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BIOSORCIÓN DE NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS
DE FERRITA DE MANGANESO A RHODOTORULA
TORULOIDES PARA LA MEJORA DE PROCESOS
BIOCATALÍTICOS DE PRODUCCIÓN Y EXTRACCIÓN
DE METABOLITOS INTRA Y EXTRACELULARES

BIOSORPTION OF MAGNETIC MANGANESE FERRITE
NANOPARTICLES TO RHODOTORULA TORULOIDES FOR THE
IMPROVEMENT OF BIOCATALYTIC PROCESSES FOR THE
PRODUCTION AND EXTRACTION OF INTRA AND
EXTRACELLULAR METABOLITES

RESUMEN

E� el prese�te est
dio se a�alizaro� procesos bio�a�otec�ológicos
de obte�ció� de i�vertasa extracel
lar y carote�os de�tro de
membra�as de levad
ra Rhodotorula toruloides. Se si�tetizaro� y se
caracterizaro� (media�te difracció� de rayos X, DLS, mag�etometría,
TEM) las NPM de ferrita de ma�ga�eso rec
biertas co� q
itosa�o
(M�Fe2O4-Q) y f
�cio�alizadas media�te 
�ió� covale�te co�
bioliga�dos de afi�idad a la i�vertasa y carote�os, Co� A y caseí�a,
respectivame�te. Se a�alizaro� ci�ética e isoterma de adsorció� de la
levad
ra e� las M�Fe2O4-Q. El eq
ilibrio de la adsorció� se observó
desp
és de 2 h de i�teracció�. La isoterma se aj
stó al modelo de
Fre
�dlich. Se observó 
� a
me�to e� la prod
cció� de e�zima
i�vertasa y carote�oides e� ferme�tació� por adhesió� a s
perficie
(FAS) co� 1 mg/mL y 2 mg/mL de M�Fe2O4-Q, respectivame�te. Se
comprobó la capacidad de biomasa i�movilizada e� M�Fe2O4-Q para
prod
cir la i�vertasa e� difere�tes ciclos de ferme�tació�. La i�vertasa
se p
rificó media�te adsorció� e� NPM co� co�ca�avali�a A
obte�ie�do catalizador i�movilizado co� mejores propiedades
operacio�ales. Se defi�iero� las co�dicio�es para la desorció� de
e�zima co� metil-alfa-D-ma�opira�ósido. Los carote�os f
ero�
extraídos 
tiliza�do NPM co� caseí�a. Se demostró q
e el tratamie�to
co� la hipertermia mag�ética es 
� método �ovedoso para la r
pt
ra
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de cél
las y la liberació� de metabolitos i�tracel
lares. Las NPM
f
�cio�alizadas so� 
�a herramie�ta prometedora para i��ovar
procesos de prod
cció� y p
rificació� de metabolitos de i�terés
biotec�ológico.
Palabras clav$: biof
�cio�alizació� de materiales �a�oestr
ct
rados;
i�teracció� de R. toruloides y s
s metabolitos co� �a�opartíc
las
f
�cio�alizadas; hipertermia mag�ética i�d
cida; separació� y
extracció� mag�ética.

