UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

TESIS DOCTORAL
Microalgas y elementos quimicos clave en la industria

energética: 1. El caso del litio: captura y fraccionamiento.
II. Diversidad y adaptacion exitosa: el caso del uranio

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR
Héctor Miguel Diaz-Alejo Guerrero

Directores

Eduardo Costas Costas
Victoria Lopez Rodas
Maria del Camino Garcia Balboa

Madrid

© Héctor Miguel Diaz-Alejo Guerrero, 2022



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

TESIS DOCTORAL

MICROALGAS Y ELEMENTOS QUIMICOS CLAVE EN LA INDUSTRIA ENERGETICA:
. EL CASO DEL LITIO: CAPTURA Y FRACCIONAMIENTO.
1. DIVERSIDAD Y ADAPTACION EXITOSA: EL CASO DEL URANIO.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

HECTOR MIGUEL DIAZ ALEJO GUERRERO

DIRECTORES

EDUARDO COSTAS COSTAS
VICTORIA LOPEZ RODAS
CAMINO GARCIA BALBOA






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

Departamento de Produccion Animal

TESIS DOCTORAL

MICROALGAS Y ELEMENTOS QUIMICOS CLAVE EN
LA INDUSTRIA ENERGETICA:
I. EL CASODEL LITIO: CAPTURAY
FRACCIONAMIENTO.
Il. DIVERSIDAD Y ADAPTACION EXITOSA: EL CASO
DEL URANIO.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Héctor Miguel Diaz Alejo Guerrero

BAJO LA DIRECCION DE LOS DOCTORES:

Eduardo Costas Costas Victoria Lépez Rodas Camino Garcia Balboa


https://www.google.co.uk/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCJKj9P7YhcgCFcNdFAodGLgHuQ&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Complutense_University_of_Madrid&psig=AFQjCNEch4x-7_aL3fCKGsqUKTrx63euYQ&ust=1442841328930699







"Souvenez-vous que dans les champs de I'observation le

hasard ne favorise que les esprits préparés”.

Louis Pasteur.

“La vida puede ser maravillosa...”

Andrés Montes.
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1. RESUMEN

TiTULO:

Microalgas y elementos quimicos clave en la industria energética:
l. El caso del litio: captura y fraccionamiento.

Il. Diversidad y adaptacién exitosa: el caso del uranio.

INTRODUCCION

La actividad humana ha creado disrupciones en los sistemas terrestres. Hay una gran
pérdida de biodiversidad, acidificacion de masas de agua, eutrofizacion vy
calentamiento global. Los cambios son tales que se ha acufiado el término
“Antropoceno” para aludir al tiempo geolégico actual. El futuro es incierto, pero se
prevé que muchos ecosistemas se vean afectados. Los productores primarios son la
base de los ecosistemas. Dentro de los productores primarios destacan las microalgas,
los microorganismos fotosintetizadores, por su ubicuidad, diversidad e importancia
ecoldgica. Ademas, suponen una gran ayuda a la hora de intentar paliar los efectos del
calentamiento global al ser capturadores de diéxido de carbono. Desde la Revolucién
Industrial, la Humanidad ha emitido a la atmdsfera cantidades ingentes de carbono,
provocado por la quema de combustibles fésiles para obtener energia, y que ha
originado desequilibrios que estan desembocando en el calentamiento global. En la
actualidad, se estd apostando por la eliminacién de los combustibles fésiles en la
generacion eléctrica y la movilidad, lo que no obstante lleva aparejado un incremento
en la utilizacion de ciertos elementos quimicos, como el uranio y el litio. Estos
elementos cuentan a su vez con problemas medioambientales. El uranio es necesario
para la energia nuclear de fision, una fuente de energia eficiente y de bajas emisiones
de CO,. Pero la mineria y el procesamiento del uranio producen largas masas de agua
acida toxica, creando ambientes extremos al aire libre. El litio es un elemento clave en
la fabricaciéon de baterias, pero también en el desarrollo de la energia nuclear de
fusién. Sin embargo, seran necesarias nuevas formas de obtener y reciclar el litio para
poder responder a la demanda con el menor perjuicio a los ecosistemas. A su vez,
también se requieren nuevos métodos de enriquecimiento isotépico que hagan el
proceso de obtencidn del isétopo °Li més eficiente y sostenible, donde las microalgas
podrian tener un papel protagonista dada su amplia utilidad biotecnolégica.
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OBJETIVOS

Observar las caracteristicas fisicas y quimicas de las aguas residuales de la mineria de
uranio y su relacién con la diversidad de especies fitoplancténicas, asi como evaluar los
mecanismos y la capacidad de adaptacién de especies mesdfilas a estos ambientes
antropogénicos extremos.

Evaluar la capacidad de capturar litio y separar sus is6topos (°Li y ’Li) por parte de
microalgas clorofitas y valorar su posible uso y potencial biotecnolégico.

MATERIAL y METODOS

En un primer momento, se analizaron las aguas de charcas originadas por la mineria de
uranio en la Peninsula Ibérica y una charca pristina control, determinando el pH, la
radiactividad y las concentraciones de cinco metales pesados (U, As, Pb, Cu, Zn), asi
como la toxicidad mediante un test Microtox.

Se estudié la adaptacién de tres cepas de microalgas originarias de ambientes
pristinos, Dictyopshaerium chlorelloides (DC1M), y Chlamydomonas reinhardtii Ay B, a
cinco de estas aguas residuales de mineria de uranio, mediante el uso de un
biorreactor semi-continuo basado en el quemostato disefiado por Novick y Szilard, y el
muestreo periddico y exposicién al agua téxica. Asi, se puede estudiar la aparicion y
mantenimiento en las poblaciones de mutaciones que confieran resistencia a las aguas
toxicas del estudio.

Para valorar la capacidad de las clorofitas para capturar y fraccionar isdtopos de litio,
se utilizaron tres cepas pertenecientes a las especies Tetraselmis mediterranea,
Chlamydomonas reinhardtii y Desmodesmus sp. Se realizaron cuatro cultivos con litio
por cada cepa, cada uno retirado para su centrifugacion y analisis de los pellets a un
tiempo diferente: tras la inoculacion, 3 dias después, 12 dias después y tras 27 dias. Las
relaciones isotdpicas obtenidas se compararon con un control quimico para
determinar el nivel de fraccionamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las aguas residuales de mineria de uranio del estudio presentaron niveles de
biodiversidad bajos, asi como niveles de pH en torno a 5 o inferiores, salvo la charca de
Castelejo. Las concentraciones de metales analizados variaron segun la charca. Todas
las aguas estudiadas resultaron mas tdxicas que la charca pristina control. Las tres
cepas utilizadas en el experimento del biorreactor se aclimataron al medio creado con
las aguas de Mortdrios y Castelejo, mientras que la adaptacién a los medios de Quinta
do Bispo y Saelices requirié de mutaciones aparecidas durante el experimento. No se
observé adaptacién al medio creado con agua de la charca de Villavieja.
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El ensayo con el litio mostré la capacidad de capturar litio utilizando las tres especies
de microalgas del estudio, con una mayor captura total de litio en los cultivos de 27
dias, pero observando también una desorcion de litio después del contacto inicial. En
cuanto al fraccionamiento, se mostré posible y se alcanzaron algunas cifras de
enriquecimiento muy altas, la mdaxima 6°=85,39 con Desmodesmus sp. Este
enriguecimiento es mayor que el obtenido con otros métodos de enriquecimiento de
litio propuestos, ademads de haberse obtenido con cepas que no tuvieron contacto
previo con litio y en condiciones no optimizadas. Procesos de mejora genética y la
busqueda de las mejores condiciones ambientales para capturar el litio y fraccionar los
isotopos podrian lograr que el proceso fuera aiin mas eficiente.

CONCLUSIONES

La biodiversidad de microorganismos fotosintéticos es baja en las charcas de aguas
residuales de mineria de uranio, aunque el experimento en el biorreactor semi-
continuo desveld una posible via de adaptacion gracias a mutaciones pre-existentes.

El cultivo de microalgas puede ser un método de captura de litio desde matrices
liquidas, pero también serviria para fraccionar isétopos de litio, lo que abriria la puerta
a la biotecnologia nuclear.
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2. SUMMARY

TITLE:
Microalgae and key chemical elements in energetic industry:
I. The case of lithium: capture and fractionation.
II. Diversity and successful adaptation: the case of uranium.
INTRODUCTION

Human activities have created disruptions in terrestrial systems. There is a great loss in
biodiversity, water bodies acidification, eutrophication and global warming. The
changes are such that the term “Anthropocene” was coined to refer to the current
geological time. The future is unclear, but it is predicted that many ecosystems will be
affected. Primary producers are the foundation of ecosystems. Within primary
producers, microalgae - photosynthesizing microorganisms -, are relevant due to their
ubiquity, diversity and ecological importance. Furthermore, with respect to climate
change they are a great help since microalgae capture carbon dioxide while growing.
Since the Industrial Revolution, humankind has emitted to the atmosphere massive
amounts of carbon caused by the fossil fuel combustion to obtain energy, provoking an
imbalance that results in global warming. At present, power generation and mobility
are directed towards carbon-free sources. However, this means an increase in the
utilization of certain chemical elements such as uranium and lithium. These elements
have their own environmental concerns. Uranium is needed for nuclear fission energy,
an efficient and low-carbon energy source. However, mining and uranium processing
create great bodies of toxic acid water, causing extreme environments in the open air.
Lithium is a key element in the manufacturing of batteries, but also in the nuclear
fusion energy development. Nevertheless, new ways of obtaining and recycling lithium
will be needed to respond to the demand with the least possible environmental
damage. At the same time, new isotopic enrichment methods are required to make
the process of bLi isotope obtainment more efficient and sustainable, where
microalgae might have an important role given their broad biotechnological
usefulness.

GOALS

To observe physical and chemical properties of uranium-mining impacted waters and
its relationship with phytoplankton species diversity, as well as to evaluate the
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mechanisms and adaptability of mesophile species to these anthropogenic extreme
environments.

Evaluate the ability to capture lithium and to separate lithium isotopes (°Li and ’Li) by
chlorophyte microalgae and assess their possible use and biotechnological potential.

MATERIALS AND METHODS

First of all, uranium-mining impacted waters from ponds located in the Iberian
Peninsula and a pristine pond which served as control were analysed, determining the
pH, radioactivity and five heavy metal concentrations (U, As, Pb, Cu, Zn), as well as
toxicity by a Microtox test.

Adaptation to these five water bodies using three microalgae strains originating from
pristine environments, Dictyopshaerium chlorelloides (DC1M), and Chlamydomonas
reinhardtii A and B, was studied through the utilisation of a semi-continuous
bioreactor based on the chemostat designed by Novick and Szilard and periodical
sampling and exposure to the toxic waters. This way, we can study the emergence and
maintenance in the populations of mutations that confer resistance to the toxic waters
of this study.

To assess the ability of chlorophytes to capture and fractionate lithium isotopes, three
strains belonging to the species Tetraselmis mediterranea, Chlamydomonas reinhardltii
and Desmodesmus sp. were used. Four cultures with lithium for each strain were
created, each one removed from the experiment just after culture inoculation, and
after 3, 12 and 27 days, in order to centrifuge and analyse the pellet. Obtained isotopic
relations were compared with a chemical control to determine the enrichment.

RESULTS AND DISCUSSION

Uranium-mining impacted waters present in this study showed low biodiversity levels,
as well as pH levels around or below 5, except for the Castelejo pond. Metal
concentrations were different for each pond. Every water body analysed resulted more
toxic than the pristine control pond. The three strains used in the bioreactor
experiment showed acclimation to the media prepared with water from Mortérios and
Castelejo, while adaptation towards Quinta do Bispo and Saelices media required
mutations that occurred during the experiment. No adaptation was observed for the
media created with water from Villavieja.

The lithium assay showed that the three species used in our study were able to
capture lithium, with the greatest total capture of lithium in the cultures on day 27,
but also showing lithium-desorption after the initial contact. Fractionation was also
possible and big levels of enrichment were reached, the greatest being §°=85.39 with
Desmodesmus sp. This enrichment is greater than the obtained with other proposed

10
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lithium-enrichment methods. Furthermore, it was achieved with strains that had no
previous contact with lithium and under non-optimal conditions. Processes such as
genetic improvement and research on the best environmental conditions to capture
and fractionate lithium isotopes could lead to an even more efficient process.

CONCLUSIONS

Biodiversity of photosynthetic microorganisms is low in uranium-mining impacted
water bodies, although the experiment with the semi-continuous bioreactor unveiled a
possible way of adaptation thanks to pre-existent mutations.

Microalgae culture can be a method to capture lithium from a liquid matrix, but it
could also serve to fractionate lithium isotopes, which could be the beginning for a
nuclear biotechnology.

11
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3. INTRODUCCION

3. 1 Eras geoldgicas de la Tierra

La Tierra se estima que tiene una edad en torno a 4.600 millones de anos. Para
estudiar los diferentes eventos que han tenido lugar desde entonces, se realiza una
division en eones, cuya separacidon vendria determinada por eventos naturales de
relevancia geoldgica o bioldgica. Estos eones son, en orden del mas remoto al mas
actual, el Hadico, el Arcaico, el Proterozoico y el Fanerozoico. En este ultimo es donde
se ha desarrollado la mayoria de la vida animal, y su inicio viene determinado grosso
modo por la aparicion de pequefios fdsiles con concha. A su vez, los eones se
subdividirian en eras. Las eras establecidas que dividen el edn Fanerozoico son el
Paleozoico, Mesozoico y el Cenozoico. Sin embargo, dentro de esta ultima y actual era
del Cenozoico, hay quienes sugieren que deberia crearse una nueva division geoldgica
llamada Antropoceno, caracterizada porque el evento inicial no es natural sino
antrdpico tales son los cambios provocados por los humanos [1] .

