BIOSORCION DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
DE FERRITA DE MANGANESO A RHODOTORULA
TORULOIDES PARA LA MEJORA DE PROCESOS
BIOCATALITICOS DE PRODUCCION Y EXTRACCION
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

En el presente estudio se analizaron procesos bionanotecnoldgicos
de obtencion de invertasa extracelular y carotenos dentro de
membranas de levadura Rhodotorula toruloides. Se sintetizaron y se
caracterizaron (mediante difraccion de rayos X, DLS, magnetometria,
TEM) las NPM de ferrita de manganeso recubiertas con quitosano
(MnFe;04-Q) y funcionalizadas mediante union covalente con
bioligandos de afinidad a la invertasa y carotenos, Con A y caseina,
respectivamente. Se analizaron cinética e isoterma de adsorcion de la
levadura en las MnFe,04-Q. El equilibrio de la adsorcién se observo
después de 2 h de interaccion. La isoterma se ajusté al modelo de
Freundlich. Se observé un aumento en la producciéon de enzima
invertasa y carotenoides en fermentacion por adhesidén a superficie
(FAS) con 1 mg/mL y 2 mg/mL de MnFe,04-Q, respectivamente. Se
comprobé la capacidad de biomasa inmovilizada en MnFe,04-Q para
producir la invertasa en diferentes ciclos de fermentacion. La invertasa
se purificd mediante adsorcion en NPM con concanavalina A
obteniendo catalizador inmovilizado con mejores propiedades
operacionales. Se definieron las condiciones para la desorcién de
enzima con metil-alfa-D-manopirandsido. Los carotenos fueron
extraidos utilizando NPM con caseina. Se demostré que el tratamiento
con la hipertermia magnética es un método novedoso para la ruptura
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de células y la liberacion de metabolitos intracelulares. Las NPM
funcionalizadas son una herramienta prometedora para innovar
procesos de produccion y purificacion de metabolitos de interés
biotecnoldgico.

Palabras clave: biofuncionalizacién de materiales nanoestructurados;
interaccion de R. toruloides y sus metabolitos con nanoparticulas
funcionalizadas; hipertermia magnética inducida; separacion vy
extraccidon magnética.

The study analyzed bionanotechnological processes for obtaining
extracellular invertase and carotenes within Rhodotorula toruloides
yeast membranes. Chitosan-coated manganese ferrite NPMs
(MnFe,04-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 MnFe,0,-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 MnFe,04-Q, respectively. The capacity
of biomass immobilized in MnFe,04-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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La aplicacion de nanomateriales en el ambito de procesos
biotecnolégicos es un campo en desarrollo activo que abarca aspectos
muy variados. La mayor parte de estudios se enfocan a la aplicacién
de sistemas nanoestructurados como soportes para la inmovilizacion
de enzimas y proteinas (Percin y col.,, 2024), mejorando sus
propiedades operacionales (Ahmad y col., 2022). Sin embargo, hay
pocos estudios sobre la innovacién en procesos de fermentaciéon y
procedimientos de extraccidn basandose en separacion magnética de
biomasa y moléculas biolégicas que interactuan con conjugados de
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con moléculas biolégicas
(Taghizadeh y col., 2022). La biofuncionalizacién de nanomateriales
magnéticos comprende la modificacion de la superficie de
nanoparticulas con biocompuestos que proporcionan grupos
disponibles para adsorcién de moléculas y/o estructuras bioldgicas o
para activacion (como -OH o -NH; en el caso de quitosano). Esto
facilita la unién de ligandos de afinidad mediante enlaces covalentes,
como la interaccion de heparina con lipasas, monosacaridos con
lectinas, asi como en el presente estudio concanavalina A (Con A) afin
a la invertasa y caseina con carotenos. La innovacién de procesos de
fermentacién por adhesion a superficie (FAS) de NPM implica a
menudo el aumento en la produccion de metabolitos extracelulares y
enzimas, reuso de biomasa en varios ciclos de la fermentacion,
simplifica la separacion de productos y biocatalizadores.