ABSTRACT
The study analyzed bionanotechnological processes for obtaining
extracellular invertase and carotenes within Rhodotorula toruloides
yeast membranes. Chitosan-coated manganese ferrite NPMs
(MnFe2O4-Q) and functionalized by covalent bonding with invertase
and carotene affinity bioligands, Con A and casein, respectively, were
synthesized and characterized (by X-ray diffraction, DLS,
magnetometry, TEM). The adsorption kinetics and isotherm of the
yeast on the MnFe2O4-Q were analyzed. The adsorption equilibrium
was observed after 2 h of interaction. The isotherm was fitted to the
Freundlich model. An increase in the production of invertase enzyme
and carotenes was observed in surface attachment fermentation (SAF)
with 1 mg/mL and 2 mg/mL of MnFe2O4-Q, respectively. The capacity
of biomass immobilized in MnFe2O4-Q to produce invertase in different
fermentation cycles was verified. Invertase was purified by adsorption
on NPM with concanavalin A, obtaining an immobilized catalyst with
better operational properties. The conditions for enzyme desorption
with methyl-alpha-D-mannopyranoside were defined. Carotenoids
were extracted using NPM with casein. Treatment with magnetic
hyperthermia was shown to be a novel method for cell disruption and
release of intracellular metabolites. Functionalized NPM is a promising
tool to innovate processes for producing and purifying metabolites of
biotechnological interest.
Keywords: biofunctionalization of nanostructured materials;
interaction of R. toruloides and their metabolites with functionalized
nanoparticles; induced magnetic hyperthermia; magnetic separation
and extraction.
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INTRODUCCIÓN
La aplicació� de �a�omateriales e� el ámbito de procesos
biotec�ológicos es 
� campo e� desarrollo activo q
e abarca aspectos
m
y variados. La mayor parte de est
dios se e�foca� a la aplicació�
de sistemas �a�oestr
ct
rados como soportes para la i�movilizació�
de e�zimas y proteí�as (Perçi� y col., 2024), mejora�do s
s
propiedades operacio�ales (Ahmad y col., 2022). Si� embargo, hay
pocos est
dios sobre la i��ovació� e� procesos de ferme�tació� y
procedimie�tos de extracció� basá�dose e� separació� mag�ética de
biomasa y moléc
las biológicas q
e i�teractúa� co� co�j
gados de
�a�opartíc
las mag�éticas f
�cio�alizadas co� moléc
las biológicas
(Taghizadeh y col., 2022). La biof
�cio�alizació� de �a�omateriales
mag�éticos compre�de la modificació� de la s
perficie de
�a�opartíc
las co� biocomp
estos q
e proporcio�a� gr
pos
dispo�ibles para adsorció� de moléc
las y/o estr
ct
ras biológicas o
para activació� (como -OH o -NH2 e� el caso de q
itosa�o). Esto
facilita la 
�ió� de liga�dos de afi�idad media�te e�laces covale�tes,
como la i�teracció� de hepari�a co� lipasas, mo�osacáridos co�
lecti�as, así como e� el prese�te est
dio co�ca�avali�a A (Co� A) afí�
a la i�vertasa y caseí�a co� carote�os. La i��ovació� de procesos de
ferme�tació� por adhesió� a s
perficie (FAS) de NPM implica a
me�
do el a
me�to e� la prod
cció� de metabolitos extracel
lares y
e�zimas, reúso de biomasa e� varios ciclos de la ferme�tació�,
simplifica la separació� de prod
ctos y biocatalizadores.

El 
so de los bio�a�omateriales mag�éticos bajo campo mag�ético
i�d
cido e� la hipertermia mag�ética como la herramie�ta emerge�te
e� los procesos de liberació� de los metabolitos i�tracel
lares es 
�
área �ovedosa y �o est
diada e� el ámbito biotec�ológico. Se co�oce

so de hipertermia mag�ética e� tratamie�to de cá�cer co� el 
so de
reso�a�cia mag�ética (Szwed & Marczak, 2024), pero �o e� procesos
biotec�ológicos de p
rificació�. Dado q
e el costo de p
rificació�
represe�ta el 50-80% del costo fi�al del prod
cto biotec�ológico
(Savvido
 y col., 2022) 
tilizar liga�dos de afi�idad e� la
biof
�cio�alizació� de �a�omateriales para téc�icas de extracció�
mag�ética podría ser 
� ava�ce importa�te. Esta estrategia podría
reemplazar la cromatografía de afi�idad, permitie�do procesar
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gra�des volúme�es de extractos cr
dos y red
cir la ca�tidad de ag
a

tilizada e� la p
rificació�.

E� el prese�te est
dio los co�ceptos de aplicació� de
bio�a�omateriales mag�éticos e� ferme�tació� por adhesió� a
s
perficie, hipertermia mag�ética i�d
cida y extracció� mag�ética
selectiva se m
estra� e� el caso de procesos bio�a�otec�ológicos de
obte�ció� de i�vertasa extracel
lar y carote�os co�te�idos e� las
membra�as de levad
ra R. toruloides (recie�teme�te aislada de
melaza de caña de azúcar e ide�tificada a �ivel molec
lar).