El ser humano modifica el entorno para adecuarlo a sus necesidades, creando cambios
que afectan al resto de agentes bioldgicos. La agricultura, ganaderia, la quema de
bosques, la industrializacidn, la urbanizacién o la construccidn de presas, entre otros,
son grandes motores de estos cambios [2]-[7]. En los uUltimos decenios, ademas, se
han incluido nuevos cambios que agravan la situacion como el uso de fertilizantes [8].
Aunque el principal motor del cambio es el aumento en la extensidon de ciudades,
zonas industriales, campos de cultivo y exigencias energéticas que han aumentado
esta modificacidon del terreno. Ademds de cambios locales, el calentamiento global
antropogénico esta llevando a consecuencias globales, con un impacto en los
ecosistemas de todo el planeta. Como ejemplo, se calcula que ya hay en la Tierra
mayor masa de estructuras creadas por humanos que toda la masa bioldgica junta
existente [9].

3.1.1 Caracteristicas del cambio global

Hay cinco cambios identificados como los mads relevantes, a saber:

¢ Incremento de temperatura

La temperatura global estd aumentando debido a las emisiones de gases de efecto
invernadero. La temperatura media global en 2020 fue 1,2°C mayor a niveles pre-
industriales [10], y se espera que siga aumentando durante décadas.

Este aumento de la temperatura media global lleva aparejados una serie de efectos en
la fisica terrestre, destacando el aumento de los fendmenos climaticos extremos tales
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como tormentas torrenciales, olas de calor o sequias [11]. También aumentara el nivel
del mar a causa del derretimiento de hielo polar y glacial y la expansién térmica del
agua [12]. De momento, los océanos han absorbido el 90% del exceso de calor
producido por el calentamiento global antropogénico [13], [14]. El aumento de la
temperatura marina crea una mayor estratificaciéon de las aguas y reduccién en el
oxigeno disuelto, ademas de favorecer eventos climaticos extremos como tormentas y
ciclones [15].

e Acidificacion de los océanos

Los océanos actiuan como sumidero del CO, atmosférico a través de una reaccién de
equilibrio con HCO™3. Desde un punto de vista del calentamiento global, este efecto
resulta beneficioso al absorber grandes cantidades de CO, atmosférico, el gas de
efecto invernadero con mas relevancia en la actualidad, lo que contribuye al control de
la temperatura. Sin embargo, origina un aumento en la concentracion de H* en los
océanos que provoca cambios fisico-quimicos, influyendo también en la biologia de los
organismos marinos [15]. Cabe destacar también que el aumento de la temperatura
ocednica disminuye la capacidad de absorcién de CO; [16].

e Eutrofizacion de aguas dulces

Como eutrofizacién se conoce al exceso de produccidon primaria causado por un
incremento de nutrientes en el agua, principalmente nitrégeno y fdsforo [17]. La
biomasa originada eventualmente muere, aprovechando la materia organica
organismos que la degradan y, a su vez, consumen el oxigeno disuelto en el agua. La
eutrofizacién acarrea situaciones como pérdida de biodiversidad, muerte de peces o
floraciones de cianobacterias téxicas [18]—[20]. Ademas, como revisado por Li y col.
[21], las masas de agua dulce eutrofizadas son una fuente de gases de efecto
invernadero.

Aunque es un proceso que podria darse de forma natural, la actividad humana ha
exacerbado este fendmeno, e.g [22], [23]. Las causas principales son la escorrentia de
residuos de la industria agropecuaria [24] y de la vida humana en las grandes areas
urbanizadas [25].

e Destruccion de habitats

El ser humano actual tiene un tamafio de poblacién muy grande, requiriendo de
amplias extensiones de terreno para poder llevar a cabo su modo de vida. Estas
actividades humanas incrementan la presidon sobre otros habitats, causando su
destruccion. En la actualidad, mas del 38% de la tierra emergida libre de hielo en
nuestro planeta se utiliza como pastos o cultivos agricolas. Se trata de la actividad
humana que mas superficie ocupa. En los ultimos afios su extensién estd aumentando
en zonas tropicales, donde se encuentra la mayor diversidad de especies [26]. La
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destruccion de habitats también ocurre por otras actividades humanas como la
mineria, la extraccion de hidrocarburos [27], extensiéon de dreas urbanas,
contaminacién o incendios forestales, entre otros; o por efecto humano indirecto,
como el blanqueamiento de los corales o derretimiento de areas polares por el
calentamiento global. Las especies presentes en habitats destruidos se enfrentan a la
extincién o a migraciones forzadas.

e Pérdida de diversidad

Un concepto estrechamente ligado al término Antropoceno es el de “Sexta Gran
Extincion”, también conocida como “Extincién masiva del Holoceno”. Segun Ceballos y
col. [28], en la actualidad, la tasa de extincion de vertebrados es mas de 100 veces
mayor que las tasas precedentes. Entre las causas humanas de la pérdida de
biodiversidad se encuentran la pérdida y/o fragmentacidon de habitats [29], [30],
sobreexplotacién [29], contaminacién [31], introduccion de especies foraneas [32]-
[34], cambio climdtico [35] y extinciones secundarias (revisado en Brodie y col. [36]),
entre otros.

La ocupacién de grandes zonas y su transformacidn en zonas agricolas o ganaderas
determina la sustitucion de la diversidad de los ecosistemas por la implantacién de
grandes areas de monocultivos para la produccién intensiva de alimentos. En estas
zonas, ademas de técnicas como la labranza destinadas a eliminar especies no
productivas, se suelen utilizar pesticidas que reducen aun mas la diversidad de
especies.

La pérdida de biodiversidad es uno de los mayores riesgos a los que se enfrenta la
Humanidad. Los ecosistemas necesitan de un nimero minimo de agentes para poder
mantenerse en equilibrio y tener mayor resistencia y resiliencia ante injerencias
externas. Como comentd Miguel Delibes de Castro, “las flores no podrian ser flores si
no hubiera insectos que las polinizaran, y son asi porque atraen a los polinizadores. A
su vez, los insectos pueden vivir porque las flores les dan de comer, y asi
indefinidamente” [37]. La vida es interdependiente y la desaparicién de uno o varios
de sus agentes puede causar cambios en el resto del ecosistema, la mayoria de las
veces de forma impredecible dado el escaso conocimiento actual en comparacién con
la vastedad de especies vivas.

3.2 Biosfera

El concepto de biosfera hace referencia a toda la parte de corteza y atmodsfera
terrestre donde se desarrolla la vida.

3.2.1 Produccion primaria
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El funcionamiento de Ila biosfera comienza con los productores primarios.
Practicamente toda la energia que llega a todos los estratos vivos procede en su inicio
de la energia solar captada por los organismos fotosintéticos gracias a moléculas como
la clorofila, con excepciones como los organismos quimidtrofos. El resto de seres vivos
dependen de las moléculas organicas creadas por los productores primarios, por lo
tanto los productores primarios también representan el eslabdn inicial en la cadena
troéfica.

Los organismos fotosintéticos convierten la energia presente en los fotones en energia
almacenada en moléculas de ATP y NADPH®*. A su vez, los organismos fotosintéticos
crean moléculas orgdnicas a través del ciclo de Calvin, formando glucosa partiendo de
carbono inorganico (CO, presente en la atmésfera o disuelto en agua), agua y la
energia contenida en las moléculas de ATP y NADPH*. En los ecosistemas terrestres, las
plantas son el principal productor primario. Pero en ecosistemas acuaticos, que
representan el 70% de la superficie de la Tierra, esa posiciéon de productor primario
corresponde fundamentalmente a microalgas.

3.2.1.1 Microalgas, caracteristicas y evolucion

Las microalgas no han sido objeto de estudio en microbiologia al nivel de bacterias y
levaduras, pero en las ultimas décadas estan teniendo un interés creciente. El interés
estd impulsado en gran parte por su utilidad en biotecnologia, pero también hay
investigaciones respaldadas por la importancia ecoldgica de las microalgas y el cambio
global actual.

e Definicion de microalga

El término microalga hace referencia a un grupo muy amplio y heterogéneo en el cual
pueden enmarcarse todos los organismos unicelulares fotosintéticos [38]. Bajo esta
definicion entran seres filogenéticamente tan dispares que estan representados dos de
los tres dominios existentes: Bacteria y Eucarya, solo faltando en el dominio Archaea.

El origen de lo que llamamos coloquialmente microalgas es muy antiguo,
remontandose a hace 2.800 millones de afios, en el edn Arcaico, aproximadamente
1.000 millones de anos después de la divisién entre Bacteria y Archaea [39]. Serian las
cianobacterias, los primeros organismos con fotosintesis oxigénica conocidos y
agrupados en el dominio Bacteria. Esto dio lugar al evento conocido como “la Gran
Oxidacién”. La fotosintesis iniciada por las cianobacterias cambié la atmdsfera
terrestre. La aparicidon de la fotosintesis liberd oxigeno a la atmdsfera, que pasé de ser
reductora a oxidante. La atmdsfera oxidante era perjudicial para la gran mayoria de
organismos, provocando una gran extincion a partir de la cual ganaron en presencia los
organismos capaces de hacer la respiracion, la oxidacion de moléculas organicas para
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producir energia. Esto demuestra la gran importancia de los organismos
fotosintetizadores en la historia de la vida en la Tierra.

e Caracteristicas y evolucion de las microalgas
- Importancia ecologica

En la actualidad, las microalgas contindan teniendo gran importancia ecoldgica.
Representan una parte importante de la produccion primaria global [40]. La
produccién primaria neta (= el CO; fijado por los fotosintetizadores menos el liberado
por su propia respiracion) se estima en 65 Pg de carbono al afio en los ecosistemas
oceanicos y en 60 Pg de carbono al afio para los terrestres [41]. En los ecosistemas
terrestres, las plantas son el principal fijador de carbono, mayoritariamente en zonas
tropicales, mientras que el fitoplancton es el responsable de mas del 90% de la
produccién primaria en los océanos [42]. Ademas, la produccién primaria neta global
de los lagos se situaria en 1 Pg de carbono al afio [43]. Solo las diatomeas (clase
Bacillariophyceae) fijan alrededor del 20% del carbono terrestre anual [44]. En un
entorno global, mas del 75% de la produccién planetaria de oxigeno es debido a las
microalgas al tener una eficiencia foto-quimica entre 7 y 31 veces mayor que las
plantas terrestres [45].

- Diversidad

Dada su caracteristica de grupo polifilético y de origen antiguo, existe una amplia
diversidad de especies microalgales. En AlgaeBase, la mayor base de datos sobre
filogenia de algas, hay registradas 4.928 y 47.796 especies de cianobacterias y de algas
eucariotas, respectivamente. Sin embargo es muy probable que este numero
subestime la diversidad real de microalgas en nuestro planeta, ya que algunos autores
calculan que puede haber hasta un millén de especies de algas [46], de las cuales
alrededor de 200.000 especies Unicamente de diatomeas [38].

La diversidad de las microalgas estd en parte basada en las endosimbiosis que
tedricamente ocurrieron en especies ancestrales. McFadden revisd las pruebas en
favor de la teoria endosimbiédtica de los plastidos, mostrando que ocurrieron multiples
endosimbiosis y que también ocurrieron endosimbiosis secundarias, por lo que los
organismos fotosintéticos actuales son un grupo polifilético [47]. Mas alla de la
endosimbiosis primaria (donde la célula “atrapada” es una cianobacteria), se han
documentado una gran cantidad de casos de endosimbiosis secundarias (aqui la célula
capturada seria un protista fotosintético); e incluso, endosimbiosis terciaria [48]. De
esta forma, existen taxones eucariotas eminentemente fotosintéticos como
Archaeplastida, donde se engloban las algas verdes (Chlorophyta), algas rojas
(Rodophyta), glaucofitas y plantas terrestres [49], [50]; pero también la aparicién de
taxones fotosintéticos muy inferiores, hasta nivel de género, con capacidad
fotosintética pero con ascendencia heterétrofa, como los Euglenoides o los
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Dinoflagelados. Dentro de los Dinoflagelados, por ejemplo, tan solo la mitad son
fotosintéticos y entre éstos se ven diferencias en los cloroplastos, lo que parece indicar
que hubo varios procesos de endosimbiosis de manera independiente incluso dentro
del grupo [48]. Existen asociaciones mutualistas con microalgas que apoyan la teoria
endosimbidtica [51].

La gran diversidad de especies y la antigliedad del grupo hacen que dentro de las
microalgas se incluyan microorganismos con todo tipo de estrategias. Por ejemplo,
Chalmydomonas reinhardtii es un organismo autétrofo fotosintético, pero en
presencia de acetato puede sobrevivir sin realizar la fotosintesis [52]. Algunas especies
son productoras de toxinas. Al ser microorganismos, también suelen presentar
tiempos de generacidon cortos y poblaciones de muchos individuos. Ambas
caracteristicas ligadas pueden producir altas concentraciones de toxinas en masas de
agua en tiempos relativamente cortos. Esto repercute en los ecosistemas y en el modo
de vida humano.