El uso de los bionanomateriales magnéticos bajo campo magnético
inducido en la hipertermia magnética como la herramienta emergente
en los procesos de liberacion de los metabolitos intracelulares es un
area novedosa y no estudiada en el ambito biotecnoldgico. Se conoce
uso de hipertermia magnética en tratamiento de cancer con el uso de
resonancia magnética (Szwed & Marczak, 2024), pero no en procesos
biotecnolégicos de purificacion. Dado que el costo de purificacion
representa el 50-80% del costo final del producto biotecnoldgico
(Sawvidou y col., 2022) utilizar ligandos de afinidad en la
biofuncionalizacion de nanomateriales para técnicas de extraccion
magneética podria ser un avance importante. Esta estrategia podria
reemplazar la cromatografia de afinidad, permitiendo procesar
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grandes volumenes de extractos crudos y reducir la cantidad de agua
utilizada en la purificacion.

En el presente estudio los conceptos de aplicacion de
bionanomateriales magnéticos en fermentacién por adhesién a
superficie, hipertermia magnética inducida y extraccibn magnética
selectiva se muestran en el caso de procesos bionanotecnolégicos de
obtencion de invertasa extracelular y carotenos contenidos en las
membranas de levadura R. toruloides (recientemente aislada de
melaza de cana de azucar e identificada a nivel molecular).

El problema central que aborda esta investigacion esta relacionado
con la innovacion de procesos de la produccion de carotenos e
invertasa de R. toruloides y su extraccibn mediante métodos
novedosos basados en la presencia de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas. En la actualidad existe controversia en cuanto al
beneficio y factibilidad del uso de bionanomateriales en la obtencién
de productos biotecnologicos de valor agregado. El estudio realizado
ayuda a promover y consolidar este enfoque dentro del campo. La
separacion y purificacion de biomoléculas es un tema relevante que
ha encontrado diversas dificultades con las técnicas convencionales,
las cuales requieren de procesos de lisis celular y filtracion,
aumentando los costos del proceso, y la utilizacién de solventes
apolares, los cuales son caros y poco amigables con el ambiente. Es
por esto que las metodologias actuales podrian ser mejoradas con el
uso de bionanoconjugados. La utilizacion de NPM para la extraccion
de productos de interés biotecnoldgico es una de las "promesas" mas
viables de la bionanotecnologia, a pesar de esto, son relativamente
pocos los estudios exitosos reportados a la fecha (Fliegery col., 2024).
Debido a esto el desarrollo de bionanomateriales para la extraccién de
invertasa y carotenos en una levadura poco explorada hace
ciertamente meritoria la generacion de conocimientos nuevos.

Los objetivos del presente estudio son obtener y caracterizar los
nanosistemas magnéticos funcionalizados con biomoléculas para la
posible innovacion de los procesos de produccion y extraccion de
carotenos e invertasa (metabolitos intra- y extracelulares) de R.
toruloides mediante fermentacién por adhesién a superficie de
nanoestructuras magnéticas, hipertermia magnética inducida vy
separacion magnética mediada por interaccion con ligandos de
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afinidad.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE FERRITA DE MANGANESO
FUNCIONALIZADAS CON QUITOSANO, CON CASEINA Y CON CONCANAVALINA A

