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PALABRAS CLAVE Resumen La levadura Candida fukuyamaensis RCL-3 presenta la capacidad de disminuir la

Biomineralizacion; concentracion de cobre presente en un medio de cultivo. Observamos que la presencia de

Remediacion de altas concentraciones de cobre cambia el color de las células de blanco/crema a marrén. La

Cu(lly; coloracion desaparece cuando las células son tratadas KCN o cuando crecen en un medio sin

Levaduras; adicion de iones sulfato. Estos resultados se corresponden con la probable formacion de bio-

CuS minerales de CuS sobre la superficie de las células. En este informe ponemos en evidencia que
la mineralizacion seria un mecanismo utilizado por la levadura estudiada para biorremediar el
cobre.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la CC BY-NC-ND licencia (http://creativecommons.org/licencias/by-
nc-nd/4.0/).

KEYWORDS Biomineralization of copper in Candida fukuyamaensis RCL-3

Biomineralization; . ; s .
Cu(ll) remediation; Abstract Candida fukuyamaensis RCL-3 yeast has the ability to decrease copper concentration

Yeast; in a culture medium. High copper concentrations change the cell color from white/cream to
CuS brown. The effect of color change ceases with the addition of KCN or when cells are grown in
a culture medium without sulfate ions. These results could be associated with CuS bioaccumu-
lation in the cell surface. This report revealed that mineralization would be a mechanism used
by this yeast for copper bioremediation.
© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).
En un trabajo previo se aisld la levadura Candida
fukuyamaensis RCL-3 de un canal de drenaje de una
* Autor para correspondencia. planta de filtro de cobre en la localidad de Ranchillos, Tucu-
Correo electronico: irazustaveronica@gmail.com (V. Irazusta). man. Esta cepa fue seleccionada por poseer resistencia y/o
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tolerancia a altas concentraciones de Ni(ll), Cr(VI), Cd(ll) y
Cu(I'. La alta resistencia al Cu(ll) de esta levadura autdc-
tona fue luego demostrada en ensayos semicuantitativos
y cualitativos; asimismo, fueron realizadas caracterizacio-
nes de dicha levadura mediante estudios morfologicos y
de actividades enzimaticas'?. Un estudio de publicacion
reciente reveld6 mediante herramientas proteémicas parte
de las rutas metabolicas utilizadas por C. fukuyamaensis
RCL-3 cuando es cultivada en presencia de cobre®.

Basandonos en el gran interés biotecnoldgico que pre-
senta esta levadura para la biorremediacion de Cu(ll), nos
planteamos como objetivo de este trabajo determinar si la
biomineralizacion del cobre sobre la superficie de la células
es uno de los mecanismos que utiliza C. fukuyamaensis RCL-
3 para disminuir la concentracion del metal en el medio de
cultivo.

Como punto de partida se realizaron curvas de cre-
cimiento y de remocion de cobre con la cepa de
interés, C.fukuyamaensis RCL-3, y con una cepa con-
trol: Saccharomyces cerevisiae ATCC 3205. Los resultados
demuestran la capacidad que presenta la levadura autoc-
tona de interaccionar con el metal disminuyendo un 70 % del
cobre inicialmente anadido (fig. 1). Sin embargo, en el caso
de la cepa de levadura de coleccion no se observé remocion
de dicho metal, el cual fue medido y tuvo una concentra-
cion de 0,524+0,12mM luego de 48h de cultivo (fig. 1).
Por otro lado, se pudo observar un crecimiento diferente
entre ambas cepas cuando fueron cultivadas con adicion
de Cu(ll): S. cerevisiae ATCC 3205 alcanzo6 una absorbancia
(Absgoonm) de 11,0+ 1, mientras que C. fukuyamaensis RCL-
3 alcanzo una Absggnm de 18,4+ 2 (fig. 1). Estos resultados
y los publicados anteriormente'’ ponen de manifiesto que
la capacidad de remediar el cobre por parte de la cepa
C. fukuyamaensis RCL-3 no afecta su crecimiento, por lo
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Figura 1 Efecto de 0,5mM de Cu en el crecimiento de

Candida fukuyamaensis RCL-3 y de Saccharomyces cerevisiae
ATCC 32051 y concentracion de cobre extracelular en el medio
de cultivo a diferentes tiempos de incubacion. Absorbancia a
600 nm de cultivos de C. fukuyamaensis RCL-3 (diamantes gri-
ses) y de S. cerevisiae ATCC 32051 (cuadrados negros) a 16, 24
y 48 h. Concentracion de cobre en el medio de cultivo luego de
12, 24y 48 h de incubacion con C. fukuyamaensis RCL-3 (cuadra-
dos grises) y con S. cerevisiae ATCC 32051 (triangulos negros).
El experimento fue realizado por triplicado y las barras de error
representan el desvio estandar.

que puede tener un gran futuro para su aplicacion a gran
escala.