- Ubicuidad

La ubicuidad también es una caracteristica de las microalgas. Las microalgas no estan
restringidas a ningun ambiente o zona geografica especifica, sino que pueden
encontrarse en una gran variedad de espacios incluidos ambientes considerados
extremos, como el suelo de desiertos célidos [53] y paramos antarticos [54]. Las
microalgas son los principales productores primarios en todos los ecosistemas
acudticos del planeta, desde charcas en latitudes tropicales al Océano Artico.

e Cambio global y microalgas

Las consecuencias que los cambios globales antropogénicos provocarian en las
microalgas son cruciales para la vida planetaria. El calentamiento global tendra
consecuencias en el fitoplancton marino [55], [56], algunas ya detectables como un
descenso global en la concentracion de diatomeas entre los afios 1998 y 2012 [57].
Pueden generar cambios en la estratificacion del agua que afecten a las microalgas al
limitar el transporte de nutrientes [58]. Ademas, temperaturas mas altas incrementan
las floraciones de cianobacterias, principalmente téxicas [59]. El aumento del CO;
atmosférico también esta causando la acidificacidn de las aguas [60], [61]. La viabilidad
de numerosas especies de microalgas calcificadoras, como Emiliania huxleyi, esta
comprometida ya que al aumentar la concentracion de protones aumenta la cantidad
de CO, disuelto y disminuye la concentracidn del ion carbonato [COs?%], dificultando la
creacion de carbonato cdlcico [CaCOs] por parte de estos organismos [60], [62] y
provocando cambios morfoldgicos en los cocolitos y disminuciéon de la masa celular
[63]. El aumento de la concentracidn de CO,, al afectar a los productores primarios,
también comporta cambios en la estructura de los ecosistemas [64].
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El estudio de la adaptacion de las microalgas a las nuevas condiciones es necesario
para realizar buenas predicciones. Hydrolithon reinboldii, una especie simbidtica
coralina muy susceptible a los cambios y cuyo pH éptimo es 8,0, logra tolerar un pH de
7,7 en tan solo seis generaciones [65]. Algunas especies de microalgas aumentaron su
tasa de crecimiento en ambientes con mayores concentraciones de CO; a través de
cambios fisioldgicos [66]—[68]. En otros experimentos mas dilatados en el tiempo, se
dieron respuestas que cambiaron la composicién genética de la poblacién [69], [70].
Por ejemplo, el aumento del carbono inorgdnico en el ambiente favorece la seleccidn
de determinados genotipos en floraciones de Microcystis sp., actuando en favor del
gen bicA que participa en la captura de bicarbonato del medio con poca afinidad pero
alta actividad [71]. Baselga-Cervera y col. determinaron, con especies microalgales
pertenecientes a cinco clases diferentes, la capacidad de adaptarse fisiolégicamente a
temperaturas mas altas, pero también mediante mutaciones Unicas a temperaturas
previamente letales [72]. Incluso se han teorizado [73] y estudiado experimentalmente
[70] poblaciones en las que hay una respuesta adaptativa fisiolégica que aumenta la
tasa de crecimiento para posteriormente aparecer cambios genéticos que, a largo
plazo, den lugar a poblaciones con menor tasa de crecimiento pero mejor adaptadas al
poseer mayor tolerancia y capacidad de detoxificacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS). En este ultimo estudio observaron dos estrategias que aumentaban la
tasa de crecimiento de la poblacién en la respuesta fisioldgica en el mismo ambiente
con mayores niveles de CO; y luz: (1) las células engendraban mas células hijas en
detrimento de la velocidad de reproduccidn y (2) aumentaban la velocidad de divisién
pero disminuyendo el numero de descendientes por ciclo de divisién; siendo la
respuesta utilizada dependiente del genotipo original. Estas dos estrategias pueden
existir dado que Chlamydomonas reinhardtii puede tener divisiones binarias sucesivas
dentro del mismo ciclo de division. Sin embargo, cuando las poblaciones son expuestas
a ese medio durante 900 generaciones, la tasa de crecimiento disminuye en favor de
una mayor calidad de las células hijas, ya que la poblacién en el curso de la evolucién
poseia una mayor tolerancia y capacidad de detoxificacion de ROS. Este ultimo estudio
ejemplifica lo compleja que puede ser la evolucién de los microorganismos y lo
precipitado de algunas conclusiones, como simplemente determinar que el mayor
aporte de carbono en las aguas aumentara la tasa de crecimiento de algunas especies.

A esto hay que sumar la interaccién entre especies que se da en los ambientes
salvajes, un factor potencialmente influyente en la adaptaciéon de las microalgas al
cambio climatico [74]. Otros cambios caracteristicos del Antropoceno también han
sido abordados en estudios de adaptacién y ecologia de microalgas, como la
eutrofizacién. Este proceso antrdpico genera una pérdida de diversidad de fitoplancton
[75] y puede favorecer la floracién de especies téxicas [25], [76].

Un cambio antropogénico ampliamente difundido también es la contaminacion de
aguas, que en algunos casos pueden ocasionar ambientes antrépicos extremos.
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Condiciones abiodticas como alta concentracidon de metales pesados u otros elementos
toxicos, hidrocarburos, pH muy acidos o basicos o radiacidn, son algunas de las mas
comunes en este tipo de ambientes geoldégicamente nuevos.

Se ha estudiado la adaptacion de microalgas clorofitas (clase Chlorophyceae) a la
contaminacién con moléculas organicas como farmacos, pesticidas o hidrocarburos,
mostrandose que las poblaciones pueden adaptarse rapidamente a concentraciones
toxicas gracias a mutaciones espontaneas [77]-[80].

La adaptacidon a contaminantes humanos no organicos también se ha estudiado con
microalgas clorofitas. Destacan los ensayos de adaptacion a concentraciones tdxicas de
metales como uranio [81], samario [82], berilio [83] u osmio [84], confirmandose en
todos los casos que las clorofitas utilizadas podian adaptarse a concentraciones de
metal téxicas para las cepas iniciales.

En definitiva, los cambios globales afectaran a las especies provocando que muchas de
ellas deban adaptarse a las nuevas condiciones para sobrevivir. Ademas, supondran
una reestructuracion de las poblaciones de productores primarios con posibles
consecuencias en la cadena trdéfica, pero hay aun poco conocimiento y éste estd
limitado a unas pocas especies. El efecto del cambio global en las microalgas debe ser
una prioridad en la investigacion mundial [85].

3.2.2 Ciclos biogeoquimicos

Existen mds factores a parte de la produccidn primaria que colaboran con el
funcionamiento de la biosfera. Como describieron Lovelock y Margulis [86], la Tierra es
una maquina en equilibrio donde hay multiples ciclos y donde los seres vivos tienen un
papel fundamental para su mantenimiento. Estos ciclos biogeoquimicos en la biosfera
provocan el mantenimiento de unas condiciones fisico-quimicas ideales para la vida
terrestre. Los organismos participan en los ciclos biogeoquimicos de moléculas y
elementos, tales como el agua, el nitrégeno, el carbono o el fésforo, entre otros. Estas
moléculas y elementos que entran en ciclos biogeoquimicos son esenciales para la
vida. Los cambios producidos en el Antropoceno influyen directamente en la dindmica
de la biosfera.

3.2.2.1 Ciclo de carbono y calentamiento global

En la actualidad, una de las caracteristicas que describirian al Antropoceno y el
causante principal del calentamiento global y la acidificacién de los océanos es el
desequilibrio en el ciclo del carbono.

22



UNIVE. ESII‘?:\D
COMPLUTENSE INTRODUCCION

Atmosfera

Respiracidn, degradacion,
incendios naturales...

Emisicnes
antropogenicas Intercambio
tosintesis

Intercambio

Figura 1. Diagrama del ciclo del carbono, con los principales movimientos y lugares de
almacenaje. Las flechas en rojo sefialan los cambios mayoritarios introducidos por la
actividad humana, a saber: mayor emision de CO, y metano a la atmdsfera, lo que
provoca un desequilibrio entre las concentraciones atmosféricas y ocednicas de CO>
que conlleva una acumulacién mayoritaria en los océanos. Imagen propia.

Se trata de un cambio sutil, pero suficiente como para desencadenar cambios en los
procesos climaticos terrestres.

El CO2 y otros gases de efecto invernadero como el metano (CHs) o el dxido nitroso
(N20) ocurren de forma natural. Actuan absorbiendo la radiacién infrarroja procedente
de la superficie terrestre y reemitiéndola, obstaculizando la emisién de energia desde
la Tierra al espacio. Estos gases son necesarios para el mantenimiento de la
temperatura media terrestre alrededor de 15°C [87]. No obstante, las emisiones
descontroladas de gases de efecto invernadero por parte de los humanos estan
originando un calentamiento global, acarreando una disrupcidon en los patrones
climdticos con efectos inciertos.

Las emisiones comenzaron a incrementarse exponencialmente durante la Revolucién
Industrial, pero en el presente continian aumentando cada afio las toneladas de CO;
liberadas a la atmodsfera (Revisado por Ritchie y Roser [88]). En la actualidad, la
atmodsfera cuenta con una concentracién de CO; cercana a las 420 ppm, mientras que
en 1750 se estimaba en 280 ppm [89].

3.2.3 Aumento de poblacion humana y demanda de energia

Gran parte de los cambios antropogénicos estan originados por la demanda de
energia, pero el calentamiento global es el mds directo. Al crecimiento demografico de
la Humanidad se une el cada vez mayor consumo energético per capita.
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La quema de combustibles fésiles ha sido y es la fuente principal de energia en el
mundo. Mediante esta fuente de energia, el carbono almacenado durante eones bajo
la superficie de la Tierra vuelve a liberarse a la atmdsfera, ocasionando el cambio
climatico global. Se trata de una disrupcion en el equilibrio de la biosfera que tiene
consecuencias planetarias.

La utilizacidén de hidrocarburos también origina un dafno ambiental que pone en riesgo
la biodiversidad. Como revisado por Harfoot y col. [27], la busqueda, evaluacion vy
extraccién de hidrocarburos fracciona y contamina hdbitats, muchos en zonas
naturales protegidas. El ruido generado también provoca cambios en el
comportamiento de especies animales.

Aunque en los ultimos afios se haya avanzado significativamente hacia una produccion
energética mads sostenible, lo cierto es que se sigue requiriendo un avance en la
tecnologia para continuar minimizando el impacto ambiental.

En la agenda futura de muchos de los paises del mundo esta la descarbonizacién para
las proximas décadas. La obtencién de energia térmica desde el petréleo, carbdn y gas
natural desaparecerd, pero para ello tendran que sustituirse por energias que no
emitan CO, como la mayoria de renovables (excepto biomasa) o la nuclear.

Todas las fuentes de energia tienen un impacto ambiental mayor o menor. De base,
todas cuentan con puntos como el uso de suelo, la obtencion de los materiales para su
funcionamiento o el transporte y energia requerida para la construccidon vy
mantenimiento de la infraestructura.

Las presas para energia hidroeléctrica crean una grave disrupcion del flujo natural del
agua, por lo que el impacto ambiental debe ser bien controlado antes de realizar
cualquier infraestructura [90]. La construccion de presas afecta a la biodiversidad,
incluyendo especies de interés para la pesca de algunas comunidades [91]. Los
embalses, a su vez, suponen una fuente de gases de efecto invernadero producto de la
descomposicion de materia organica en el fondo [92]-[94].

Otras energias renovables, aunque son la apuesta mayoritaria por hacer de la energia
una industria mas sostenible, también tienen efectos dafinos sobre los ecosistemas
[95]. Poseen una densidad energética menor que otras fuentes de energia, por lo que
requieren de una superficie mayor [96]. También necesitan materiales extraidos por
mineria, por lo que tienen un impacto en la biodiversidad a este respecto [97]. La
generacion edlica de energia pone en peligro la fauna local, mermando especialmente
las poblaciones de aves y quirdopteros [98]. Las energias solares (termosolar vy
fotovoltaica) tienen como principal inconveniente el uso de grandes extensiones de
terreno, a la vez que incrementan el riesgo de incendios y usan agua para la limpieza
de las pantallas, pudiendo comprometer la salud de acuiferos [99]-[101].

24



[..'\f\-"'l':ﬁb‘l I‘l-\.[) .
s INTRODUCCION

La otra gran energia que, si bien no emite practicamente gases de efecto invernadero,
no se clasifica como renovable debido a la finitud del material que la alimenta es la
energia nuclear. Esta considerada como una de las fuentes de energia mds sostenibles
[102]. En la actualidad, ademas, existen modelos tedricos que probarian la practica
infinitud del combustible en la Tierra basados en los reactores reproductores (del
inglés Breeder reactors) y la extraccion de uranio de los océanos, convirtiéndola en una
energia teéricamente renovable.

En la energia nuclear son dos los problemas principales en relacion con su
sostenibilidad, ambos ligados al combustible nuclear: la obtencién y la disposicién del
combustible utilizado. La disposicion de los residuos nucleares suele llevarse a cabo
con grandes medidas de bioseguridad, enterrandolos a grandes profundidades donde
no representen ningun peligro. Pero el combustible se obtiene por mineria, la cual
tiene un impacto ambiental local grande, creando ambientes extremos.

El nimero de centrales nucleares en el mundo esta aumentando significativamente y
para 2050 es posible que la potencia global obtenida de la energia nuclear llegue
incluso a doblarse [103]. La importancia de esta fuente de energia como un pilar en el
paso a energias sin emisiones de carbono se evidencia con ejemplos como la
construccién de reactores nucleares en un pais como Emiratos Arabes Unidos, un
territorio rico en hidrocarburos y radiacion solar, pero que apuesta también por esta
fuente de energia. En la actualidad, un total de 19 paises de todo el mundo estan
construyendo centrales nucleares de fusion [104].

3.2.3.1 Elementos quimicos clave

Estos cambios en las fuentes de energia hardn que varios elementos quimicos
adquieran importancia para el ser humano.

e Uranio y energia nuclear de fisidn

El avance de la energia nuclear en todo el mundo aumentara la demanda de
combustible nuclear. El uranio es el elemento principal implicado en ello. Durante el
mes de septiembre de 2021, el uranio alcanzd su precio maximo en los ultimos 9 anos,
y se espera que la tendencia sea ascendente [105]. La energia nuclear de fisién basa su
funcionamiento en las propiedades fisibles de ciertos isétopos, isdtopos capaces de
desencadenar una reaccion de fision en cadena al reaccionar con un neutrén. En los
reactores nucleares comerciales el proceso comienza cuando un isétopo fisible, 23°U o
239py, captura un neutrdén, haciendo 23U o 2*°Pu. Estos isotopos son inestables y
acaban rompiéndose en dos dtomos diferentes en un proceso de fision nuclear que
libera gran cantidad de energia y que es aprovechada por la industria civil — aunque
también es la base para el funcionamiento de las armas nucleares. No se puede
conocer con certeza en qué dos dtomos se dividiran, pero ocurre una distribucién del
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peso atémico bimodal entre los producto de fisién, con un atomo cercano a una masa
atémica de 95 y otro a 135, siendo comunes el Zr, Tc, Sr, |, Xe o Cs. A su vez, libera
neutrones que llegardn a nuevos nucleos fisibles de U o Pu, volviendo a iniciar una
reaccion de fision [106]. Se produce asi la reaccién de fisién en cadena, consiguiendo
energia sin produccion de gases de efecto invernadero.