Se sintetizaron nanoparticulas de ferrita de manganeso recubiertas
con quitosano (MnFe,04-Q) mediante el método de coprecipitacion en
un solo paso. Se mezclaron FeCl; 6H,0 y MnSO4-H,0 en una relacion
molar 2:1 (p/p) y el quitosano al 0.125% (p/v), 300 rpm a 70 °C y se
ajusto el pH 9 con NaOH (8 M). La mezcla se sometio a tratamiento
hidrotermal durante 5 h. Luego se recolect6 el precipitado con un
magneto, se lavd hasta obtener pH neutro y se sec6 a 28 °C. Para la
unién covalente de ligandos de afinidad, las MnFe,O4-Q se activaron
con periodato de sodio (NalO4) a 20 mM, 120 rpm por 30 min, en
oscuridad (Craciunescu y col., 2021). Para la funcionalizacion de las
NPM con caseina (MnFe,Os-Q-@Cas) y con concanavalina A
(MnFe,04-Q-@ConA), las MnFe,04-Q activadas se mezclaron con la
solucion de caseina o Con A a 1 mg/mL, a 25 °C y100 rpm. La
concentracion de proteinas no inmovilizadas se evaluo por el método
de Bradford (Bradford, 1976), en las muestras obtenidas después de
precipitacion de bionanoconjugado con el magneto cada 1 h.

CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS

La difraccion de rayos X se evalu6 en un difractometro Rigaku Ultima IV con
radiacion CuKa y los tamanos de cristalitos se estimaron mediante la
ecuacién de Scherrer. Las propiedades magnéticas se analizaron en un
magnetometro vibratorio de Quantum Design, modelo 6000.Tamafio
hidrodinamico de bionanoconjugados se estimo por dispersion dinamica de
luz (DLS) en un NANO-flex 180° DLS. La morfologia y el analisis elemental
de las NMP se realizaron con un HRTEM FEI Titan y espectroscopia EDX.

CARACTERIZACION DE INTERACCION ENTRE CELULAS DE
LEVADURA Y MNFE»O4-Q

Se preparé el indculo de R. toruloides en caldo YPD a 30 °C y 200 rpm
por 24 h. Se realiz6 el ensayo cinético con 5 mL de solucion salina
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(NaCl a 0.9%) con una concentracion celular de 1.4 x 1077 y 10 mg/mL
de MnFe;04-Q, a 200 rpm y 30 °C, hasta alcanzar el equilibrio. Las
células libres se contaron cada 30 min después de la precipitacion
magnética del complejo nanoparticulas y biomasa. Se determino el
tiempo de equilibrio. Las células inmovilizadas en las NPM se
estudiaron por microscopia (SEM). La isoterma de adsorcion se obtuvo
variando la concentracion de las células, a 30 °C, 200 rpm separando
las células adsorbidas con iman después de 3 h con 10 mg/mL de
MnFe,04-Q. Las células fueron contadas antes y después de la
adsorcion.

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

El medio de fermentaciones contenia: sacarosa (70 g/L), extracto de
levadura (3.0 g/L), (NH4)2,SO4 (0.1 g/L), KH,PO4 (0.4 g/L), y MgSO, x
7H,0 (1.5 g/L). Los procesos se realizaron a 30 °C y 200 rpm por 144
h para produccion de carotenoides y 36 h para la produccion de
invertasa, tiempos correspondientes a mayor produccion. La FAS se
realiz6 con la adicion de MnFe,04-Q a diferentes concentraciones. El
crecimiento fue evaluado por el conteo de las células en camara de
Neubauer con indculo inicial de 2.2 x 10° celulas/mL. La actividad
invertasa se evalué mediante la técnica de azucares reductores con
acido 3,5-dinitro-2-hidroxibenzoico (DNS) (Fulaz y col., 2021). En la
FS la biomasa de levadura se separo por centrifugacién a 12500 rpm
durante 5 min y el sobrenadante se consideré extracto enzimatico
crudo. En FAS la biomasa inmovilizada se separé con un campo
magnético, y luego se centrifugd el sobrenadante. La concentracion
de proteinas se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976).
El contenido total de carotenoides (ug/g) se determind espectrofoto-
métricamente por la metodologia descrita por Zheng y col. (2021).

