that the
magnetic field can affect the kinetic parameters of diftferent form depending on the number of applications
that are used, getting to generate increases of up to 20% in the specific speed of growth and until 28% in
the yield, and reductions of until 26% in the value of the saturation constant.
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INTRODUCCION

A través de estudios con diferentes tipos de
microorganismos, se ha encontrado que los cam-
pos magnéticos (CM) generan efectos de natura-
leza variable sobre las células expuestas. Entre los
efectos mds importantes encontrados se cuentan:
Cambios en la direccién de la migracién de
microorganismos (1,2,3,4,5) alteracién del creci-
miento y la reproduccién (6,7,8), cambios en la
sintesis de ADN (9), en la orientacién de
biomoléculas y biomembranas (10) y alteracién
del flujo de iones a través de la membrana
plasmatica (11,12). Estos efectos de manera indi-
vidual o combinada generan como resultado neto,
una modificacién en la velocidad de reproduccién
celular (13,14,15,16).

Los efectos de los CM sobre la velocidad de
crecimiento de los microorganismos, pueden ser
para incrementarla o para disminuirla (17). En
pocos estudios se ha evaluado la velocidad especi-
fica de crecimiento de microorganismos, en pre-
sencia de CM (18) o la velocidad de consumo de
sustrato bajo la accién de CM (19).

Los pardmetros cinéticos de crecimiento
microbiano son las herramientas bisicas para es-
calar los procesos biotecnolégicos evaluados en
de laboratorio, puesto que permiten predecir el
desarrollo de la fermentacién y evaluar los rendi-
mientos y las productividades en los procesos (20).
Los mis importantes son: La velocidad especifica
mixima de crecimiento ((W ), la constante de
afinidad por el sustrato (Ks) y los coeficientes de
rendimiento (Yxs, Yxp, etc).

Un efecto positivo sobre los parimetros
cinéticos de crecimiento, permitiria disminuir los
tiempos y aumentar los rendimientos y las pro-
ductividades de procesos industriales como, la
produccién de cerveza, vino, licteos fermentados
y un sin ntmero de procesos biotecnolégicos tanto
de la industria alimentarfa como farmacéutica.

En el presente trabajo se evalué el crecimien-
to de la levadura Saccharomyces cerevisiae creciendo
en malaza (miel virgen), en presencia de un CM
variable de alta frecuencia y extremadamente baja
intensidad. Se evaluaron los parimetros cinéticos:
Velocidad especifica maxima de crecimiento (W, ),
constante de saturacién (Ks) y coeficiente de ren-
dimiento de sustrato (Yxs). Se compararon los
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resultados obtenidos para cultivos bajo la accién
de CM vy cultivos creciendo en condiciones am-
bientales normales.

MATERIALES Y METODOS

Microbiolégicos

La cepa. Se utiliz6 una cepa comercial de
Saccharomyces cerevisiae panaria, la cual se adquirié
deshidratada en un supermercado local de la ciu-
dad de Medellin. La cepa inicial fue reactivada ino-
culando la levadura al 3% p/v en un medio de cul-
tivo liquido, durante 24 h a 30°C. Este medio li-
quido previamente esterilizado a 121 °C, conte-
nia la siguiente concentracion en % p/p: Miel vir-
gen de cafia 20; KH,PO, 0,2; (NH,)SO, 0,3;
MgSO, - 7TH,O 0,1; extracto de levadura 0,4;
peptona 0,36. Este ademds seria el medio de cul-
tivo utilizado durante las fermentaciones. El cul-
tivo por 24 h en medio liquido, se extendi6 sobre
agar Saboureaud sélido y se dejé incubando a
30°C, por 24 h como minimo, para tener una pro-
vision de la cepa, para los diferentes ensayos.

Condiciones de cultivo. Para las fermentaciones
se parti6 de los microorganismos en los tubos en
agar Saboureaud sélido. De estos tubos se toma-
ron las células por disolucién en medio liquido,
se llevaron a los recipientes de fermentacién cada
uno con 400 ml de medio liquido, buscando en
cada caso que la absorbancia fuera entre 0,15 —
0,20 (0,6 g/l). El flujo de aire utilizado en cada fer-
mentador fue de aproximadamente 1 vvm y la
temperatura de 25°C. Se tomaron dos fermenta-
dores como controles (sin aplicacién de CM) y a
los otros dos se les aplicé el tratamiento con CM.

Determinaciones analiticas. Se tomaron muestras
del caldo de fermentacién a intervalos de tiempo.
De estas muestras se hicieron andlisis de azdcar y
biomasa. Se adopté el método de Peso seco para
el andlisis de biomasa (21) y para el andlisis de azi-
cares se utilizé el método de antrona (22).