Las desventajas ecoldgicas y sanitarias aparecen asociadas al combustible nuclear,
tanto en su fase de obtencion como en la de disposicion de los residuos. Tal vez esta
ultima sea el problema mas conocido asociado a la energia nuclear [107], con la
opinién publica en contra de situar espacios de almacenamiento de residuos nucleares
cerca de sus comunidades [108]. Sin embargo, antes de su uso, el combustible nuclear
debe ser obtenido siguiendo una serie de pasos que tienen una huella ecolégica y
acumulan residuos: (1) extraccion del uranio natural mediante mineria, (2) tratamiento
del mineral de uranio y (3) enriquecimiento del uranio a niveles requeridos.

En las centrales nucleares de fision comerciales el combustible es el uranio enriquecido
en 23U o el 23°Pu. Estos dos isétopos son fisibles y son de obtencidn relativamente
sencilla. Ambos isétopos, 2°U y 23°Pu, se obtienen del uranio natural. El uranio
encontrado en la naturaleza estd principalmente compuesto por el isétopo 238U, no
fisible. El 23°U se encuentra en un porcentaje del 0,711% por masa, por lo que se
requieren volumenes grandes de uranio natural para alcanzar masas significativas de
uranio enriquecido en este isétopo - concentraciones de aproximadamente 3,5-5%
235U [109]. El 23°Pu no estd presente en la naturaleza, pero se obtiene a partir de la
transmutacién de isétopos de 238U.

El uranio natural, por lo tanto, es la fuente ultima de los combustibles nucleares. Se
obtiene mediante minerias del mineral de uranio que dejan un residuo acido, como
gran parte de las minerias de metales. El uranio suele tener concentraciones bajas que
hacen de muchos depdsitos no viables para su extraccion, e.g. un depdsito con una
concentracion del 0,4% de U se considera que es de grado medio [110]. Existen tres
tipos de mineria de uranio en funcién de las caracteristicas de la veta: a cielo abierto,
mineria profunda o lixiviacién in situ. Cuando las vetas tienen un porcentaje
relativamente alto de uranio, se prefiere realizar una mineria estdandar, extrayendo la
roca directamente. La forma mas comun en la que se presenta el uranio en la
uraninita, el mineral principal, es el diéxido de uranio (UO3) [111]. Tras la obtencién de
la roca de las vetas, hay que molerlas y lixiviarlas para obtener el uranio mas
concentrado, el llamado yellowcake, una mezcla de o6xidos de uranio, con uranio
principalmente en forma UsOs (sesquidxido de uranio). En las ocasiones donde no sea
rentable excavar minas al uso como en vetas con una baja concentracion, se lleva a
cabo la lixiviacién in situ, inyectando agua acida al interior de la roca para después ser
bombeada al exterior obteniendo el uranio disuelto en agua. Un 7% del U producido a
nivel global es un subproducto de otras minerias como cobre o fosfato [112]. El ultimo
paso en la creacidon del combustible nuclear consiste en la formacién de hexafluoruro
de uranio (UFe) para ser enriquecido en 23°U utilizando centrifugas o difusién de gases
[113], [114].
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La produccién de yellowcake en todo el mundo fue de 64.566 toneladas en el afio 2019
[112] y se estima que para obtener 1 kg de yellowcake se necesitan 907 kg de mineral
[115], siendo el resto residuos de los que deben disponerse, a lo que hay que sumar el
volumen de liquido utilizado. El método mas utilizado para manejar estos residuos es
el almacenamiento en charcas especialmente disefadas para ello y que deben reunir
una serie de caracteristicas destinadas a minimizar el dafio medioambiental [116].

Las charcas de nueva creacién son un ambiente antropogénico extremo. Las
caracteristicas fisicas y quimicas de las aguas residuales de la mineria de uranio son
variadas en funcion del origen geoldgico y el procesamiento, pero suelen tener: (1) pH
muy bajo, < 4,5, (2) concentraciones altas de metales pesados, con mas de 1000 pg/g
de Pb, V, o As en algunos casos, y (3) presencia de isétopos emisores de radiacidon
como el 22°Rd, ?22Ra y 3°Th, por lo que se considera un ambiente poliextremo [109],
[117].

Al crear charcas o embalses los riesgos y el dafio medioambiental son menores que si
las aguas se descargaran directamente en sistemas fluviales, pero no limita
completamente el perjuicio que crea en las inmediaciones. Existen una serie de
peligros que causarian el fallo agudo en la contenciéon del agua como terremotos,
erosion, debilidad de las laderas o rebosamiento por lluvias torrenciales, con
consecuencias dafiinas para el medio ambiente, salud humana y economia durante
décadas [116]. Ademas, existen otros problemas crdénicos como la emanacién de gas
radon [117], la dispersién del polvo con el viento o por filtracién a aguas subterraneas,
entre otros [109], [118]. Como ejemplo de esto ultimo, en sedimentos de arroyos cerca
de minas de uranio en Portugal se han encontrado los is6topos 238U y 23°Th [119].
También se ha encontrado una correlacion positiva entre la contaminacion del suelo
por U, Hg, As y Cd y la distancia existente a un embalse con aguas residuales de la
mineria de uranio [120]. Por ello es un ambiente que debe ser restaurado para
devolverlo a un estado lo mds inocuo posible.

e Litio

Otro elemento de gran importancia en el panorama energético presente y futuro es el
litio. Para cumplir el objetivo global de descarbonizaciéon serd necesario un cambio
estructural en la forma de obtener energia y en el transporte, dos de los principales
causantes de las emisiones de CO; [88]. No obstante, para lograr una mayor
descarbonizacién se requerira de tecnologia nueva y mas avanzada; asi como de
materiales que, para obtenerlos, se puede incurrir en un perjuicio medioambiental
[97]. El elemento quimico con mas presencia en este escenario es el litio. El principal
uso del litio en la actualidad esta en la creacién de baterias, estimandose que el 71%

de la produccion mundial se destina a este fin, seguido de su uso en cerdmica (14%)
[121].
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En el afio 2020, Australia fue el mayor productor mundial de Li, con 40.000 toneladas,
seguido de Chile (18.000 toneladas) y China (14.000 toneladas) [122]. A pesar de que la
produccién lleva desde 2018 reduciéndose, se espera que aumente significativamente
en los préximos anos, con proyectos para su mineria en muchos mas paises, incluido
Espana [122], y con una demanda estimada para 2030 de 2,2 millones de toneladas
[123]. A pesar de la necesidad de este elemento para realizar la transicién hacia un
modelo industrial y de movilidad mas sostenible, la mineria de litio pone en riesgo los
ecosistemas donde se realiza impulsando la pérdida de vegetacion, el aumento de la
temperatura superficial diurna local, o la pérdida de humedad del suelo, entre otros
[124]. Acorde con esto, existen estudios encaminados al reciclaje del litio de baterias
desechadas y otros residuos con varios fines: disminuir la necesidad de mineria,
remediar lugares contaminados con las baterias, y obtener beneficio econémico a
partir de residuos [125]-[127].

Algunos autores también proponen la obtencién del litio desde el agua. En los mares y
océanos el litio se encuentra disuelto con una concentracién de entre 0,1 y 0,2 mg/L.
Es una concentracién relativamente pequefa para obtenerse de manera eficiente con
las técnicas actuales, ademas de haber otros iones que dificultarian la extraccién
especifica de litio, pero de desarrollarse métodos de captura eficaces desde esta
fuente las reservas mundiales utilizables de litio se incrementarian muy notablemente.
Z. Li y col. [128] han desarrollado un método para concentrar el litio marino de 0,21
mg/L a mas de 9.000 mg/L, con una técnica que, concluyen, podria ser
econémicamente viable. En la actualidad, se estima que hay 86 millones de toneladas
de litio en la corteza terrestre, de los cuales 21 millones de toneladas se consideran
reservas [122]. Pero la masa de litio total presente disuelta en los mares es de 231.000
millones de toneladas [129], mds de 2500 veces lo estimado en la corteza. Cabe
sefialar que una extraccion industrial masiva de litio desde fuentes marinas podria
tener otros impactos medioambientales aiin no abordados.

El litio también serd necesario en la energia nuclear de fusién. Esta es una forma de
obtencién de energia aun en desarrollo, pero con un futuro prometedor. A diferencia
de la energia nuclear de fision, donde isétopos fisibles son divididos para obtener la
energia que liberan, en la energia de fusion ocurre lo contrario: isétopos de bajo peso
atémico en estado de plasma son unidos, liberando energia de esta manera. Es un
proceso similar al que ocurre en las estrellas.

La investigacion actual estd enfocada en la fusién de dos isétopos pesados del
hidrogeno, el deuterio (D) y el tritio (T), con uno y dos neutrones respectivamente, al
ser la reaccién energéticamente mas eficiente en laboratorio [130], aunque hay otras
formas de fusion tedricamente posibles [131], [132]. El litio tiene un papel
fundamental en este proceso al ser necesario en la generacion del tritio. Durante la
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reaccion de fusiéon de D y T, se crea un atomo de helio y se libera energia y un neutrén,
ilustrado en la ecuacion 1:

D+T—->4He+n+ 17,6MeV
Ec. 1. Reaccion de fusién del deuterio y el tritio.

El neutrdn liberado seria el portador de gran parte de la energia de la reaccién en
forma de energia cinética, que se aprovecharia al transferirse a la envoltura del reactor
en forma de calor. Ademas, la envoltura estd cubierta de °Li - un isétopo estable del
litio que se encuentra de forma natural en la Tierra con una frecuencia relativa del
7,59% [133] - con el objetivo de que el neutrén liberado impacte contra él, provocando
su ruptura de acuerdo a la ecuacion 2:

SLi + gn — 3H(T) + 3He
Ec. 2. Reaccidn de ruptura del isétopo °Li tras el impacto con un neutrén.

De conseguirse, los combustibles necesarios para mantener activa la reaccién de
fusion serian el D y el °Li. De esta forma se evita la necesidad de contar con grandes
cantidades de T, un isétopo muy costoso de conseguir y del cual en el mundo en la
actualidad solo hay 20kg de reservas [134]. EI D es un isotopo relativamente frecuente,
con una concentracion en el agua de mar de 33 g.m™ [135], ademads de ser comun la
creacién sintética. El °Li esta presente en el litio natural, pero para llevar a cabo la
reaccion de fusién mantenida se requiere un enriquecimiento de entre el 30 y el 90%
[136].

El litio cuenta con otro is6topo estable, ’Li, con una frecuencia relativa del 92,41%. Es
utilizado en la industria nuclear de fisién en el control de la quimica del circuito
primario en reactores nucleares de agua presurizada [137], y en los reactores
nucleares de sal fundida, necesitando ambos de Li altamente enriquecido en ’Li para
evitar la produccién de tritio al chocar neutrones con atomos de °Li [138]. También
resultaria de interés para la industria de las baterias ya que conferiria mayor fuerza
electromotriz [139]. No existen en la naturaleza mas isdtopos de Li, por lo que los
procesos de fraccionamiento isotdpico daran dos productos de valor superior al
sustrato inicial: Li enriquecido en °Liy Li enriquecido en “Li.

Ademas, la relativa urgencia por obtener estos isétopos ha provocado que en los
ultimos afios la literatura cientifica sobre métodos de fraccionamiento del Li se esté
expandiendo [140], con estudios de separacién electroquimica [141], [142], utilizando
laser [143], extraccion con éteres de corona o sistemas de liquidos idnicos [144]-[147],
cromatografia [148] y separacidon con membrana [149], [150]. En la actualidad, sin
embargo, el método de amalgama (proceso COLEX) es el Unico de separacidon de
isdtopos de litio utilizado a escala industrial, una técnica que permanece
practicamente invariable desde hace décadas. Es un método medioambientalmente
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peligroso ya que requiere de grandes cantidades de mercurio donde se acumula el °Li.
El mercurio puede liberarse al medio ambiente como residuo, por vertidos o por
evaporacion, y causo graves problemas en los ecosistemas cercanos a la planta Y-12
del Laboratorio Nacional Oak Ridge, el centro de mayor produccion de Li enriquecido
en °Li que hubo en Estados Unidos, el cual estaba destinado a la creacién de la bomba
de hidrégeno [137], [151]. En este centro se utilizaron 11 millones de kg de mercurio,
de los cuales un 3% acabd en el medio ambiente [151]. Debido a esta problematica, el
método de amalgama esta prohibido en Estados Unidos. El enriquecimiento de °Li se
restringe en su practica totalidad a China, donde se usa este mismo proceso [137].
Desarrollar nuevos métodos de enriquecimiento de °Li mas eficientes y con menos
riesgos para el medio ambiente es un paso necesario para hacer de la industria
energética nuclear de fusidén (y, en parte, de fisién) una industria mas sostenible.

e Importancia de los seres vivos conel Liy el U

La mineria y los residuos del uso de uranio y litio haran aflorar estos elementos a la
superficie, poniéndolos en contacto con los organismos vivos. Los organismos vivos
entran en contacto con todos los elementos y moléculas presentes en la biosfera, la
mayoria de las veces interactuando con ellos de diversas maneras.