REUSO DE CELULAS DE R. TORULOIDES
PRECIPITADAS CON MNFE>O4-Q EN FAS

Se realizé la FAS en condiciones 6ptimas de produccién de invertasa.
Se recuperaron las células inmovilizadas utilizando un iman cada 36
h, el sobrenadante se separd por decantacion, y se afadié medio
fresco correspondiente a otro ciclo de fermentacién. Ademas,
considerando que durante la fermentacion la interaccién entre las NPM
y las células puede sufrir cambios, se increment6 la concentracion de
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NPM adicionando 0.25 mg/mL en cada ciclo de reuso. La actividad
enzimatica se determiné en cada ciclo de reuso (Fulaz y col., 2021).
La concentracion de células libres e inmovilizadas se evalué mediante
conteo en camara Neubauer.

EXTRACCION DE INVERTASA CON MNFE2O4-Q-@CONA

Para inmovilizar la invertasa de R. foruloides, se mezclaron 5 mL de
extracto crudo con 0.20 g de MnFe,O4-Q@Con A a 25 °C, 150 rpm por
30 min. El precipitado se lavo con solucion de acetato de sodio 10 mM
a pH 5.5 para eliminar la enzima débilmente unida y se almacené a 4
°C. La cantidad de proteina se determin6 por el método de Bradford
(Bradford, 1976) y actividad enzimatica por DNS (Fulaz y col., 2021).
La desorcion de invertasa se realizé adicionando el bionanoconjugado
en la solucion 1 M de metil-a-D-manopiranosido (MMP) con 0. 68 M
NaCl a 120 rpm por 1 h a 50 °C (condiciones definidas como mejores
para desorcion — resultados de ensayos no se presentan).

EXTRACCION DE CAROTENOS CON MNFE>O4-Q-@CAS

Los estudios de adsorcion de carotenos se realizaron con diferentes
concentraciones de MnFe;04-Q-@Cas en 2 ml de extracto de
carotenoides. Aplicando un campo magnético se precipitd el
nanoconjugado con caroteno extraido. La fraccidn no extraida se
cuantific6 mediante las mediciones espectrofotométricas a 450 nm,
cada 10 min durante 2 h. Se calcul6 la cantidad de caroteno adsorbido
(mg/g de MnFe,O4-Q-@Cas). La recuperaciéon de carotenos de
complejo con caseina se logro adicionando 0.5 mL de hexano.

HIPERTERMIA MAGNETICA INDUCIDA

Perfiles de calentamiento a diversas concentraciones de MnFe;04-Q
se evaluaron en las suspensiones de R. toruloides (10° elulas/mL)
adicionando MnFe;04-Q a 1, 2, 5y 10 mg/mL. Se empled un sistema
de calentamiento por induccién a bajas frecuencias y un termémetro
optico. Se realizaron tres ciclos de hipertermia de 20 min cada ciclo a
10 V y 231 kHz. Se realiz6é conteo celular en la camara de Neubauer
con azul de tripano a 0.4 % (p/v).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron usando ANOVA vy la prueba de rango de
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Tukey con un nivel de significancia de p < 0.05, y se graficaron con el
software Origin 2024.