El problema ce�tral q
e aborda esta i�vestigació� está relacio�ado
co� la i��ovació� de procesos de la prod
cció� de carote�os e
i�vertasa de R. toruloides y s
 extracció� media�te métodos
�ovedosos basados e� la prese�cia de �a�opartíc
las mag�éticas
f
�cio�alizadas. E� la act
alidad existe co�troversia e� c
a�to al
be�eficio y factibilidad del 
so de bio�a�omateriales e� la obte�ció�
de prod
ctos biotec�ológicos de valor agregado. El est
dio realizado
ay
da a promover y co�solidar este e�foq
e de�tro del campo. La
separació� y p
rificació� de biomoléc
las es 
� tema releva�te q
e
ha e�co�trado diversas dific
ltades co� las téc�icas co�ve�cio�ales,
las c
ales req
iere� de procesos de lisis cel
lar y filtració�,
a
me�ta�do los costos del proceso, y la 
tilizació� de solve�tes
apolares, los c
ales so� caros y poco amigables co� el ambie�te. Es
por esto q
e las metodologías act
ales podría� ser mejoradas co� el

so de bio�a�oco�j
gados. La 
tilizació� de NPM para la extracció�
de prod
ctos de i�terés biotec�ológico es 
�a de las "promesas" más
viables de la bio�a�otec�ología, a pesar de esto, so� relativame�te
pocos los est
dios exitosos reportados a la fecha (Flieger y col., 2024).
Debido a esto el desarrollo de bio�a�omateriales para la extracció� de
i�vertasa y carote�os e� 
�a levad
ra poco explorada hace
ciertame�te meritoria la ge�eració� de co�ocimie�tos �
evos.

Los objetivos del prese�te est
dio so� obte�er y caracterizar los
�a�osistemas mag�éticos f
�cio�alizados co� biomoléc
las para la
posible i��ovació� de los procesos de prod
cció� y extracció� de
carote�os e i�vertasa (metabolitos i�tra- y extracel
lares) de R.
toruloides media�te ferme�tació� por adhesió� a s
perficie de
�a�oestr
ct
ras mag�éticas, hipertermia mag�ética i�d
cida y
separació� mag�ética mediada por i�teracció� co� liga�dos de
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afi�idad.

MATERIALES YMÉTODOS

SÍNTESIS DE NANOPARTÍCULAS DE FERRITA DE MANGANESO
FUNCIONALIZADAS CON QUITOSANO, CON CASEÍNA Y CON CONCANAVALINA A

Se si�tetizaro� �a�opartíc
las de ferrita de ma�ga�eso rec
biertas
co� q
itosa�o (M�Fe2O4-Q) media�te el método de coprecipitació� e�

� solo paso. Se mezclaro� FeCl3 6H2O y M�SO4·H2O e� 
�a relació�
molar 2:1 (p/p) y el q
itosa�o al 0.125% (p/v), 300 rpm a 70  C y se
aj
stó el pH 9 co� NaOH (8 M). La mezcla se sometió a tratamie�to
hidrotermal d
ra�te 5 h. L
ego se recolectó el precipitado co� 
�
mag�eto, se lavó hasta obte�er pH �e
tro y se secó a 28 oC. Para la

�ió� covale�te de liga�dos de afi�idad, las M�Fe2O4-Q se activaro�
co� periodato de sodio (NaIO4) a 20 mM, 120 rpm por 30 mi�, e�
osc
ridad (Crăci
�esc
 y col., 2021). Para la f
�cio�alizació� de las
NPM co� caseí�a (M�Fe2O4-Q-@Cas) y co� co�ca�avali�a A
(M�Fe2O4-Q-@Co�A), las M�Fe2O4-Q activadas se mezclaro� co� la
sol
ció� de caseí�a o Co� A a 1 mg/mL, a 25  C y100 rpm. La
co�ce�tració� de proteí�as �o i�movilizadas se eval
ó por el método
de Bradford (Bradford, 1976), e� las m
estras obte�idas desp
és de
precipitació� de bio�a�oco�j
gado co� el mag�eto cada 1 h.

CARACTERIZACIÓN DE NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS

La difracció� de rayos X se eval
ó e� 
� difractómetro Rigak
 Ultima IV co�
radiació� C
Kα y los tamaños de cristalitos se estimaro� media�te la
ec
ació� de Scherrer. Las propiedades mag�éticas se a�alizaro� e� 
�
mag�etómetro vibratorio de Q
a�t
m Desig�, modelo 6000.Tamaño
hidrodi�ámico de bio�a�oco�j
gados se estimó por dispersió� di�ámica de
l
z (DLS) e� 
� NANO-flex 180 DLS. La morfología y el a�álisis eleme�tal
de las NMP se realizaro� co� 
� HRTEM FEI Tita� y espectroscopía EDX.