En algunos casos, los elementos resultarian téxicos para los seres vivos. Si hay una
afectacién grande en la produccidon primaria, como las microalgas, los ecosistemas
podrian verse severamente dafiados, agravando los efectos de pérdida de habitats y
biodiversidad del Antropoceno. La relacidon que pueda existir entre estos elementos de
interés para los humanos, el litio y el uranio, con las microalgas es largamente
desconocida.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los drenajes acidos de mineria de uranio hacen
de este ambiente un lugar extremo donde pocas especies proliferan. La pérdida de
biodiversidad es una caracteristica comun en lugares contaminados y supone el mayor
impacto en el mundo bioldgico [152], [153], determindndose ademads una correlacién
entre acidez y biodiversidad, pero también entre concentracion de metales y
biodiversidad [154]. La resiliencia de los ecosistemas frente a cambios ambientales
depende en gran medida de su biodiversidad inicial [155]. Por lo tanto, estudiar la
biodiversidad de especies en estos lugares puede resultar interesante para ver el
impacto de estas aguas en los ecosistemas. En lo referente al estudio de los
microorganismos productores primarios, se han aislado especies de microalgas
presentes en ambientes extremos antropogénicos de este tipo, especies que han
logrado proliferar en ambientes hostiles para la mayoria de la vida y que ademads han
aparecido en lapsos de tiempo geolégicamente cortos [153], [154] — desde la creacién
humana de estas charcas hace décadas. Esto podria ser debido a que los nuevos
ambientes extremos fueron colonizados por especies extremdfilas que, o bien estaban
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presentes antes de la contaminacion o bien alcanzaron el ambiente después de ella.
Sin embargo, también se han identificado numerosas especies de microalgas mesdfilas
extremotolerantes en ambientes similares, apuntando hacia una gran capacidad de
adaptacion [156], [157].

Por otra parte, la interaccidn de ciertos elementos con los seres vivos puede acarrear
movilizacion o cambios fisico-quimicos que sean de utilidad biotecnoldgica. Tal es el
caso del uso de bacterias en la mineria de cobre, por ejemplo [158].

Serd necesario reciclar estos elementos para poder llevar a cabo la obtenciéon de
energia de una manera sostenible en el tiempo y con el planeta. Las baterias de litio, al
acabar su vida util se convierten en un residuo de dificil manejo. No obstante, el litio
presente podria volver a utilizarse para la creacidn de nuevas baterias o para su uso en
otras tecnologias.

Inspirdndonos en los ciclos biogeoquimicos, podrian lograrse de forma analoga ciclos
de elementos de relevancia humana, pudiéndonos valer, dandose el caso, de los
propios seres vivos. Por lo tanto, ampliar el conocimiento en las relaciones
organismos-elementos podria conducir a nuevas posibilidades que hagan del proceso
aun mas sostenible.
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4. OBJETIVOS

Los elementos quimicos con importancia creciente en la situacién de transicidn
energética actual tienen, sin duda, su impacto en el medio ambiente y deberan ser
obtenidos de la manera mas sostenible posible. Estos cambios afectaran al
fitoplancton, cuyo papel en el control del ciclo del carbono y de mantenimiento de los
ecosistemas es a su vez crucial. Pero muchas especies de microorganismos
fotosintéticos no solo tienen importancia ecoldgica, sino también caracteristicas que
hacen de ellos herramientas muy valiosas en biotecnologia. Por estas razones, para la
presente tesis se han planteado dos objetivos principales:

1- Estudiar las especies de microorganismos fotosintéticos presentes en diversas
masas de agua residuales de mineria de uranio presentes en la Peninsula
Ibérica y dilucidar la manera en que diferentes especies de clorofitas mesofilas
pueden adaptarse a estos ambientes extremos antropogénicos.

2- Valorar la posibilidad de utilizar diferentes especies de clorofitas meséfilas para
la obtencién de litio en disolucion de medio de cultivo, asi como determinar si,
al mismo tiempo, existe fraccionamiento isotépico biolégico de los isétopos del
litio que abriera las puertas a una posible biotecnologia nuclear.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Muestreo de aguas impactadas por la mineria de uranio

Para este estudio se llevd a cabo un muestreo en charcas diferentes situadas en el
centro-oeste de la Peninsula Ibérica, en una zona con mineria de uranio. En total trece
masas de aguas residuales de la mineria de uranio fueron recogidas y analizadas.

Se realizd una primera medicién in situ de pH y conductividad con una sonda portatil
multipardmetro YSI 600 QS de Yellow Springs Instruments, a modo de aproximacién
inicial para determinar si la charca poseia caracteristicas tipicas de agua impactada por
la mineria de uranio (i.e. pH bajo y conductividad alta). También se midié la dosis
equivalente de radiacion en cada una de las charcas mediante un contador Geiger
(GAMMA-SCOUT w/ALERT, EE.UU.).

Por cada masa de agua se obtuvieron dos muestras, una para un estudio fisico y
quimico y otra para el estudio ficoldgico.

5.1.1 Etiquetado y conservacion de muestras

Cada muestra recogida se etiquetd, anotando el nombre del complejo minero al que
pertenecia y el nombre de la charca, ademas de las coordenadas. Las muestras se
guardaron en botes estériles y se conservaron en oscuridad a una temperatura
alrededor de 4°C.

Para los experimentos evolutivos con microalgas se tomaron y guardaron nuevas
muestras de agua con un volumen de aproximadamente 50L, previamente filtradas por
un filtro de 0,22um (BIOFIL, Guangzhou Jet Bio-Filtration Co., China) y mantenidas
hasta su utilizacidon en oscuridad y a una temperatura de 4°C.

5.2 Disefio experimental
5.2.1 Estudio de las aguas residuales de mineria de uranio

5.2.1.1 Analisis quimico de muestras de agua de mineria de uranio

Se realizd un primer analisis quimico con las muestras recogidas para determinar la
concentracion de uranio disuelto en cada muestra. El total de muestras recogidas de
las charcas se muestra en la Tabla 1. Para el estudio quimico mdas amplio, el estudio de
diversidad fitoplanctdnica y la experimentacidén posteriores, se utilizaron las aguas de
cinco charcas escogidas por presentar concentraciones de uranio superiores a 1000 ug
L'! en la muestra. Las masas de agua seleccionadas fueron: (1) un lago de mina abierta
en la mina de Mortérios (Portugal), (2) agua residual de lixiviacién en la mina de
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Castelejo (Portugal), (3) un lago de mina abierta en la mina de Quinta do Bispo
(Portugal), (4) una charca de evaporacién en Saelices el Chico (Salamanca) y (5) una
charca de efluentes mineros en Villavieja de Yeltes (Salamanca). Ademas, se muestred
una charca considerada pristina para ser utilizada como control en Zamarra
(Salamanca), localidad situada a unos 20km de la planta de operaciones de uranio de
Saelices el Chico. En el agua de Zamarra se determinaron valores de concentracién de
uranio menores al limite de deteccion, indicando la idoneidad de la muestra para
ejercer de control.

No aplica* Charca de Zamarra 40° 30' 48"N Bajo limites de
6°26'41" W deteccién
Mina de Mortdrios Charca de Mortdrios 40°53'39"N 1256 + 75
7°15'11"W
Mina de Castelejo Lago minero de Castelejo 40° 30' 41"N 5866 + 469
7°30'29" W
Mina de Quinta do Bispo Lago minero de Quinta do 40°33'17"N 1016 £ 61
Bispo 7°44' 52" W
Mina de Fe Charca de Saelices 40° 38'19"N 25857 £ 1551
62 35'44" W
Mina de Fe Piscina de Villavieja 40° 51'23"N 46574 + 2794
6226'26" W
Mina de Prado Velho Lago minero de Prado 40° 36' 25”N 49+0,3
Velho 7°06'22.9"W
Antigua fabrica de U de Piscina de la fabrica de 40° 30' 45"N 0.07+0,004
Barracdo Barracdo 7°14'23.8"W
Mina de Bica Mina abierta de Bica 40° 20' 28"N 0.37+0,02
7°12'51.0"W
Mina de Urgeiriga Piscina de Urgeirica 40° 30' 49"N 32+2
7°53'40.3"W
Mina de Urgeiriga Charca de Urgeiriga 40° 30' 49"N 460 + 28
7°53'40.3"W
Mina de Espinho Pozo de Espinho 40° 34'12"N 8,6+0,7
7°46'35.4"W
Mina de Ervideira Pozo de Ervideira 40° 50' 0"N 0,83 £ 0,05
7°32'18.6"W

Tabla 1. Informacién sobre las aguas residuales de mineria de uranio estudiadas, incluida la
concentracidon de uranio disuelto. Las aguas con una concentracién superior a 1000 pg L?
fueron las utilizadas para los experimentos. *Charca de Zamarra, masa de agua considerada
pristina y utilizada como control.

En el analisis quimico de las muestras consideradas para este estudio se determinaron
los valores de pH, conductividad y concentracidon de los metales pesados arsénico,
plomo, zinc y cobre, ademas de la ya conocida concentracién de uranio. El analisis de
la concentracion de metales se realiz6 mediante espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS VARIAN RedTop) en muestras de agua filtradas y
acidificadas con 2% HNOs. Se realizdé una nueva medicién de pH y conductividad en
laboratorio con un pH-metro y conductimetro Crison de Crison Instruments.
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5.2.1.2 Toxicidad por Microtox

El ensayo Microtox© (Microtox© Model 500 Analyzer, AZUR Environmental, Carlsbad,
California, EE.UU.) es un ensayo estandarizado para estimar la toxicidad de aguas, asi
como de otros sustratos. Consiste en el estudio de inhibicion de la fluorescencia de
Aliivibrio fischeri. Esta bacteria presenta una bioluminiscencia natural inducida por
quorum sensing dependiente de la densidad de poblacién bacteriana [159]. Cuando el
metabolismo se reduce, se produce a su vez una reduccién en la luminiscencia,
pudiéndose utilizar como indicador de toxicidad [160]. Para estudios como el presente
es muy adecuado, ya que es una forma de medir toxicidad no especifica en
microorganismos acuaticos (e.g. [161]-[165]) y ha sido ampliamente utilizado con
muestras ambientales (e.g. [166]-[169]), ademds de tratarse de un ensayo
normalizado en la legislacion.

El ensayo se llevé a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante, utilizando como
muestras para el ensayo las muestras de agua al 5% en un solvente provisto por el
fabricante. Por cada muestra de agua se realizaron 10 replicados con sus respectivos
controles sin toxico, inoculando aproximadamente 1000 células de A. fischeri y
midiendo la fluorescencia tras cinco minutos de contacto.

5.2.1.3 Diversidad fitoplanctdnica

Se realizé una identificacion y un recuento de especies de microalgas presentes en
muestras de las cinco masas de agua estudiadas. La identificaciéon se llevd a cabo con la
guia de Bellinger y Sigee [170] y de acuerdo a la base de datos online de AlgaeBase
(algaebase.org). Para esta parte del estudio se utilizé un microscopio éptico invertido
Axiovert 35 (Zeiss, Alemania), realizando los contajes en cdmaras de conteo (Fast read;
Biosigma, ltalia).

Una vez identificadas las especies presentes y estimada la densidad de cada una, se
calculd la diversidad a del fitoplancton en las muestras mediante los indices Simpson y
Shannon [171], [172]. El indice Simpson se calcula mediante la ecuacién 3.

N

=1-3 (2

i=1

Ec. 3. indice Simpson. Siendo s el nimero de especies y n; el nimero de células de la especie i
por unidad de volumen y N el nimero total de células por unidad de volumen.

Por su parte, el indice Shannon se calcula de acuerdo a la ecuacién 4:

41



[..'\f\"'l':ﬁ.:)l-ll-\[)
s MATERIAL Y METODOS

Ec. 4. indice de diversidad de Shannon.

Estos dos indices nos dan un nimero que permite valorar la diversidad a. En el caso
del indice Simpson se da un gran peso a las especies con mayor densidad en la
muestra, por lo que también se le denomina indice de Dominancia [173]. El valor
resultante estara entre 0 y 1, siendo 0 el minimo y 1 el maximo de diversidad. En el
indice Shannon, por el contrario, da un mayor peso a la abundancia relativa de cada
especie [173]. Los valores se comprenden entre 0,5 y 5, interpretandose el resultado
de forma analoga.

5.2.2 Procedimientos experimentales con microalgas

5.2.2.1 Especies utilizadas

Los experimentos se realizaron con diferentes especies microalgales pertenecientes a
la divisién Chlorophyta. Todas las cepas fueron aisladas en lugares donde no se
esperarian concentraciones altas de metales.

- Chlamydomonas reinhardtii Dangerad (ChlaA y ChlaB)

Originarias de lagunas dentro del entorno del Parque Nacional de Doflana, ambiente
pristino sin contaminacién de metales y con pH 8. Se trata de una especie
ampliamente utilizada como modelo en investigacion de microalgas de agua dulce
[174]. La forma de la célula es ovalada, midiendo aproximadamente 10um de largo y
3um de ancho. Cuenta con dos flagelos en la parte terminal y es utilizada como especie
modelo en estudios sobre el funcionamiento flagelar [52].

Su reproduccién puede ser tanto asexual como sexual, dependiendo de la presencia
de mating positivo y negativo en el cultivo. Si el cultivo es Unicamente de positivo o
negativo (aqui llamados ChlaA o ChlaB), la reproduccién sera asexual. En cambio,
cultivos con ambos matings establecerian reproduccidn sexual. En nuestros
experimentos se han usado Unicamente de manera separada, estableciendo lineas
clonales.

e Dictyosphaerium chlorelloides (Naumann) Komarek y Perman 1978 (DC1M)

Procedente de una laguna de montaia pristina en Sierra Nevada. De forma esférica y
con un tamafio entre 2um y 10um. Taxonémicamente, pertenece a la familia
Chlorellaceae, del orden Chlorellales y clase Trebouxiophyceae. Esta especie ha sido
utilizada previamente en experimentos sobre toxicidad de metales en microalgas, asi
como resistencia y adaptacién de estos microorganismos.
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e Desmodesmus sp. (CAFE)

Cepa aislada de la charca Gilielta de la Entreuka (Mauritania). Las células pueden
encontrarse aisladas, con una forma mas esférica, o en colonias de cuatro células con
forma cilindrica y prolongaciones puntiagudas en los extremos de no mds de 1um de
longitud. El tamafio esta entre 2um y 10um.