La Figura 1 muestra la caracterizacién de NPM funcionalizadas. Los
patrones de difraccion de rayos X (Figura 1A) corresponden a los picos
de MnFe,04-Q indexado a los planos (11 1),(220),(311),(400), (4
22),(511)y (4 4 0), confirmando la estructura cubica y monofasica
de espinela (COD No0.2300618). El tamafio de la cristalita calculado
en el pico de mayor intensidad fue de 20 nm. La Figura 1B muestra las
curvas de histéresis, con valores de saturacion magnética (M) de
MnFe,04-Q, MnFe,04-Q-@Cas, MnFe,04-Q-@ConA de 36, 29, y 34
emu/g, respectivamente. Los tamafos hidrodinamicos promedio
(Figura 1C), son 167 nm para MnFe;04-Q, 79 nm para MnFe,04-Q-
@Cas y 101 nm para MnFe,O4-Q-@ConA. La Figura 1D muestra
imagenes HRTEM del material recubierto de quitosano, revelando
particulas irregulares con un diametro promedio de ~ 22 nm, que
coincide con lo calculado por DRX. En la superficie de la NPM se
observa una fase amorfa de quitosano (marcada con una flecha) con
un espesor de 2 nm. La Figura 1E muestra el espectro EDX de
MnFe,04-Q confirmando la presencia de picos correspondientes a
manganeso, hierro, oxigeno y carbono, consistente con la estructura
de MnFe,O4 con recubrimiento de quitosano y relacién atémica de Fe/
Mn de 2.03, cercana al valor estequiométrico de Fe/Mn = 2.
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Figura 1. Caracterizacion de las nanoparticulas magnéticas de MnFe,04-Q
funcionalizadas: (A) patrones XRD de MnFe,04-Q; (B) Magnetizacion de NPM
funcionalizadas; (C) tamario hidrodinamico de NPM funcionalizadas; (D)
micrografia HRTEM de MnFe,04-Q; (E) espectro EDX de la composicion elemental
de la MnFe;04-Q

CARACTERIZACION DE INTERACCION ENTRE CELULAS DE
LEVADURA Y MNFE,O4-Q

La interaccion de la MnFe,04-Q vy R. toruloides se visualizd mediante
el SEM (Figura 2). Las células libres tienen superficie lisa y formas
ovaladas (Figura 2A), mientras que las células inmovilizadas en
MnFe,04-Q tienen una apariencia rugosa con NPM adheridas en
varias partes de la superficie celular (Figura 2B). La Figura 2C presenta
las cinéticas de cambio de concentracion de células libres e
inmovilizadas en MnFe,04-Q alcanzando equilibrio después de 2 h de
interaccion.
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Figura 2. Micrografias SEM de células de R. toruloides (A); células de R. toruloides
después de la adsorcion en MnFe,04-Q (B); cinéticas de la adsorcién de R.
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toruloides en MnFe,04-Q (C).

El comportamiento sigue una cinética de primer orden, con el
coeficiente de determinacion (R?) mas cercano a 1 en la funcion lineal
de primer orden (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros determinados en el analisis de la cinética e
isoterma de adsorcion de R. toruloides en MnFe,O;4-.

Modelos Ecuaciones Parametros MnFe,0,—Q
" y =-2.294x + 16.264
C'”e::‘:e‘:ir‘f;“d° In(C)) =InC;—k; t | Funcion lineal R?=0.971
P k;=2.94 h-"
Cinética de pseudo 1 _ sl - y = 3E-06x - 1E-06
— =kt +—
segundo orden C, 2 C Funcion lineal R2 = 0.850
Freundlich 1 Ke 1.25E+08
[Ln q. versus Ln C,] nq,=InKg+ o InCe n 2.99
© © 1/n 0.33
. K 2.50E-06
Langmuir 1_1 .1
- = X 5.00E+09
[1/qe versus 1/Cq] Do TDmax  TmarKrCe qu 0.781

*Donde C;es la concentracion de biomasa en el tiempo t; t es el tiempo
de incubacion; Ce es la concentracidon de células en equilibrio
(células/mL); k1 y ko son constantes cinéticas de primer y segundo
orden respectivamente; ge es la cantidad de biomasa adsorbida en
NPM por unidad de peso en el equilibrio (células/g); qmax €s la
capacidad maxima de adsorcion; K. es la constante de equilibrio de
Langmuir; Ke y 1/n son las constantes de Freundlich, para la capacidad
de adsorcién y la intensidad. Los valores de 1/n indican la fuerza de
adsorcion, cuando 1/n < 1, la adsorcion es un proceso quimico
(parametros 1/n y Kg se calcularon a partir de la pendiente y la
interseccion del grafico de Freundlich).

El analisis de isoterma de adsorcion a 30°C en coordenadas de
Langmuir y Freundlich (Tabla 1) demostré que la isoterma se ajusta al
modelo de Freundlich (R?=0.988) lo que corresponde a la adsorcion
en una superficie heterogénea en multicapas (Giese y col., 2020).