Magnéticos

Sistemas de aplicacion de CM. El sistema para
generacién de CM se constituyé de dos compo-
nentes principales, el generador de sefial y el sis-
tema de bobinas. La medicién del campo se reali-
z6 con un Gausimetro, marca EW. Bell, modelo
9550, de efecto Hall.
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La senal eléctrica usada para alimentar las bo-
binas se basé en el sistema propuesto por
Goldsworthy et al. (1999) (14), con algunas modi-
ficaciones. El generador entregd una onda cuadrada
de amplitud pico — pico variable de 0 — 25 voltios,
con frecuencia entre 10 — 120 kHz, la cual fue mo-
dulada en amplitud por otra onda cuadrada de fre-
cuencia entre 0 — 3 kHz. La senal, la cual se
monitored con un osciloscopio, se liberaba como
una serie de pulsos con una relacién marca - es-
pacio 1:1 y con una frecuencia de repeticién defi-
nido por la onda moduladora de 1 kHz. Esta se-
nal se generé modulando una onda cuadrada de
100 kHz, con otra onda cuadrada de 1 kHz. La
sefial se entregaba a una bobina en el interior de
la cual se colocaba un tubo de vidrio con el cultivo
de levadura, por un tiempo de 200 s. La densidad
de campo usada fue de 250 mG.

Disefio de las bobinas. Se disefiaron bobinas para
una frecuencia de 100 kHz, las cuales se elabora-
ron en alambre trenzado, con un tubo de cartén
como soporte interno, un didmetro interior de
8,2 c¢m, altura de 15 cm y ndcleo 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 recipientes usados para
contener el cultivo durante la aplicacién del cam-
po, buscando que el cultivo se ubicara en la re-
gi6én donde el campo es mis uniforme, es decir el
centro geométrico del cilindro conformado por
la bobina (23).

Modo de operacion

Tipos de ensayos: Se aplicaron tratamientos con
CM de la siguiente forma:

- Aplicacién de un tratamiento antes de iniciar
la fermentacién sin aireacién (Ensayo A).

- Aplicacién de un tratamiento antes de iniciar
la fermentacién con aireacién (Ensayo B).

- Aplicacién de un tratamiento antes de iniciar
la fermentacién y otro a las 4 horas de iniciada,
con aireacién (Ensayo C).

- Aplicacién de un tratamiento antes de iniciar
la fermentacidn, otro a las 2 horas y otro a las 4
horas de iniciada, con aireacién (Ensayo D).

Determinacion de parametros

El modelo cinético utilizado para ajustar los
datos experimentales, fue el modelo de Monod.
Las ecuaciones del modelo son las siguientes (24):

_ Umax*S
U=ors M
dx/dt = U *X )
do/dt = ~9 X 3)
Yxs

Se ajustaron los datos correspondientes a la
fase de crecimiento logaritmico, es decir al tramo
recto de la curva de crecimiento de biomasa y en
el que se presenta la mixima velocidad especifica
de crecimiento. Para el ajuste de los datos y la
determinacién de los pardmetros cinéticos, se uti-
liz6 el programa Berkeley Madona (Modelling
and Analysis of Dynamic, versiéon 8.1 para
windows, 2003).

Para observar el efecto de cada tratamiento se
realizé un cultivo control de cada experimento y
se compard la diferencia porcentual (%AP) entre
el tratamiento y el control. ElI %AP estd definido
como sigue:

%AP = 100 x (P_- P) )
PC

Siendo P, el valor de un parimetro P para el
cultivo tratado y P_ el valor del parimetro para el
control en un ensayo. Cada tratamiento y su con-
trol se hicieron por duplicado y se reporta el pro-
medio, ademids del respectivo coeficiente de va-
riacién (c.v.).

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del ajuste de los datos de crecimiento
de biomasa y consumo de sustrato de cada cultivo
y sus controles, se calcularon los parimetros
cinéticos (U, Ks y Yxs) de cada uno. Estos re-
sultados se presentan en la tabla No.1, con sus
respectivos coeficientes de variacion (c.v.).
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Tabla 1. Parametros cinéticos de S. cerevisiae creciendo
en miel virgen bajo el efecto de diferentes tratamientos

con CM.
wo(h)
Ensayo umax . macx:.v umax . cv
0.41 0.08 0.36 0.24
B 0.24 0.09 0.24 0.12
C 0.29 0.26 0.29 0.10
D 0.36 0.10 0.30 0.07
Ks (g/l)
Ensayo Ks-e C.V. Ks-e cv
34 0.23 27 0.33
B 61 0.21 83 0.23
C 58 0.28 50 0.16
D 74 0.17 64 0.08
Yxs (9/9)
Ensayo Yxs-e cv Yxs-e cv
0.11 0.22 0.11 0.30
B 0.18 0.19 0.14 0.22
C 0.15 0.29 0.15 0.16
D 0.26 0.18 0.23 0.10

Efectos del CM sobre la velocidad especifi-
ca de crecimiento

Con los datos de la tabla No. 1 se calcul6 el %AP
de cada uno de los parimetros cinéticos. En la fi-
gura No. 1 se presenta la comparacién del efecto
de diferentes dosis de CM sobre el %Au_ . En
esta figura se observa que los tratamientos B y C,
no generan diferencias apreciables con sus contro-
les, en cuanto a la p_ . El ensayo A, presenta un
%, de 13,89%, es decir al aplicar una dosis de
CM al cultivo sin aireacién, se genera un incre-
mento en la velocidad especifica mixima de creci-
miento del 13,89%. De igual forma, el tratamiento
D, presenta un %Ap_ de 20% con respecto al con-
trol. Estos resultados con incremento en [, se
corresponden con los observados por Goldsworthy
et al. en 1999 (14) y Zapata et al. en 2002 (13), quie-
nes aplicaron CM de extremadamente baja inten-
sidad y alta frecuencia, sobre S. cerevisiae, provo-
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cando estimulacién en su crecimiento. La no exis-
tencia de diferencia en el p__entre los tratamien-
tos y los controles en el caso de los ensayos By C,
no se puede explicar con claridad, porque como se
verd més adelante, en estos ensayos si hay efectos
sobre los otros parimetros cinéticos.