CARACTERIZACIÓN DE INTERACCIÓN ENTRE CÉLULAS DE
LEVADURA Y MNFE2O4-Q

Se preparó el i�óc
lo de R. toruloides e� caldo YPD a 30  C y 200 rpm
por 24 h. Se realizó el e�sayo ci�ético co� 5 mL de sol
ció� sali�a
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(NaCl a 0.9%) co� 
�a co�ce�tració� cel
lar de 1.4 x 10+07 y 10 mg/mL
de M�Fe2O4-Q, a 200 rpm y 30  C, hasta alca�zar el eq
ilibrio. Las
cél
las libres se co�taro� cada 30 mi� desp
és de la precipitació�
mag�ética del complejo �a�opartíc
las y biomasa. Se determi�o el
tiempo de eq
ilibrio. Las cél
las i�movilizadas e� las NPM se
est
diaro� por microscopia (SEM). La isoterma de adsorció� se obt
vo
varia�do la co�ce�tració� de las cél
las, a 30  C, 200 rpm separa�do
las cél
las adsorbidas co� imá� desp
és de 3 h co� 10 mg/mL de
M�Fe2O4-Q. Las cél
las f
ero� co�tadas a�tes y desp
és de la
adsorció�.

PRODUCCIÓN DE INVERTASA Y CAROTENOIDES A PARTIR
DE R. TORULOIDES EN FS Y FAS

El medio de ferme�tacio�es co�te�ía: sacarosa (70 g/L), extracto de
levad
ra (3.0 g/L), (NH4)2SO4 (0.1 g/L), KH2PO4 (0.4 g/L), y MgSO4 ×
7H2O (1.5 g/L). Los procesos se realizaro� a 30  C y 200 rpm por 144
h para prod
cció� de carote�oides y 36 h para la prod
cció� de
i�vertasa, tiempos correspo�die�tes a mayor prod
cció�. La FAS se
realizó co� la adició� de M�Fe2O4-Q a difere�tes co�ce�tracio�es. El
crecimie�to f
e eval
ado por el co�teo de las cél
las e� cámara de
Ne
ba
er co� i�óc
lo i�icial de 2.2 x 106 cel
las/mL. La actividad
i�vertasa se eval
ó media�te la téc�ica de azúcares red
ctores co�
ácido 3,5-di�itro-2-hidroxibe�zoico (DNS) (F
laz y col., 2021). E� la
FS la biomasa de levad
ra se separó por ce�trif
gació� a 12500 rpm
d
ra�te 5 mi� y el sobre�ada�te se co�sideró extracto e�zimático
cr
do. E� FAS la biomasa i�movilizada se separó co� 
� campo
mag�ético, y l
ego se ce�trif
gó el sobre�ada�te. La co�ce�tració�
de proteí�as se determi�ó por el método de Bradford (Bradford, 1976).
El co�te�ido total de carote�oides (µg/g) se determi�ó espectrofoto-
métricame�te por la metodología descrita por Zhe�g y col. (2021).

REÚSO DE CÉLULAS DE R. TORULOIDES
PRECIPITADAS CON MNFE2O4-Q EN FAS

Se realizó la FAS e� co�dicio�es óptimas de prod
cció� de i�vertasa.
Se rec
peraro� las cél
las i�movilizadas 
tiliza�do 
� imá� cada 36
h, el sobre�ada�te se separó por deca�tació�, y se añadió medio
fresco correspo�die�te a otro ciclo de ferme�tació�. Además,
co�sidera�do q
e d
ra�te la ferme�tació� la i�teracció� e�tre las NPM
y las cél
las p
ede s
frir cambios, se i�creme�tó la co�ce�tració� de



133

NPM adicio�a�do 0.25 mg/mL e� cada ciclo de reúso. La actividad
e�zimática se determi�ó e� cada ciclo de reúso (F
laz y col., 2021).
La co�ce�tració� de cél
las libres e i�movilizadas se eval
ó media�te
co�teo e� cámara Ne
ba
er.

EXTRACCIÓN DE INVERTASA CON MNFE2O4-Q-@CONA

Para i�movilizar la i�vertasa de R. toruloides, se mezclaro� 5 mL de
extracto cr
do co� 0.20 g de M�Fe2O4-Q@Co� A a 25  C, 150 rpm por
30 mi�. El precipitado se lavó co� sol
ció� de acetato de sodio 10 mM
a pH 5.5 para elimi�ar la e�zima débilme�te 
�ida y se almace�ó a 4
ºC. La ca�tidad de proteí�a se determi�ó por el método de Bradford
(Bradford, 1976) y actividad e�zimática por DNS (F
laz y col., 2021).
La desorció� de i�vertasa se realizó adicio�a�do el bio�a�oco�j
gado
e� la sol
ció� 1 M de metil-α-ᴅ-ma�opira�ósido (MMP) co� 0. 68 M
NaCl a 120 rpm por 1 h a 50  C (co�dicio�es defi�idas como mejores
para desorció� – res
ltados de e�sayos �o se prese�ta�).