PRODUCCION DE INVERTASA DE R. TORULOIDES EN FS Y FAS
CON REUSO DE CELULAS PRECIPITADAS CON MNFE>O4-Q EN FAS

La produccién de invertasa por R. toruloides en ambos sistemas de
fermentacién alcanza su maxima actividad a las 36 h. En FS, la
actividad enzimatica fue de 1.33£0.05 Ul/mL, mientras que en FAS
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con 1 mg/mL fue de 1.88+0.04 Ul/mL (Figura 3A). Los cambios en la
actividad invertasa se relacionan con la cantidad de biomasa al final
de la fermentacion. En FS se obtuvo 6.1 x 108 células/mL, en FAS 1.2
x 10° células/mL en suspension libre y 2.6 x 10% células/mL
inmovilizadas (Figura 3B). Estos datos muestran una mayor
proliferacion de células en FAS. Las células inmovilizadas se utilizaron
como indculo para posteriores ciclos de la FAS. Analisis de resultados
de reuso de biomasa inmovilizada muestra que la actividad invertasa
y concentracién celular varian en diferentes ciclos de fermentacion
(Figura 3 Ay B). La actividad detectada en el primer ciclo de reuso fue
menor en comparacioén con FAS inicial y FS (Figura 3A). Se observo
un aumento en la actividad en los ciclos 2 y 3 con una diferencia
significativa en cada ciclo de reuso sin adicion y con adicion de
nanoparticulas. La mayor actividad en los ciclos de reuso se observo
en el ciclo 3 con adicibn de nanoparticulas, sin diferencias
estadisticamente significativas con respecto a valor inicial observado
en FAS. Después del tercer ciclo de reuso, la actividad disminuyo.

>

Actividad enzimatica (Ul/mL)
CélulasimL.

Figura 3. (A) Actividad invertasa en FS y diferentes ciclos de FAS de R. toruloides
con MnFe,0,-Q a 1 mg/mL (barras grises) y 1 mg/mL con adicion de 0.25 mg/mL en
cada ciclo de reuso (barra blanca). (B) Concentraciones de células libres e
inmovilizadas en FAS: inicial (primeras barras negra y gris claro rayada,
respectivamente) y diferentes ciclos de retso de biomasa con MnFe,0,-Q a 1 mg/mL
(barras grises claro y oscuras, respectivamente) y 1 mg/mL con adicion de 0.25
mg/mL en cada ciclo de reuso (barras blancas y negras, respectivamente).

Sin embargo, en ningun ciclo de reuso se logré obtener las
concentraciones de biomasa similares a la fermentacién inicial (Figura
3B). La adicion de 0.25 mg/mL de NPM se reflejo en mayores niveles
de la concentracién de células libres, pero no inmovilizadas. Se
observaron mayores niveles de concentracion de levadura libre hasta
el tercer ciclo de reuso, con diferencias estadisticas con y sin aumento
de NPM. Después del tercer ciclo, se observo una disminucion en los
niveles de concentracion de levadura sin una diferencia significativa
entre los ciclos 5 y 6. Las tendencias cambiantes en la concentracion
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de células libres se correlacionan con la actividad enzimatica (Figura
3A y B). Los resultados obtenidos muestran que en varios ciclos de
FAS la interaccion entre levadura y las NPM sufre un cambio que se
refleja en las respuestas de crecimiento y produccién de invertasa.