A pesar de que diversos autores han estudiado los
microorganismos y en particular las levaduras en pro-
cesos de biorremediacion de metales pesados, existe
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Figura 2 Crecimiento de las levaduras Candida fukuyamaensis RCL-3 y Saccharomyces cerevisiae ATCC 32051 en presencia y
ausencia de cobre en medios de cultivos soélidos y efecto del KCN sobre C. fukuyamaensis RCL-3. A) Crecimiento en medio YNB-
glucosa con (+Cu) y sin (—Cu) cobre de C. fukuyamaensis RCL-3 y S. cerevisiae ATCC 32051 luego de 48 h a 30°C. B)Pellet celular
de C. fukuyamaensis RCL-3 luego de 16 h de cultivo en medio YNB-glucosa suplementado con 0,5mM CuSQy, antes y después del
tratamiento con 10 mM KCN. C) Crecimiento de las levaduras C. fukuyamaensis RCL-3 y S. cerevisiae ATCC 32051 en medio de cultivo
YNB-glucosa sin (NH4),504 y con NH4Cl como fuente de nitrégeno y con (+Cu) o sin (—Cu) la adicion de CuSO,4 luego de 48h a 30°C.
D) Crecimiento de las levaduras C. fukuyamaensis RCL-3y S. cerevisiae ATCC 32051 en medio de cultivo YNB-glucosa, suplementando
con 1,2mM de metionina y con (+Cu) o sin (—Cu) la adicion de CuSO4 luego de 48 h a 30°C.
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poca informacion sobre cuales son los mecanismos que
estos utilizan. Nuestra hipdtesis es que la precipitacion-
biomineralizacion de cobre en sulfuro de cobre (CuS)
es uno de los mecanismos utilizados por la levadura
C. fukuyamaensis RCL-3 para biorremediar el Cu(ll). En tra-
bajos previos, al determinar la distribucion intracelular del
cobre en C. fukuyamaensis RCL-3 mediante microscopia de
transmision electronica, se evidencio la presencia de cuer-
pos negros tanto en el citoplasma como en la pared celular,
correspondientes a depdsitos de cobre’?.

Por otro lado, al cultivar C. fukuyamaensis RCL-3 en
medio YNB-glucosa (glucosa 20g/l, Tris pH 5, 50mM, YNB
sin aminoacidos 6,7 g/l) en presencia de 0,5mM de CuSOy,
observamos que las células se tornaban de color mas oscuro
respecto de la coloracion observada en las mismas levaduras
crecidas sin cobre en el medio de cultivo. Este cambio en la
coloracion se vio exacerbado a las 16 h de cultivo. El cambio
en la coloracion de las colonias de C. fukuyamaensis RCL-3
de blancas/cremas a un intenso marron pudo ser visualizado
en medio solido YNB-glucosa con 0,5 mM de CuSQ,, incubado
a 30°C durante 72 h (fig. 2A).

Durante los ultimos afos, el estudio de la biorremedia-
cion de metales toxicos como el cobre ha recibido gran
atencion, no solo por su importancia cientifica, sino tam-
bién por sus potenciales aplicaciones industriales®'3. Con
respecto a la bioadsorcion, también denominada biomine-
ralizacion, se ha demostrado que algunos microorganismos
son capaces de precipitar diversos metales, entre ellos el
Cu(ll). Uno de los minerales capaces de ser producidos por
los microorganismos es el sulfuro de cobre, el cual se depo-
sita sobre la superficie de las células'. Este proceso de
mineralizacion requiere de fuente de iones sulfuro y de iones
cobre para la formacion de los cristales de CuS®.