25

N
S

a

=)

o

Diferencia porcentual de Um (%)

A B C D
Tipo de Ensayo

Figura 1. Efecto de diferentes dosis de CM sobre el
%AW en cultivos de Saccharomyces cerevisiae creciendo
en malaza.

Efectos del CM sobre la constante de
saturacion

En la figura No. 2 se presenta la comparacién
del efecto de diferentes dosis de CM sobre el
%AKs. En esta figura se observa que la aplicacién
de CM aumenta el valor de Ks, es decir hace que
los cultivos de levadura disminuyan su afinidad
por el sustrato, en todos los ensayos, excepto en
el ensayo B (una dosis, con aireacién). En este
ensayo, la Ks del tratamiento es 26 % menor que
la del control, es decir que en este caso, el micro-
organismo aprovecha el sustrato del medio me-
jor, cuando estd siendo sometido en esta forma a
la accién del CM. La posible explicacién, es que
bajo ciertas condiciones el CM genera un aumen-
to de la permeabilidad de la pared celular del mi-
croorganismo, lo cual estd asociado con la mayor
entrada de algunos iones de importancia
metabdlica como Ca** (17,25, 11) y Na™ (12) y de
esta forma se incrementa la actividad de las bom-
bas de Na*/Ca** o K*/Ca*", resultando en un
mayor flujo de Ca™* a través de la membrana (26),
manifestindose como una mayor afinidad por el
sustrato.
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Figura 2. Efecto de diferentes dosis de CM
sobre el %AKs en cultivos de Saccharomyces cerevisiae
creciendo en malaza.

Efectos del CM sobre el rendimiento

En la figura No. 3 se presenta la comparacién
del efecto de diferentes dosis de CM sobre el
%AYxs. En esta figura se aprecia como el ensayo
B, presenta un %AYxs del 28,57% respecto del
control, lo que significa que el tratamiento B ge-
nera un rendimiento 28,57% mayor que el con-
trol. Esto estd asociado con la mayor afinidad por
el sustrato que se observé en la figura No. 2, pues-
to que al haber mayor afinidad por el sustrato,
habri un mejor aprovechamiento del mismo, ma-
nifestando mejores rendimientos. El mayor
%AYxs con respecto al ensayo A, se explica en
parte, a la turbulencia generada por la aireacién,
que provoca un mayor efecto del CM, porque
combina el efecto entre el movimiento de las par-
ticulas en suspensién y la oscilacién del campo
(14,27). Ademas se ha observado que el CM pue-
de afectar la adsorcién-desorcién del oxigeno en
solucién y de esta forma afectar la utilizacién del
oxigeno por parte de los organismos vivos (28).
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Figura 3. Efecto de diferentes dosis de CM sobre el
%AYxs en cultivos de Saccharomyces cerevisiae creciendo en
malaza.

CONCLUSIONES

Los CM afectan los pardmetros cinéticos de
crecimiento del microorganismo Saccharomyces
cerevisiae. El efecto que se genera es de naturaleza
compleja, puesto que las condiciones de trata-
miento que son favorables para uno de los
pardmetros, no necesariamente los son para los
otros. Esto se debe a que cada uno de los
pardmetros cinéticos estd asociado con un aspec-
to metabdlico diferente, y los CM no afectan de
igual forma, todos los aspectos metabdlicos.

Para las condiciones evaluadas en el presente
estudio, las mejores para incrementar la produc-
cién de biomasa, las constituyen las utilizadas en
el ensayo B (aplicacién de una dosis de CM en un
cultivo con aireacién). Bajo estas condiciones se
observa un incremento en el rendimiento (Yxs) y
una disminucién en la constante de saturacion (Ks),
mientras que la velocidad especifica mixima de
crecimiento (WL ) no presenta cambios aprecia-
bles.

Los CM interactdan con la presencia de oxige-
no en el medio de cultivo, haciendo m4is marcado
el efecto de los CM sobre los pardimetros que
dependen de la aireacién, como es el caso del ren-
dimiento de biomasa.

max)

El conocer los efectos que tienen los CM so-
bre los diferentes pardmetros cinéticos de creci-
miento, permitird en investigaciones futuras, eva-
luar sistemas que por medio de la aplicacién de
este tipo de efectos fisicos, mejoren los rendi-
mientos y las productividades de los procesos
biotecnoldgicos.
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