EXTRACCIÓN DE CAROTENOS CON MNFE2O4-Q-@CAS

Los est
dios de adsorció� de carote�os se realizaro� co� difere�tes
co�ce�tracio�es de M�Fe2O4-Q-@Cas e� 2 ml de extracto de
carote�oides. Aplica�do 
� campo mag�ético se precipitó el
�a�oco�j
gado co� carote�o extraído. La fracció� �o extraída se
c
a�tificó media�te las medicio�es espectrofotométricas a 450 �m,
cada 10 mi� d
ra�te 2 h. Se calc
ló la ca�tidad de carote�o adsorbido
(mg/g de M�Fe2O4-Q-@Cas). La rec
peració� de carote�os de
complejo co� caseí�a se logró adicio�a�do 0.5 mL de hexa�o.

HIPERTERMIA MAGNÉTICA INDUCIDA

Perfiles de cale�tamie�to a diversas co�ce�tracio�es de M�Fe2O4-Q
se eval
aro� e� las s
spe�sio�es de R. toruloides (109 el
las/mL)
adicio�a�do M�Fe2O4-Q a 1, 2, 5 y 10 mg/mL. Se empleó 
� sistema
de cale�tamie�to por i�d
cció� a bajas frec
e�cias y 
� termómetro
óptico. Se realizaro� tres ciclos de hipertermia de 20 mi� cada ciclo a
10 V y 231 kHz. Se realizó co�teo cel
lar e� la cámara de Ne
ba
er
co� az
l de tripa�o a 0.4 % (p/v).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los res
ltados se a�alizaro� 
sa�do ANOVA y la pr
eba de ra�go de
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T
key co� 
� �ivel de sig�ifica�cia de p ≤ 0.05, y se graficaro� co� el
software Origi� 2024.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La Fig
ra 1 m
estra la caracterizació� de NPM f
�cio�alizadas. Los
patro�es de difracció� de rayos X (Fig
ra 1A) correspo�de� a los picos
de M�Fe2O4-Q i�dexado a los pla�os (1 1 1), (2 2 0), (3 1 1), (4 0 0), (4
2 2), (5 1 1) y (4 4 0), co�firma�do la estr
ct
ra cúbica y mo�ofásica
de espi�ela (COD No.2300618). El tamaño de la cristalita calc
lado
e� el pico de mayor i�te�sidad f
e de 20 �m. La Fig
ra 1B m
estra las
c
rvas de histéresis, co� valores de sat
ració� mag�ética (Ms) de
M�Fe2O4-Q, M�Fe2O4-Q-@Cas, M�Fe2O4-Q-@Co�A de 36, 29, y 34
em
/g, respectivame�te. Los tamaños hidrodi�ámicos promedio
(Fig
ra 1C), so� 167 �m para M�Fe2O4-Q, 79 �m para M�Fe2O4-Q-
@Cas y 101 �m para M�Fe2O4-Q-@Co�A. La Fig
ra 1D m
estra
imáge�es HRTEM del material rec
bierto de q
itosa�o, revela�do
partíc
las irreg
lares co� 
� diámetro promedio de ~ 22 �m, q
e
coi�cide co� lo calc
lado por DRX. E� la s
perficie de la NPM se
observa 
�a fase amorfa de q
itosa�o (marcada co� 
�a flecha) co�

� espesor de 2 �m. La Fig
ra 1E m
estra el espectro EDX de
M�Fe2O4-Q co�firma�do la prese�cia de picos correspo�die�tes a
ma�ga�eso, hierro, oxíge�o y carbo�o, co�siste�te co� la estr
ct
ra
de M�Fe2O4 co� rec
brimie�to de q
itosa�o y relació� atómica de Fe/
M� de 2.03, cerca�a al valor esteq
iométrico de Fe/M� = 2.
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Figura 1. Caracterizació� de las �a�opartíc
las mag�éticas de M�Fe2O4-Q
f
�cio�alizadas: (A) patro�es XRD de M�Fe2O4-Q; (B) Mag�etizació� de NPM

f
�cio�alizadas; (C) tamaño hidrodi�ámico de NPM f
�cio�alizadas; (D)
micrografía HRTEM de M�Fe2O4-Q; (E) espectro EDX de la composició� eleme�tal