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

El contenido de carotenos de R. toruloides se determiné a las 144 h.
La adicion de MnFe;04-Q en concentracion de 1 a 2 mg/mL aumento
el contenido de carotenos y de biomasa en comparacion con FS. Se
logré un aumento de 2.48 veces en comparacion con el control en
presencia de MnFe,O4-Q a 2 mg/mL (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de la fermentacion de R. toruloides con de

MnFe204—Q.
NPM (mg/mL) Biomasa (g/L) Carotenos Totales (ug/g)
0 14.30 £ 0.23 ® 93.5+9.22
0.5 12.50 £ 1.322 102.3+7.3°
0.75 14.20+0.10 2 139.1 £ 12.7 b©
1.0 17.80 +1.13° 168.7 + 15.3 ¢
1.25 18.60 + 1.97 ° 152.3 +21.8%°
1.5 19.10 £ 1.19° 162.1 £ 11.9 b©
2.0 18.70 £ 0.35° 275.5+6.1°
5.0 ND ND

EXTRACCION DE INVERTASA CON NANOSITEMA FUNCIONALIZADO
CON CONCANAVALINA A

La invertasa se inmovilizd mediante adsorcion en el MnFe,04-Q-
@ConA. La Tabla 3 muestra el rendimiento de inmovilizacion y la
actividad de la invertasa de R. toruloides inmovilizada.

Tabla 3. Caracteristicas de la inmovilizacion de invertasa en
MnFe;04-Q-@ConA

. Enzima Actividad Enzima inmovilizada
Nanosistema . - L -
maanético inmovilizada enzimatica (mg proteina/g soporte
9 (%) (UI/mL) magnético)
MnFeZO4-Q-Con A 88.4 1.37 24

La invertasa inmovilizada en MnFe,04-Q-@ConA por adsorcion puede
ser utilizada en 25 ciclos cataliticos con disminucién en actividad de
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45%, mejora la estabilidad térmica y de almacenamiento, sin cambios
significativos en pH y temperatura 6ptimos, y un ligero aumento en K,
(resultados no mostrados). Bajo las condiciones de elucion de la
invertasa del nanosistema magnético funcionalizado, se logré una
desorcién del 92 %. El método de extraccion tuvo un rendimiento de
70% vy factor de purificacién de 23.4.

EXTRACCION DE CAROTENOS CON NANOSISTEMA
FUNCIONALIZADO CON CASEINA

Se evaluaron tres concentraciones de MnFe,04-Q-@Cas para evaluar
la capacidad para adsorcién de los carotenos producidos por R.
toruloides. La Tabla 4 muestra que cuanto mayor es la concentracion
de soporte magnético, mayor es la capacidad de adsorcién. El estudio
se llevo a cabo durante 2 h, sin embargo, el tiempo puede ser reducido
hasta 45 min ya que a partir de este tiempo no hubo cambios en la
absorbancia. Aumentando la concentracion de MnFe,O4-Q-@Cas se
logro extraer un 73.1 % de pigmentos.

Tabla 4. Adsorcidon de carotenos de R. toruloides con diferentes
concentraciones de MnFe,O4-Q-@Cas

Capacidad de Caroteno

MnFe,0,-Q-@Cas Tiempo absorcion adsorbido
(g/mL) (min) (mg/ﬁ) (%)
0.015 120 4.19 27.1
0.03 120 9.53 54.3
0.06 120 12.77 73.1

CONCLUSIONES

Se observaron los avances de investigacion en materia de
biorremediacion de metales pesados en aguas residuales industriales
por efecto de las BRS, en cuyos resultados demostraron la efectividad
de aplicar este tipo de tratamiento bioldgico para la descontaminacion
de efluentes residuales. Si bien todas estas publicaciones en la
literatura reportan diversos mecanismos de accion por parte de las
BRS sobre los metales, el proceso de bio-precipitacion promete ser
uno de los mecanismos mas efectivos para tal fin, puesto que la
mayoria de los trabajos analizados en esta revision han mencionado
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sus ventajas con respecto a otros procesos. Por lo tanto, las
proyecciones sobre la bio-precipitacion de metales pesados causada
por las BRS sugieren que continue el desarrollo de este tipo de
investigaciones, para dar soluciones tecnologicas y a su vez
ecoldgicas, al grave problema de metales pesados en agua residual
a nivel industrial.
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