Otros investigadores observaron que la precipitacion del
Cu en forma de CusS resulta en una coloracion marron cuando
la concentracion del mineral estaba entre 0,5y 5mM’. Con
el fin de demostrar que la pigmentacion marron observada
en C. fukuyamaensis RCL-3 en presencia de cobre proviene
de la mineralizacion y formacion de CuS en la pared de las
células, se realizaron ensayos de disociacion del complejo
CuS.

Los cristales de CuS son estables en medio acido, pero
se disocian en presencia de KCN como resultado de la
formacion de complejos de cianuro de cobre, lo que pro-
voca la pérdida instantanea del color marrén en el pellet
celular™. Con el objetivo de demostrar la presencia de
CusS sobre la superficie celular de C. fukuyamaensis RCL-3,
células de 16 h de cultivo con adicion de 0,5mM de CuSO,
fueron centrifugadas para la eliminacion del medio de cul-
tivo y resuspendidas en HCl 1N o KCN 10 mM. Como puede
observarse en la figura 2B, la adicion de KCN en las célu-
las de C. fukuyamaensis RCL-3 previamente tratadas con
cobre provoca la pérdida de coloracion de forma instan-
tanea, demostrando la formacion de complejos de cianuro
de cobre. Con el objetivo de comprobar que la pérdida de
coloracion de las células no se debia a su acidificacion, se
realizaron tratamientos de C. fukuyamaensis RCL-3 con HCL
como medio acido. Se observo que la coloracion marron del
pellet celular no sufrio ninguna modificacion en presencia de
HCL, manteniéndose el color marron que las células habian
adquirido previamente.

Otra manera de demostrar la mineralizacion del cobre
sobre la superficie celular es a través del estudio de la
fuente de los iones sulfuro que participan en la precipita-
cion de los iones cobre durante la formacion del sulfuro de
cobre.

El medio de cultivo YNB-glucosa utilizado en los ensa-
yos aqui descriptos posee (NH4);SO4 como Unica fuente de
nitrogeno y de sulfato. Se realizaron ensayos en medio de
cultivo YNB-glucosa reemplazando el (NH4),S04, por NH,4CL
como fuente de nitrogeno, y de esta forma se elimind
toda fuente de iones sulfato. Como se observa en los cul-
tivos solidos de la figura 2C, la eliminacién del sulfato del
medio imposibilitd la formacion del biomineral y, por lo
tanto, no se observo coloracion marrén en presencia de
cobre.

La falta de coloracion en las células en el medio de cul-
tivo YNB-glucosa sin (NH,);S0,4 fue observada también en
medio liquido. Fue interesante descubrir que, ademas de
perder su coloracion, las colonias de C. fukuyamaensis RCL-
3 también veian afectado su crecimiento negativamente
(fig. 2C). Esto podria indicar la dificultad de estas levadu-
ras para desarrollarse en presencia de cobre sin una fuente
externa de iones sulfato. Este hecho nos lleva a hipoteti-
zar que cuando C. fukuyamaensis RCL-3 esta en presencia
de cobre y sin iones sulfato, no presenta la capacidad de
depositar cobre en forma de CuS. Esta incapacidad para la
formacion de minerales de cobre generaria, ademas, una
sensibilidad al metal. Cabe destacar que la disminucion en
el crecimiento de las células de C. fukuyamaensis RCL-3 fue
verificada también por densidad dptica a 600nm, ya que
se observo aproximadamente un 70 % menos de crecimiento
(datos no mostrados).

Tanto la coloracion como el crecimiento de las células de
S. cerevisiae ATCC 32051 no se vieron afectadas en presen-
cia de (NH,4);S0,4 o NH,Cl como fuentes de nitrégeno, ni por
la adicion o no del metal (fig. 2C). Por lo tanto, S. cerevisiae
ATCC 32051 permanecié con uno tono blanco/crema bajo
todos los tratamiento efectuados (fig. 2). Este hecho se
corresponde con la falta de capacidad que presenta esta
cepa de interaccionar con el metal, como se demuestra en
la figura 1.