de la M�Fe2O4-Q

CARACTERIZACIÓN DE INTERACCIÓN ENTRE CÉLULAS DE
LEVADURA Y MNFE2O4-Q

La i�teracció� de la M�Fe2O4-Q y R. toruloides se vis
alizó media�te
el SEM (Fig
ra 2). Las cél
las libres tie�e� s
perficie lisa y formas
ovaladas (Fig
ra 2A), mie�tras q
e las cél
las i�movilizadas e�
M�Fe2O4-Q tie�e� 
�a aparie�cia r
gosa co� NPM adheridas e�
varias partes de la s
perficie cel
lar (Fig
ra 2B). La Fig
ra 2C prese�ta
las ci�éticas de cambio de co�ce�tració� de cél
las libres e
i�movilizadas e� M�Fe2O4-Q alca�za�do eq
ilibrio desp
és de 2 h de
i�teracció�.

Figura 2. Micrografías SEM de cél
las de R. toruloides (A); cél
las de R. toruloides
desp
és de la adsorció� e� M�Fe2O4-Q (B); ci�éticas de la adsorció� de R.
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toruloides e� M�Fe2O4-Q (C).

El comportamie�to sig
e 
�a ci�ética de primer orde�, co� el
coeficie�te de determi�ació� (R2) más cerca�o a 1 e� la f
�ció� li�eal
de primer orde� (Tabla 1).

Tabla 1. Parámetros determi�ados e� el a�álisis de la ci�ética e
isoterma de adsorció� de R. toruloides e� M�Fe2O4-.

Mod$los Ecuacion$s Parám$tros MnF$2O4–Q

Ci�ética de pse
do
primer orde� ln 𝐶𝑡 = ln 𝐶𝑖 − 𝑘1 𝑡 F
�ció� li�eal

y = -2.294x + 16.264
R² = 0.971

k1 = 2.94 h -1

Ci�ética de pse
do
seg
�do orde�

1
𝐶𝑡

= 𝑘2𝑡 + 1
𝐶𝑖

F
�ció� li�eal y = 3E-06x - 1E-06
R² = 0.850

Fre
�dlich
[L� qe vers
s L� Ce]

𝑛 𝑞𝑒 = ln𝐾𝐹 + 1
𝑛 ln 𝐶𝑒

KF
�

1/�

1.25E+08
2.99
0.33

La�gm
ir
[1/qe vers
s 1/Ce]

1
𝑞𝑒

= 1
𝑞𝑚𝑎𝑥

+ 1
𝑞𝑚𝑎𝑥𝐾𝐿𝐶𝑒

KL
qmax
R2

2.50E-06
5.00E+09

0.781

*Do�de Ct es la co�ce�tració� de biomasa e� el tiempo t; t es el tiempo
de i�c
bació�; Ce es la co�ce�tració� de cél
las e� eq
ilibrio
(cél
las/mL); k1 y k2 so� co�sta�tes ci�éticas de primer y seg
�do
orde� respectivame�te; qe es la ca�tidad de biomasa adsorbida e�
NPM por 
�idad de peso e� el eq
ilibrio (cél
las/g); qmáx es la
capacidad máxima de adsorció�; KL es la co�sta�te de eq
ilibrio de
La�gm
ir; KF y 1/� so� las co�sta�tes de Fre
�dlich, para la capacidad
de adsorció� y la i�te�sidad. Los valores de 1/� i�dica� la f
erza de
adsorció�, c
a�do 1/� < 1, la adsorció� es 
� proceso q
ímico
(parámetros 1/� y KF se calc
laro� a partir de la pe�die�te y la
i�tersecció� del gráfico de Fre
�dlich).
El a�álisis de isoterma de adsorció� a 30 C e� coorde�adas de
La�gm
ir y Fre
�dlich (Tabla 1) demostró q
e la isoterma se aj
sta al
modelo de Fre
�dlich (R2=0.988) lo q
e correspo�de a la adsorció�
e� 
�a s
perficie heterogé�ea e� m
lticapas (Giese y col., 2020).