Esta cepa fue clasificada taxondmicamente por primera vez para las investigaciones de
esta tesis. Para identificar esta cepa se realizé la extraccion del ADN y amplificacion de
las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) y del gen para la subunidad pequefia del
ribosoma, el ARN 18s, con cebadores directos e inversos (primers forward y reverse),
con posterior secuenciacién. Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y unidas para
cada regién utilizando el programa Biokdit, a fin de aumentar el numero de bases
determinadas con seguridad y obtener una mejor comparacién en la base de datos
BLAST. Tras esta primera aproximacion dos géneros compartian las mismas secuencias,
Acutodesmus y Desmodesmus, ambos géneros recientemente separados del género
Scenedesmus [175], [176]. La identificacion como perteneciente al género
Desmodesmus se realizé mediante observacion de diferencias morfoldgicas basadas en
imagenes en la base de datos AlgaeBase. Las secuencias pueden consultarse en la base
de datos de GenBank bajo los numeros de acceso MT462646 y MW185780 para las
regiones ITS y 18s, respectivamente.

ohalgaesase

W

Figuras 2.a., 2.b., y 2.c. 2.a. Imagen de Acutodesmus dimorphus (Turpin) P.M.Tsarenko,
especie tipo del género Acutodesmus, obtenida de la web AlgaeBase (© C.F.Carter). 2.b.
Imagen de Desmodesmus communis (E.Hegewald), donde se observan las “espinas” tipicas del
género Desmodesmus (© C.F.Carter). 2.c. Imagen propia de la cepa CAFE utilizada en nuestros
estudios e identificada como perteneciente al género Desmodesmus.
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Se trata de un género no muy utilizado en biotecnologia. Desmodesmus pertenece a la
familia Scenedesmaceae, orden Sphaeropleales y clase Chlorophyceae.

e Tetraselmis mediterranea (Lucksch) R.E. Norris, Hori & Chihara (TmS1).

Aislada en aguas marinas en la costa este de Cerdefia (Italia). Tiene una forma ovalada,
de aproximadamente 10um de ancho y 14um de largo. Las especies de su género se
caracterizan por contar con cuatro flagelos en la parte apical. El género Tetraselmis es
extensamente utilizado en investigaciéon y biotecnologia de microalgas de agua marina
[177]. Se encuadra dentro de la familia Chlorodendraceae, orden Chlorodendrales y
clase Chlorodendrophyceae.

5.2.2.2 Medios y condiciones de cultivo

Desde su aislamiento, las cepas se mantuvieron en la coleccién de cultivos de
microalgas de la Universidad Complutense de Madrid, desde donde se obtuvieron para
los experimentos. La coleccién se mantiene de manera axénica y realizando pases
seriados a medio de cultivo nuevo cada 20 dias, a mitad de la fase de crecimiento
exponencial.

e Maedios de cultivo
- Medio BG11

El medio utilizado para el cultivo de las especies de microalgas de agua dulce fue el BG-
11 (Cyanobacteria BG-11 Freshwater Solution).

Para preparar el medio de cultivo se utiliza agua destilada enriquecida con medio BG-
11 concentrado (Sigma-Aldrich) segun las instrucciones del fabricante (20mL de medio
concentrado por cada litro de agua destilada) y posteriormente filtrado por un filtro
Stericup (Stericup-VP Filter Unit, Merck Millipore) de 0.22um. La composicion quimica
del medio de cultivo BG-11 se encuentra en la Tabla 2.

Agua destilada 1L
NaN03 1,5g
K2HPO4 0,04g
MgSO4- 7 H.0 0,075g
CaCl, - 2 H,0 0,036g
Acido citrico 6mg
Citrato amonico férrico 6mg
EDTA 1mg
Na>COs3 0,02g
Solucion de metales | 1mL
traza

Tabla 2. Composicién quimica de 1L de medio BG-11.
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A su vez, la composicion de la solucidn de metales traza se muestra en la Tabla 3.

H3|303 2,86g
MnCl; - 4 H,0 1,81g
ZnS0O4 - 7 H,0 0,222g
NaxMo0O;q - 2 H,0 0,39g
CuSO4 - 5 H,0 0,079g
Co(NOs3); - 6 H,0 49,4mg

Tabla 3. Metales traza incluidos en la solucién de metales para la preparacion del medio BG-
11.

- Medio agar BG-11 modificado

Se crearon placas de agar BG-11 con agua de las cinco aguas contaminada del estudio.
Por cada litro de agua experimental se anadieron 20mL de caldo de cultivo BG11, a lo
que posteriormente se agregé una disolucion de agarosa en agua (20 g/L) esterilizada
en autoclave hiumedo.

- Medio F/2

Para T. mediterranea, especie de agua salada, se preparé un medio Guillard’s F/2 a
partir de una solucién concentrada (Guillard’s (F/2) Marine Water Enrichment Solution,
SigmaAldrich). Para su preparacion se utilizé agua de mar filtrada con filtro Stericup
(Stericup-VP Filter Unit, Merck Millipore) de 0,22um, a la que se afiadieron, en
condiciones de esterilidad, 20mL de solucién concentrada por cada litro de agua
marina filtrada.

Agua marina filtrada 1L
NaNOs3 0,075g
NaH;PO4 - 2 H,0 0,006g
Na;EDTA 4,16g
Solucién de vitaminas ImL
Solucién de metales | ImL
traza

Tabla 4. Composicidn del medio Guillard’s F/2 sin incluir las caracteristicas quimicas del agua
marina utilizada.

La solucién de vitaminas contaba con los componentes mostrados en la tabla 5.

Agua destilada 1L
Tiamina 0,2g
Cianocobalamina | 0,01g
Biotina 0,01g

Tabla 5. Componentes de la solucidn de vitaminas para la preparacion de medio F/2.

Los compuestos para preparar la solucidon de metales traza se indican en la tabla 6.
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Agua destilada 1L
FeCls - 6 H,O 3,15g
CuSO4 - 5 H20 0,01g
ZnS04 - 7 H,0 0,022g
CoCl; - 6 H20 0,01g
MnCl; - 4 H,0 0,18g
NaxMoO; - 2 H,0O | 0,006mg

Tabla 6. Componentes de la solucién de metales traza para la preparacion de medio F/2.
- Medio agar LB

Utilizado para observar posibles contaminaciones bacterianas o flngicas en los
biorreactores. Para su preparacion, se afladieron los componentes dispuestos en la
Tabla 7, y posteriormente se esterilizd en autoclave hiumedo a 121°C durante 15
minutos. Para la creacién de las placas de cultivo sdélidas, se llenaron placas Petri y se
dejaron enfriar, todo ello en condiciones de esterilidad.

Agua destilada 1L
Peptona 10g

NaCl 10g
Extracto de levadura 5g
Agar 20g

Tabla 7. Componentes del medio agar LB.

¢ Mantenimiento de los cultivos

Para mantener el cultivo se utilizan cajas de cultivo de 100mL (Greiner, Bio-One Inc.,
Longwood, EE.UU.), afadiendo 19mL de medio de cultivo nuevo y 1mL del cultivo
anterior. Los cultivos - tanto de coleccién como los experimentales - se mantienen a
22+2°C, con iluminacion continua con fluorescentes, con 80 pmol m2 s de radiacion
fotosintéticamente activa y con longitudes de onda entre 390 y 700nm.

Previamente a los experimentos evolutivos se quiso limitar la variabilidad genética de
la poblacion mediante la creacién de cultivos con un nimero de células entre 100 y
1000, aproximadamente, obtenidas por dilucién.

5.2.2.3 Experimentos evolutivos con quemostato

El quemostato es un aparato disefiado por Novick y Szilard [178] para el crecimiento
continuo de poblaciones bacterianas a una densidad determinada y mediante el cual
pueden realizarse estudios evolutivos. En el actual estudio se utilizé un biorreactor con
condiciones similares a un quemostato para el crecimiento de especies microalgales,
pero con una eliminacién de medio semi-continua: cada dia un volumen determinado
de medio se retiraba en funcién del volumen total y la tasa de crecimiento de las
microalgas.
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Con un quemostato también se puede determinar si la poblacidn mutante tiene o no
menor fitness que la original y el comportamiento de las diferentes poblaciones de
mutantes que vayan surgiendo dentro de la metapoblacion de microorganismos.
Puede estudiarse esta dinamica mediante el muestreo periddico de las células que hay
en el recipiente. Estas células al exponerse a un medio selectivo podrian dar lugar a
diferentes escenarios:

1. Que el agente selectivo no suponga un gran estrés a las células y, por lo tanto,
gue éstas puedan adaptarse fisiolégicamente al nuevo escenario. En este caso,
desde el momento inicial las células serian capaces de sobrevivir con el agente,
manteniéndose en el mismo nivel el nimero de células a lo largo de todos los
muestreos.

2. Que el agente selectivo sea lo suficientemente fuerte como para no permitir
una adaptacién fisiolégica, pero si suficientemente débil como para que en
cierto punto aparezcan mutaciones que confieran resistencia. En los sucesivos
muestreos deberia verse un incremento en la concentracién de células
resistentes. Mas tarde, si las células mutantes tienen menor fitness en el
ambiente del quemostato, se producird un equilibrio mutacion-seleccién, por lo
que las concentracion de células resistentes llegardn a una meseta con
fluctuaciones pequefias en su numero.

3. Que el agente selectivo ejerza una presion de seleccién muy alta hasta el punto
de no existir mutantes de la poblacién que pudieran resistir esas condiciones.
En tal caso en ninguno de los muestreos se observarian células capaces de
resistir.

Muestreo tiempo inicial Muestreo tiempo intermedio Muestreo tiempo intermedio 2 Muestreo tiempo final
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Figura 3. Posibles escenarios supuestos de adaptacién de microalgas a un nuevo medio toxico
tras el crecimiento en un quemostato. Cada tiempo representa un momento de muestreo
desde el quemostato y su inoculacién en el medio de cultivo a estudiar.
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e Diseiio de biorreactor semi-continuo

El disefio consistia de un embudo decantador con capacidad de 2L como contenedor
del cultivo. El embudo esta conectado a un contenedor con medio de cultivo nuevo a
través de un tubo con una valvula. A su vez, para asegurar la oxigenacién, mantener
una suspension de células homogénea y disminuir el crecimiento de las microalgas en
superficie, se bombea aire desde el fondo del embudo a través de un tubo que entra
por la parte superior y esta conectado a una bomba de aire Eheim 200. A la salida de la
bomba de aire hay un filtro de jeringa de 0,22um (BioFil Syringe Filter, Shanghai, China)
para evitar contaminacién. Para controlar la presion en el interior del contenedor del
cultivo estd situada también una salida de aire con un filtro de 0,22um. En la parte
inferior hay una llave de paso que conecta con un tubo estéril. A la hora de retirar un
volumen del cultivo se coloca otro tubo estéril y se recoge. El resto del tiempo se
coloca un filtro de 0.22um a la salida del primer tubo.

Figura 4. Representacion esquematica del biorreactor semi-continuo. 1. Embudo decantador
contenedor del cultivo. 2. Tubo de entrada de medio. 3. Tubo de entrada de aire filtrado. 4.
Aireador Eheim 200. 5. Valvula para la salida de medio del decantador. 6. Filtros de 0,22um.
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e Calculos para el funcionamiento y estudio de las poblaciones en el
biorreactor semi-continuo

Se prepard un biorreactor por cada una de las especies de microalgas para realizar el
experimento de adaptacién a aguas residuales de la mineria de uranio. El volumen
diario de medio de cultivo a renovar se calcula segun la ecuacién 5:

w=Vr

Ec. 5. Calculo del volumen de cultivo a renovar (w). V indica el volumen total del cultivo y r es
la tasa de crecimiento de cada cepa.

A su vez, la tasa de crecimiento de cada cepa (r) se calcula de acuerdo con la ecuacidn
6:

Nt s Noert

Ec. 6. Calculo de la tasa de crecimiento de microorganismos. r es la tasa de crecimiento; N; el
numero de células en un tiempo (t); y No el nimero de células a t=0.

Por lo tanto, para calcular el volumen de medio a retirar por cada tiempo t se puede
aplicar la ecuacion 7:

Ec. 7. Calculo del volumen de cultivo a renovar por cada tiempo t.

El volumen de cultivo en el biorreactor fue de 1,5L. Para calcular el nimero de células
en cada tiempo se estimod la densidad con un contaje ciego en camaras de conteo (Fast
read; Biosigma, Italia) en un microscopio éptico invertido Axiovert 35 (Zeiss, Alemania).

e Experimento con poblaciones microalgales en biorreactor semi-
continuo y estimacion de individuos resistentes por el método de
conteo de puntos en placa

Para comenzar el experimento, se afiadid un indculo inicial de 10° células procedente
de poblaciones clonales, un nimero no superior a la tasa de mutacidon habitual en
clorofitas (10 - 10) [79]. El cultivo se dejé crecer durante al menos 22 generaciones,
tiempo durante el cual se calcularon las tasas de crecimiento. Tras ello se comprobd
cada tres dias la densidad celular hasta alcanzar un equilibrio en el nUmero de células,
considerado éste como una variacion menor al 20% entre densidades estimadas
consecutivas. Se extrajeron alicuotas de las cepas del biorreactor antes del inicio del
experimento, al tiempo de estabilizacion, y tras haber transcurrido aproximadamente
30, 40, 50 y 60 generaciones, a fin de estudiar la aparicién de células resistentes a las
aguas residuales de la mineria de uranio de nuestro estudio. La vigilancia de posibles
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contaminaciones de bacterias u hongos en el biorreactor se realizd periddicamente
mediante observacién en el microscopio y siembra en placas de medio Luria-Bertani
sélido (agar LB) [179].