Yu et al.™ reportaron resultados similares con respecto
a la coloracion de las células en una levadura modificada
genéticamente que presentaba la capacidad de formar CuS
sobre la superficie celular en presencia de cobre. Dicha leva-
dura también demostro6 la atenuacion del color marron a
partir del reemplazo del (NH4),SO4 por NH,Cl como fuente
de nitrogeno para la eliminacion de los iones sulfato. De
modo similar, los ensayos con KCN eliminaron la coloracion
marron de las células que presentaban depoésitos de CusS.
Otras investigaciones demostraron que bacterias con capa-
cidad de reducir el sulfato en presencia de cobre también
fueron capaces de remover del medio el cobre mediante su
precipitacion y bioacumulacion en forma de minerales del
azufre*8. A partir de estudios de microscopia electrénica
se pudo determinar que los biominerales formados por la
bacteria Citrobacter spp. eran del tipo CuS y generaban un
oscurecimiento de las bacterias®.

Por dltimo, se cultivo C.fukuyamaensis RCL-3 y
S. cerevisiae ATCC 32051 en medio YNB-glucosa suplemen-
tado con 1,2mM de metionina. Un exceso de metionina en
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presencia del metal produjo una disminucion de la inten-
sidad del color marron de las colonias de C. fukuyamaensis
RCL-3 (fig. 2D). Esto se debe a que un exceso de metionina es
capaz de elevar los niveles de S-adenosilmetionina, un corre-
presor de los genes involucrados en la reduccion de sulfato®.
Esto dificulta la disponibilidad de iones sulfuro, a partir de
los cuales se producen los cristales de CuS. Por lo tanto, la
adicion de metionina en el medio de cultivo disminuye
la formacion de CusS.

Todos los resultados expuestos con respecto a la capa-
cidad que tiene la levadura C. fukuyamaensis RCL-3 de
interaccionar con el cobre pueden explicarse a partir de la
existencia de un mecanismo de precipitacion del cobre sobre
la pared celular de esta levadura. Otros autores relacionaron
la capacidad de detoxificacion del cobre con la precipitacion
de CuS en la superficie de las levaduras?. La precipitacion del
cobre sobre la superficie de los microorganismos en forma
de CusS parece estar relacionada con la capacidad de resistir
altas concentraciones de dicho metal. Aunque la mayoria de
los estudios en este sentido fueron realizados en cepas de
S. cerevisiae modificadas genéticamente, con deleciones o
adiciones que les confieren resistencia al cobre?', la leva-
dura Rhodotorula aislada de una mina y con gran tolerancia
al cobre también demostro ser capaz de producir CuS sobre
la superficie de sus células’. Por lo expuesto, la capacidad
de las levaduras para precipitar el cobre en forma de CuS
parece estar relacionada con su capacidad de resistir altas
concentraciones del metal.

Estudios de microscopia electronica efectuados en la
cepa bajo estudio demuestran la presencia de acumulos de
cobre que se localizan cercanos a la pared celular, mas espe-
cificamente en el limite entre esta Ultima y la membrana'?.
Dichas observaciones son coherentes con la formacion de
biominerales en la superficie de las células. Sin embargo,
para corroborar la localizacion del CuS en las levaduras
estudiadas seria necesario un estudio mas profundo que
determinara la composicion molecular de los depositos for-
mados.

Es interesante comentar que estudios recientes reporta-
ron que los genes que participan en la biomineralizacion del
cobre sobre la superficie de las células también se encuen-
tran involucrados en la homeostasis del cobre, al estabilizar
diferentes ARN mensajeros'?. Resulta llamativo que muchas
de las proteinas observadas como sobreexpresadas en pre-
sencia de cobre en C. fukuyamaensis RCL-3, en el estudio
proteémico fueron proteinas ribosomales®. Nuestros hallaz-
gos alientan a la realizacion de nuevos estudios, que podrian
relacionar la sintesis de proteinas ribosomales con la biomi-
neralizacion del cobre en C. fukuyamaensis RCL-3.

A partir del presente trabajo podemos continuar profun-
dizando en la composicién del biomineral formado, asi como
también en el estudio de las rutas metabolicas, moléculas, y
enzimas involucradas en la precipitacion-biomineralizacion
del cobre en forma de CuS, con el fin de demostrar que
este es uno de los principales mecanismos utilizados por la
levadura autoctona C. fukuyamaensis RCL-3 para la remo-
cion del cobre. Por otro lado, este es el primer trabajo que
describe ensayos simples, capaces de indicar la precipita-
cion de cobre en presencia de iones sulfato y que podrian
ser reproducidos por otros investigadores utilizando diversos
microorganismos.
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