PRODUCCIÓN DE INVERTASA DE R. TORULOIDES EN FS Y FAS
CON REÚSO DE CÉLULAS PRECIPITADAS CON MNFE2O4-Q EN FAS

La prod
cció� de i�vertasa por R. toruloides e� ambos sistemas de
ferme�tació� alca�za s
 máxima actividad a las 36 h. E� FS, la
actividad e�zimática f
e de 1.33±0.05 UI/mL, mie�tras q
e e� FAS
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co� 1 mg/mL f
e de 1.88±0.04 UI/mL (Fig
ra 3A). Los cambios e� la
actividad i�vertasa se relacio�a� co� la ca�tidad de biomasa al fi�al
de la ferme�tació�. E� FS se obt
vo 6.1 x 108 cél
las/mL, e� FAS 1.2
x 109 cél
las/mL e� s
spe�sió� libre y 2.6 x 108 cél
las/mL
i�movilizadas (Fig
ra 3B). Estos datos m
estra� 
�a mayor
proliferació� de cél
las e� FAS. Las cél
las i�movilizadas se 
tilizaro�
como i�óc
lo para posteriores ciclos de la FAS. A�álisis de res
ltados
de reúso de biomasa i�movilizada m
estra q
e la actividad i�vertasa
y co�ce�tració� cel
lar varía� e� difere�tes ciclos de ferme�tació�
(Fig
ra 3 A y B). La actividad detectada e� el primer ciclo de reúso f
e
me�or e� comparació� co� FAS i�icial y FS (Fig
ra 3A). Se observó

� a
me�to e� la actividad e� los ciclos 2 y 3 co� 
�a difere�cia
sig�ificativa e� cada ciclo de reúso si� adició� y co� adició� de
�a�opartíc
las. La mayor actividad e� los ciclos de reúso se observó
e� el ciclo 3 co� adició� de �a�opartíc
las, si� difere�cias
estadísticame�te sig�ificativas co� respecto a valor i�icial observado
e� FAS. Desp
és del tercer ciclo de reúso, la actividad dismi�
yó.

Figura 3. (A) Actividad i�vertasa e� FS y difere�tes ciclos de FAS de R. toruloides
co� M�Fe₂O₄-Q a 1 mg/mL (barras grises) y 1 mg/mL co� adició� de 0.25 mg/mL e�
cada ciclo de reúso (barra bla�ca). (B) Co�ce�tracio�es de cél
las libres e
i�movilizadas e� FAS: i�icial (primeras barras �egra y gris claro rayada,
respectivame�te) y difere�tes ciclos de reúso de biomasa co� M�Fe₂O₄-Q a 1 mg/mL
(barras grises claro y osc
ras, respectivame�te) y 1 mg/mL co� adició� de 0.25
mg/mL e� cada ciclo de reúso (barras bla�cas y �egras, respectivame�te).

Si� embargo, e� �i�gú� ciclo de reúso se logró obte�er las
co�ce�tracio�es de biomasa similares a la ferme�tació� i�icial (Fig
ra
3B). La adició� de 0.25 mg/mL de NPM se reflejó e� mayores �iveles
de la co�ce�tració� de cél
las libres, pero �o i�movilizadas. Se
observaro� mayores �iveles de co�ce�tració� de levad
ra libre hasta
el tercer ciclo de reúso, co� difere�cias estadísticas co� y si� a
me�to
de NPM. Desp
és del tercer ciclo, se observó 
�a dismi�
ció� e� los
�iveles de co�ce�tració� de levad
ra si� 
�a difere�cia sig�ificativa
e�tre los ciclos 5 y 6. Las te�de�cias cambia�tes e� la co�ce�tració�
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de cél
las libres se correlacio�a� co� la actividad e�zimática (Fig
ra
3A y B). Los res
ltados obte�idos m
estra� q
e e� varios ciclos de
FAS la i�teracció� e�tre levad
ra y las NPM s
fre 
� cambio q
e se
refleja e� las resp
estas de crecimie�to y prod
cció� de i�vertasa.

PRODUCCIÓN DE CAROTENOS A PARTIR DE R. TORULOIDES EN FS Y FAS

El co�te�ido de carote�os de R. toruloides se determi�ó a las 144 h.
La adició� de M�Fe2O4-Q e� co�ce�tració� de 1 a 2 mg/mL a
me�tó
el co�te�ido de carote�os y de biomasa e� comparació� co� FS. Se
logró 
� a
me�to de 2.48 veces e� comparació� co� el co�trol e�
prese�cia de M�Fe2O4-Q a 2 mg/mL (Tabla 2).

Tabla 2. Parámetros de la ferme�tació� de R. toruloides co� de
M�Fe2O4-Q.