Se estimé la proporcidon de microalgas resistentes dentro de la poblacién del cultivo a
diferentes tiempos para ver la dindmica de los mutantes resistentes a las cinco charcas
dentro de las tres especies de microalgas diferentes. De las alicuotas extraidas a
diferentes generaciones se inocularon 10% células en las placas de agar BG-11
modificado con las diferentes aguas. A su vez, se inocularon en placas de BG11 agar
hechas con agua destilada. Por cada especie, tiempo y agua se realizaron triplicados.

Se calculd la proporcién de células resistentes a través del conteo de puntos en placa
descrito por Weibel y col., 1966 [180]. Se cred una plantilla donde el area de la placa se
encuadré en un cuadrado, para posteriormente crear 20 segmentos paralelos a cada a
la base y 20 paralelos a la altura del cuadrado y equidistantes con los segmentos
paralelos contiguos. Esto hizo un total de 356 puntos donde los segmentos se
cortaban, como se muestra en la Figura 5. El calculo de proporcién de células
resistentes se hizo a través de las medias del numero de puntos sobre el que se
observaba presencia de colonias en los cultivos en agua téxica y en el control con BG11
agar.
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Figura 5. Representacién esquematica del sistema de conteo de puntos coincidentes en placa.
Utilizando una plantilla similar en una placa Petri se realizd un contaje de los puntos donde

habia presencia de colonias de microalgas.
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5.2.2.4 Ensayo de captura y fraccionamiento

Se realizd un experimento para analizar la captura y fraccionamiento isotdpico de Li
por parte de tres especies microalgales en cultivos expuestos a diferentes tiempos. El
ensayo del fraccionamiento isotdpico se basa en que algunos procesos naturales
pueden separar los diferentes isdtopos del mismo atomo. El paso a través de
membranas de un ion, por ejemplo, podria provocar un efecto isotépico cinético
donde el isdtopo mas liviano atravesaria ligeramente mas rapido la membrana ya que
necesita una menor cantidad de energia para su transporte. Por ello, seria plausible
qgue durante la captura de un elemento las microalgas produjeran a su vez un
fraccionamiento isotdpico del mismo.

Las especies utilizadas para estos ensayos fueron Chlamydomonas reinhardtii (ChlaA),
Desmodesmus sp. (CAFE) y Tetraselmis mediterranea (TmS1).

Se crearon cuatro cultivos experimentales por especie con 4,2 mg/L de Li en el medio
BG-11 (utilizado para el cultivo de ChlaA y CAFE) y 2,5 mg/L en el medio F/2 (utilizado
para el cultivo de TmS1), con indculos de 7 x 10° células para ChlaA y 8 x 10° para CAFE
y TmS1 estimados utilizando cdmaras de contaje celular (Fast Read; Biosigma, Venecia,
Italia) mediante contaje en microscopio (Zeiss 47 30 12 — 9902, Alemania). El pH de los
medios permanecid invariable tras la adicion del LiCl. Ademas se crearon cuatro
controles quimicos para cada medio, a modo de “cultivo” sin inéculo celular.

Cada cultivo se detuvo a un tiempo determinado para estudiar las posibles diferencias
de captura y fraccionamiento respecto al tiempo por cada especie. De los cuatro
cultivos experimentales, uno se detuvo justo después de la inoculacion y el resto a los
3, 12 y 27 dias. Para ello, el cultivo se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos,
separando el pellet del sobrenadante. Los pellets fueron congelados para
posteriormente realizar su andlisis. Los controles quimicos fueron retirados al mismo
tiempo que los cultivos experimentales.
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Figura 6. Diagrama del experimento de captura y fraccionamiento de litio para cada una de las
especies estudiadas.

La cuantificacion de Li en los pellets y la relacion isotdpica se realizaron en el Centro de
Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT).

e Calculos fraccionamiento

Los analisis isotépicos en el pellet de los cultivos de microalgas aportaron la relacion
isotopica de °Li/’Li. Para una mejor visualizacion y comprensién de los datos,
generalmente se utiliza la unidad §, detallada en la ecuacién 8, en los procesos donde
existe fraccionamiento isotdpico, como estudios en geologia.

6= [(Rmedida - Rreferencia)/(Rreferencia)]x 1000
Ec. 8. Calculo de 8. Rmedids €S la relacion isotdpica medida de un isétopo al final de un proceso
que pueda causar variaciones en su abundancia relativa. Rreferencia indica la relacion isotdpica
medida de referencia.

Esta ecuacidn se calcula con respecto a un isétopo y permite ver el enriquecimiento en
ese isétopo en unidades por mil (%o0). Como relacidn isotépica de referencia se utilizé
la abundancia relativa obtenida en el mismo tiempo de los controles quimicos. Valores
positivos indican un enriquecimiento en el isétopo, mientras que valores negativos
muestran reduccion relativa del isétopo en la matriz medida. En nuestro estudio se
calculéd &% el enriquecimiento del isétopo °Li, dado que presenta una menor
abundancia en la naturaleza y su importancia econémica es mayor. No obstante,
muchos autores han calculado en sus articulos los valores con respecto al ’Li ya que es
habitual utilizar el isétopo mas pesado. Al ser el litio un elemento con Unicamente dos
isdtopos estables, y basados en la ecuacion 8, es facilmente comparable ya que el valor
de 87 serd el nimero opuesto del valor de &°.

52



6. RESULTADOS


https://www.google.co.uk/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCJKj9P7YhcgCFcNdFAodGLgHuQ&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Complutense_University_of_Madrid&psig=AFQjCNEch4x-7_aL3fCKGsqUKTrx63euYQ&ust=1442841328930699




U.\'l\";". HE}FI |‘1.-\ID .
COM }:.]ZH.}.\ENSE RESULTADOS

6. RESULTADQOS

6.1 Caracterizacion y seleccion de las aguas de estudio

Para el estudio solo se eligieron las aguas que presentaron una concentracion de U
mayor a 1mg L, ademds de la charca control en Zamarra. Las charcas que cumplian
este requisito son las mismas que en el momento del estudio no habian pasado por, o
estaban en proceso de restauracion. Se analizé la concentracion de U, As, Pb, Zn y Cu,
asi como el pH, la radiactividad y la conductividad. A su vez se hizo un ensayo Microtox
para evaluar la toxicidad de las aguas. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

U(mg LD b.l.d. 1,256 5,866 1,016 25,857 46,574
As (ug L1 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 80,79 1567,18
Pb(ug L' <5,0 <5,0 19,7 <5,0 5,71 9,64
Zn (mg L) <0,05 0,21 0,86 1,68 20,40 84,28
cu (g L'} <0,5 20,43 <5,0 99,64 603,81 11,213
pH 6,98 51 6,3 3,6 3,7 2,7
Radioacti_vlidad <0'1 1,1 0,8 0,6 4,0 4'1
(uSvh )
conduetvitse | 5 6,3 7,2 6,3 10,7 11,1
(mScm )
% inhibicion
Microtox <0,5 >95 >95 >95 >95 >95

Tabla 8. Datos fisicos, quimicos y de toxicidad de las aguas de estudio. b.l.d.: Bajo limite de
deteccidn.

En la charca control de Zamarra todos los parametros analizados se encontraban en
rangos normales, pudiéndose considerar un ambiente pristino. Las caracteristicas de
concentraciéon de metales pesados, pH y conductividad se corresponden con los
valores esperados para aguas residuales de la mineria de metales, con la caracteristica
afiadida de presentar valores por encima de los normales de radiaciéon ionizante al ser
mineria de uranio.

6.2 Diversidad fitoplanctdnica

La Tabla 9 muestra los resultados de la identificacion y densidad de especies, asi como
de los indices de diversidad a.
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Tabla 9. Contaje de especies e indices de diversidad para las diferentes aguas residuales de
mineria de uranio estudiadas.

6.3 Estudio de adaptacion con biorreactor semi-continuo

Mortérios 8,05+0,71 9,69 + 0,40 12,45+0,43 | 14,84+0,59 | 19,62+0,73 | 19,30+0,67
Castelejo 7,02+0,56 9,41+0,35 13,20+0,74 13,91+0,51 15,11 +0,65 14,21 +0,56
QdB No 8,15+0,73 9,21+0,41 13,30+0,36 14,72 £0,71 14,80+ 0,63
Saelices No No 3,36+0,37 8,02+0,48 11,28 +0,42 11,32 +0,46
Villavieja No No No No No No
Mortérios 4,49+0,74 10,39+ 0,56 9,11+0,32 1396+0,41 | 16,71+0,37 | 17,01+0,43
Castelejo 13,29+0,58 | 11,71+0,91 | 10,63+0,32 | 13,61+0,36 | 19,27+0,33 | 19,10+0,24
QdB No 10,39+0,49 9,51+0,36 14,01+0,28 | 13,71+0,43 | 14,08+0,43
Saelices No No 7,69+0,42 10,20+ 0,27 11,11+£0,37 11,21+£0,54
Villavieja No No No No No No
Mortérios 4,96+0,43 11,33+0,58 15,76 +0,45 | 21,71+0,56 | 23,01+0,71 | 23,60+0,70
Castelejo 4,86 + 0,86 11,42+0,81 12,42 +0,28 15,77 £0,62 16,01+0,41 16,06 £ 0,42
QdB No No 10,77 £ 0,46 11,32+0,38 12,16 £ 0,28 11,92+ 0,65
Saelices No No 3,92+0,26 8,97 +0,26 9,33+0,61 9,23+0,42
Villavieja No No No No No No

Tabla 10. Proporcion calculada de células resistentes o tolerantes a las diferentes aguas
residuales de mineria de uranio en funcién de cepa y nimero de generaciones. Inicial hace
referencia al momento de estabilizacion de la poblacién dentro del biorreactor semi-continuo.
En la primera columna se muestran las aguas utilizadas. QdB: Quinta do Bispo.

Para las diferentes aguas toxicas y especies se observan diferentes resultados. Las tres
cepas de microalgas ancestrales, previo al inicio del experimento, se adaptaron a las
aguas de Mortérios y Castelejo de forma fisiolégica. No requirieron de mutaciones que
les confirieran resistencia para habitar ese ambiente. Sin embargo, una vez iniciado el
experimento, con el paso de las generaciones la proporcién de células que pueden
crecer aumenta hasta llegar a un equilibrio entorno a las 40 generaciones, lo que
indica que aumentan dentro de la poblacidn los individuos mutantes que facilitan la
adaptacion al medio.

En las tres aguas restantes, i.e. Quinta do Bispo, Saelices y Villavieja, la presidn
selectiva inicial es suficiente como para no permitir la adaptacion fisioldgica. En Quinta
do Bispo y Saelices aparecieron mutantes resistentes a las 10 generaciones, mientras
gue en los medios agar con agua de Villavieja no crecieron colonias en ninguna fase del
estudio.
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Las mutaciones que han permitido la adaptacion a las charcas de Quinta do Bispo y
Saelices tienen menor fitness en ambientes no selectivos ya que alcanzan un equilibrio
mutacion-seleccion.

6.4 Captura de litio con microalgas

Las tres especies de microalgas utilizadas en este estudio mostraron captura de litio, al
determinarse en el pellet una concentracién de litio mayor que en el medio liquido de
partida en el que se encontraba disuelto este elemento. En términos absolutos, la
masa de litio capturada fue mayor en el cultivo analizado tras 27 dias para las tres
especies, pero en términos relativos a la biomasa total obtenida hubo variaciones
segun la especie. TmS1 y ChlA presentaron la mayor concentracién de litio en el pellet
en el dia 27, mientras que CAFE, justo tras la inoculacién. Los resultados mas
detallados se presentan en la Tabla 11.

0,1273 887 6,96
0,2861 1946 6,8
12 0,1542 1113 7,21
27 0,4174 3447 8,26
0 0,0971 850 8,76
0,1888 1265 6,7
12 0,2261 1512 6,69
27 0,5786 4597 7,94
0,1214 885 7,29
0,1432 784 5,48
12 0,3876 1641 4,23
27 0,1926 6098 31,66

Tabla 11. Captura de Li por parte de los diferentes cultivos de las tres cepas seleccionadas.
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6.5 Fraccionamiento de litio con microa

Igas

0,08227 0,08239
3 0,08247 0,08201 5,58
12 0,08269 0,08229 4,80
27 0,08276 0,08207 8,35
0 0,0897 0,08264 85,39
3 0,08303 0,08218 10,39
12 0,08447 0,08232 26,12
27 0,08556 0,08193 44,32
0 0,0826 0,08264 -0,44
3 0,08313 0,08218 11,54
12 0,08214 0,08232 -2,19
27 0,08508 0,08193 38,40

Tabla 12. Enriquecimiento del pellet en ®Li (8°%) en base a la relacién isotdpica en el medio.