NPM (mg/mL) Biomasa (g/L) Carot$nos Total$s (µg/g)

0 14.30 ± 0.23 a 93.5 ± 9.2 a

0.5 12.50 ± 1.32 a 102.3 ± 7.3 a

0.75 14.20 ± 0.10 a 139.1 ± 12.7 bc

1.0 17.80 ± 1.13 b 168.7 ± 15.3 bc

1.25 18.60 ± 1.97 b 152.3 ± 21.8 bc

1.5 19.10 ± 1.19 b 162.1 ± 11.9 bc

2.0 18.70 ± 0.35 b 275.5 ± 6.1c

5.0 ND ND

EXTRACCIÓN DE INVERTASA CON NANOSITEMA FUNCIONALIZADO
CON CONCANAVALINA A

La i�vertasa se i�movilizó media�te adsorció� e� el M�Fe2O4-Q-
@Co�A. La Tabla 3 m
estra el re�dimie�to de i�movilizació� y la
actividad de la i�vertasa de R. toruloides i�movilizada.

Tabla 3. Características de la i�movilizació� de i�vertasa e�
M�Fe2O4-Q-@Co�A

Nanosist$ma
magnético

Enzima
inmovilizada

(%)

Actividad
$nzimática
(UI/mL)

Enzima inmovilizada
(mg prot$ína/g soport$

magnético)
M�Fe

2
O

4
-Q-Co� A 88.4 1.37 2.4

La i�vertasa i�movilizada e� M�Fe2O4-Q-@Co�A por adsorció� p
ede
ser 
tilizada e� 25 ciclos catalíticos co� dismi�
ció� e� actividad de
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45%, mejora la estabilidad térmica y de almace�amie�to, si� cambios
sig�ificativos e� pH y temperat
ra óptimos, y 
� ligero a
me�to e� Km
(res
ltados �o mostrados). Bajo las co�dicio�es de el
ció� de la
i�vertasa del �a�osistema mag�ético f
�cio�alizado, se logró 
�a
desorció� del 92 %. El método de extracció� t
vo 
� re�dimie�to de
70% y factor de p
rificació� de 23.4.

EXTRACCIÓN DE CAROTENOS CON NANOSISTEMA
FUNCIONALIZADO CON CASEÍNA

Se eval
aro� tres co�ce�tracio�es de M�Fe2O4-Q-@Cas para eval
ar
la capacidad para adsorció� de los carote�os prod
cidos por R.
toruloides. La Tabla 4 m
estra q
e c
a�to mayor es la co�ce�tració�
de soporte mag�ético, mayor es la capacidad de adsorció�. El est
dio
se llevó a cabo d
ra�te 2 h, si� embargo, el tiempo p
ede ser red
cido
hasta 45 mi� ya q
e a partir de este tiempo �o h
bo cambios e� la
absorba�cia. A
me�ta�do la co�ce�tració� de M�Fe2O4-Q-@Cas se
logró extraer 
� 73.1 % de pigme�tos.

Tabla 4. Adsorció� de carote�os de R. toruloides co� difere�tes
co�ce�tracio�es de M�Fe2O4-Q-@Cas

MnF$2O4-Q-@Cas
(g/mL)

Ti$mpo
(min)

Capacidad d$
absorción
(mg/g)

Carot$no
adsorbido

(%)

0.015 120 4.19 27.1

0.03 120 9.53 54.3

0.06 120 12.77 73.1

CONCLUSIONES

Se observaro� los ava�ces de i�vestigació� e� materia de
biorremediació� de metales pesados e� ag
as resid
ales i�d
striales
por efecto de las BRS, e� c
yos res
ltados demostraro� la efectividad
de aplicar este tipo de tratamie�to biológico para la desco�tami�ació�
de efl
e�tes resid
ales. Si bie� todas estas p
blicacio�es e� la
literat
ra reporta� diversos meca�ismos de acció� por parte de las
BRS sobre los metales, el proceso de bio-precipitació� promete ser

�o de los meca�ismos más efectivos para tal fi�, p
esto q
e la
mayoría de los trabajos a�alizados e� esta revisió� ha� me�cio�ado
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s
s ve�tajas co� respecto a otros procesos. Por lo ta�to, las
proyeccio�es sobre la bio-precipitació� de metales pesados ca
sada
por las BRS s
giere� q
e co�ti�
e el desarrollo de este tipo de
i�vestigacio�es, para dar sol
cio�es tec�ológicas y a s
 vez
ecológicas, al grave problema de metales pesados e� ag
a resid
al
a �ivel i�d
strial.
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