De acuerdo a la Tabla 12, existe fraccionamiento isotdpico de Li, mayoritariamente
enriquecimiento en °Li, en los tres cultivos de microalgas. La 8% varia con el tiempo del
cultivo y la especie. La mayor &° se obtuvo con CAFE en el momento de la inoculacién,
coincidiendo también con la mayor captura relativa de Li en esta cepa. Esta situacién

se da también con ChlAy TmS1.
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Abstract

Anthropogenic extreme cnvironments are emphasized as interesting sites for the study of evolutionary pathways, biodiversity, and
extremophile bioprospection. Organisms that grow under these condibions are usually regarded as extremophiles; however, the
extreme novelly of these covironments may have favor adaptive radiations of facultative extremophiles. At the Ibenan Peninsula,
uranium mining operations have rendered highly polluted extreme environments i multiple locations. In this study, we examined
the phytoplankton diversity, community structure, and possible determining factors in separate uranium mining-impacted waters.
Some of these human-induced extreme environments may be able to sustain indigenous facultative extremophile phytoplankion
species, as well as alleged obligate extremophiles. Therefore, we mvestigated the adaptation capacity of three laboratory strains, two
Chiamydomonas reinhardtii and a Dictvosphaerium chiorelloides, o uranium-polluted waters. The biodiversity among the sampled
waters was very low, and despite presenting unique taxonomic records, ecological pattems can be identified. The microalgae
adapiation experiments indicated a gradient of ecological novelty and different phenomena of adaptation, from acclimation in some
waters to non-adaptation in the harshest anthropogenic environment. Certainly, phytoplankton extremophiles might have been often
overlooked, and the ability to flounish in extreme environments might be a functional feature in some neutrophilic species.
Evolutionary biology and microbial biodiversity can benefit the study of recently evolved systems such as uranium-polluled waters.,
Moreover, anthropogenic extremophiles can be hamessed for industrial applications,

Keywords Uranium mining impacted waterbodies - Phytoplankton - Anthropogenic extreme environments - Microbial
biodiversity - Facultative extremophiles - Adaptation

Introduction

Deespite the ubiquity of microbial life, basic ecological and bio-
geographical patterns still under dispute [1]. Ecosystems are
expected to host microorganisms adapted to the range of con-
ditions imposed by the coosystems themselves. In the particular
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case of extreme environments, endemic organisms could be
considercd extreme-lovers and be confined to extreme habitats,
Maost well-known extremophiles, mainly Archaca, are obligate
cxtremophiles unable or “ill-cquipped”™ to grow in mesophilic
conditions [2-4]. There are nevertheless species flounshing in a
mild environment that thrive in extreme conditions (e.g. [5, 6]).
Low-Diécarie of al. [5] mentioned several processes o cxplain
the presence of extremophiles in “benign™ environments, either
separately or in combination: (1) dispersion in different environ-
ments (the premise that we can find microorzanisms every-
where and the environment selects, so-called Bass-Becking hy-
pothesis [7-9]), (i) that the environments present broader con-
ditions than those estimated, wider range (multiple microhabi-
tats), and/or (1) that the cost of adapting to the extreme does
not pose a decisive disadvantage in average non-extreme cnivi-
ronments (constitutive or present in the population genome).
The unique features of microorganisms play a role in the gen-
eration and sustenance of genetic variability, influencing the
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Abstract: Lithium isotopes are essential for nuclear energy, but new enrichment methods are re-
quired. In this study, we considered biotechnology as a possibility. We assessed the Li fractionation
capabilities of three Chlorophyte strains: Chmmydum:mu:; retrhardinl, Tetraselniis mediterranea, and a
freshwater Chlorophyte, Desmodesmus sp. These species were cultured in Li containing media and
were analysed just after inoculation and after 3, 12, and 27 days. Li mass was determined using a
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer, and the isotope compositions were measured on
a Thermo Element XR Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer. The maximum Li capture
was observed at day 27 with C. reinhardtii (31.66 pg/g). Desmodesmus sp. reached the greatest Li
fractionation, (5% = 85.4%). All strains fractionated preferentially towards 81i. More studies are
required tor fined Fitter L-ip{:'.fi&{-i and to establish the Lrpt'ima] conditions for Li capture and fractionation.
Mevertheless, this is the first step for a microalgal nuclear biotechnology.

Keywords: lithium; fractionation; microalgae; biotechnology; stable isotopes

1. Introduction

Future prospects for energy demand make it necessary to provide humans with an
important ratio of KJ/(person = day) to satisfy the daily consumption all over the world.
In 2019, energy consumption was over 160,000 TWh [1]. Additionally, the energy require-
ments must be supplied without posing a threat to human life and under environmentally
sustainable criteria.

In that respect, fusion energy has become one of the most promising future sources
of energy [2]. A project as relevant as ITER implies that researchers and engineers from
different countries are approaching this challenge, aiming to obtain positive net energy
from fusion reactions. To accomplish this, two reactants are required: two heavy hydrogen
isotopes—deuterium, and tritium—as shown in Equation (1):

D+ T—4He + n + 17.6 MeV (1)

Deuterium may be obtained from seawater, where it is present at a concentration of
33 g/m* [3]. Tritium is an isotope that is not abundant in nature but can be obtained from
fLi as in the process shown in Equation (2).

SLi + neutron — °H (Tritium) + He (2)

Thus, lithium is a key element in the search for a green, efficient energy. From an
isotopic point of view, lithium consists of two isotopes whose natural relative abundance
is 7.59% for #Li and 92.41% for “Li [4]. Both lithium isotopes are strategic for the nuclear
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technology since ”Li is used to control the chemistry of the primary circuit in pressurized
water nuclear reactors, while °1i is used as neutron shield and detector in neutron beam
facilities. Additionally, the advancement of nuclear fusion projects will create a high
demand for this isotope to regenerate tritium. For this purpose, the enrichment needed in
the °Li isotope is around 30 to 90%, far above what is found naturally (7.59%) [5-7].

Since vast amounts of 5Li are required for fusion projects, the resultant TLiis perfectly
usable for battery production and nuclear fission reactors as an acidic control in pressurized
water-moderated reactors (PWR) or as a coolant in GEN TV molten salt reactors since no
tritium generation is desired in these systems [5]. The electric transportation sector is also
interested in 7 Li since it confers greater electromotive force, recharging speed, and useful
life to batteries [8]. These synergistic demands for each of the lithium isotopes justify and
reinforce the interest in developing efficient and scalable technologies of isotopic separation
technologies [8].

To achieve fractionation, different methods based on physicochemical approaches
have been developed, such as chemical, electrochemical, displacement chromatography,
and laser-based methods [9]. Most of them have been proven at a laboratory scale and
are very costly in terms of scaling and energy consumption. To our knowledge, however,
Li fractionation has so far only been used industrially with the amalgam method [10], a
chemical exchange process that uses high quantities of mercury that must be disposed of,
posing an environmental and health risk [11,12].

Furthermore, nowadays, the majority of 51i comes from a limited source and is
produced in Oak Ridge [9], so envisioning the proximal future demand for °Li, the imple-
mentation of plants to obtain huge amounts of enrichment must be achieved.

For these new plants to be more sustainable, green and more efficient technologies
would be required [9]. To achieve this, nature could provide us with powerful knowledge
since isotopes may be naturally fractionated during different biogeochemical processes.

Excluding hydrogen, the two isotopes of Li, °Li, and “Li, have the biggest relative mass
difference (~16.6%) of any isotope pair, providing itself an advantage towards fractionation.
Lithium fractionation in nature varies in geological and natural samples, with values for 5
([ Bmeasured — Rroference)/ (Breference)] % 1000) that range between around 30%. in seawater
to negative values in weathered soils and in soil solutions [13]. Taylor and Urey (1938)
found an isotopic fractionation of 250 %« when Li-solutions percolate through a zeolite [14].
During weathering, fractionation occurs due to the primary dissolution of silicate rocks
like granites and the formation of secondary minerals [15-18]. This can lead to producing
large isotopic fractionation in terrestrial systems, with the variation of “Li/®Li ranging
from —20 to +40%. [19,20] up to 80%. [21].

Another possible fractionation mechanism is through biological systems. In mammals,
including humans, Li isotopic fractionation process has been widely spotted [22-24]. The
isotope relevance escalates to the point that they even exhibit different toxicity and lethality
for ®Li and 7Li [25,26]. To show isotopic fractionation, a Li-organism interaction must
exist. Many of the effects that Li can cause in living organisms may be explained by its
competition with sodium, potassium, calcium, and magnesium due to its similar charge
and size [27-30]. Because of its ubiquity in our environment, the ingestion of lithium in at
least trace amounts is unavoidable [27]. Some plants have increased growth rates in the
presence of lithium, but in other cases, lithium can also be toxic at high concentrations, so
an optimal Li concentration for some organisms is likely to exist (as reviewed by Shahzad
etal, [31]). Experiments conducted with bacteria such as E. coli or Salmonella typhimurium
showed that Li* ions as well as Na* ions can be co-transported with trimethylglycine [32].
Additionally, Li* could have a stimulating effect on proline transport in E. coli [33]. As such,
the relationship between lithium and living organisms is, even if not essential, existent.

Among the living beings that can potentially be used in biotechnological processes,
microorganisms have a predominant role. The fractionation ability of microorganisms has
been widely demonstrated [34-40]. Lithium, albeit not widely studied, is no exception,
as one study testing different bacteria found Li isotopic fractionation with different rates
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between species [41]. However, to our knowledge, no further studies on microbiological
fractionation were found to be related to this element.

Microalgae have great acceptance and usefulness for biotechnological applications due
to their properties: their ability to adapt to extreme environments [42-49], their ubiquity,
their relatively easy culture conditions, and their ability capture CO; while growing,
helping to alleviate ongoing climate change (reviewed by Kumar et al. [50]). Additionally,
related to our subject, they are well suited for metal uptake processes, either as dead
biomass or while using them alive [51-57]. Previous studies allowed us to prove the
fractionation of U and **U employing a microalga isolated from a polluted extreme
uranium mining environment with a maximum 37 of 540%. [58]. Additionally, some
studies revealed the possible use of microalgae to recover lithium from a solution [54,59],
but no further studies deepening this field have been found. Considering the valuable
and promising properties of microalgae in terms of biotechnology, this study aimed to
determine whether these microorganisms can fractionate lithium isotopes in laboratory
conditions.

2. Materials and Methods
2.1. Microalgae Strains and Growth Conditions

A total of three Chlorophyta microalgae strains were used, two freshwater wildtype
strains, an unidentified Chlorophyta (CAFE strain), and Chlamydomonas reinhardlii Dan-
zerad (ChlA strain) and one marine wildtype strain, Tetraselmis mediterranea (Lucksch) RE.
Morris, Hori & Chihara (strain TmS51), was also used. The three strains were obtained
from the Universidad Complutense de Madrid microalgae culture collection. The CAFE
strain was isolated from the Entreuka Guelta (SE Mauritania); the ChlA strain was isolated
from Dofiana National Park (SW, Spain), and the TmS1 strain was isolated from waters
off the eastern coast of Sardinia (Italy). The ChlA and Tm51 strains were selected as they
belong to Chlorophyte genera used as model systems for freshwater and marine eukaryotic
microalgae [60,61]. The CAFE strain was identified in this study, described in CAFE strain
identification as Desmodesmus sp. and was chosen as a random strain to increase basic
knowledge in the field.

Under laboratory conditions, strains were grown in 100 mL cell culture flasks (Greiner;
Bio-One Inc., Longwood, NJ, USA) with 20 mL of BG-11 medium {Sigma-Aldrich Chemie,
Taufkirchen, Germany) for the freshwater algae, and filtered seawater enriched with Guil-
lard’s F/2 broth (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Germany) was used for the Tm51
strain. Culture media was prepared according to the manufacturers” instructions, To
keep a mid-log-exponential growth, the strains were transferred to a new culture flask
within 20 days of its prior transfer. Cultures were maintained at 22 *C with continuous
illumination at 80 um /m?-s! within the wavelength of 400-700 nm. For the experiments,
LiCl (Sigma-Aldrich, BioXtra, Z=99.0% purity) was dissolved in the freshwater and ma-
rine media.

2.2. CAFE Strain Identification

Anisolated CAFE culture was sent to Secugen 5.L. (Madrid, Spain) for DN A extraction,
amplification of 185 RNA and ITS genes, and sequencing from both ends. These genes
have been successfully used in previous Chlorophyte identifications,

The DNA for the PCR was extracted by centrifuging 100 ul of liquid culture and
inserting the pellet in an FTA® Card. Forward and reverse gene sequences were amplified
using the primers indicated in Table 1.
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Table 1. Target genes and primers used for the 185 [62] and TTS [63] regions.

Gene Primer Mame Primer Sequence
5 185F1 GGT TGA TYC TGC CAG TAG
185RK1 CMW ACCTTIG TTA CGACIT
ITSul GGA AGK ARA AGT COT AAC AAG G
ITS ITSud RGT TTC TTT TCC TCC GCT TA

The 185 gene PCR was conducted under the following conditions: 95 “C 15 min +
(95 °C30s +55°C 40 s + 72 °C 2 min) % 35 + 72 °C 10 min. For the ITS region, the
following protocol was applied: 95 °C 15 min + (95 °C 30 s + 53 °C 40 s + 72 °C 1 min) x
35 + 72 "C 10 min. For both protocols, the TaqGold (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) polymerase was used. PCR products were checked by
visualization in agarose gel. DNA sequencing from both ends was conducted using the
reactant BigDye 3.1 followed by capillary electrophoresis in an automatic sequencer ABI
373, The obtained sequences were assembled and edited using the BioEdit software, A
consensus sequence conducted for 185 and the ITS genes was compared using the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST), a National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database.

The final strain identification was based on the 185 ribosomal RNA gene, internal
transcribed spacer (IT5), and by morphological comparison with the AlgaeBase (www.
algacbase.org) (accessed date: 10 September 2020) [64-66]. Internal transcribed spacer (ITS)
and 185 ribosomal RNA genes obtained from the CAFE isolate were assembled, edited,
and deposited in GenBank.

2.3. Lithium Uptake and Isofope Fractionation Trials

The lithium uptake and Li-isotope fractionation behaviour of the three Chlorophytes
was conducted in a bivassay. Cultures were prepared in flasks containing 20 mL of the
respective culture media. Lithium reached a concentration of 4.2 mg/L in BG-11 culture
medium and a concentration of 2.5 mg/L. in F2 medium. Additionally, one control without
cells for each medium was established. The initial cellular inoculum was of approximately
8 x 10° cells for TmS1 and CAFE and approximately 7 x 10° cells for ChlA. Cell densities
were estimated by counting with counting chambers (Fast Read; Biosigma, Venice, Italy)
under a microscope Zeiss 47 30 12-9902 (Zeiss, Oberkochen, Germany).

The bivassay was conducted in aerobic conditions at 22 °C and pH 8.11 for F/2
and at 582 for BG /11 cultures. A total of four cultures were prepared for each strain,
and each culture was to be centrifuged at a specific time: immediately after inoculation
(considered 0 days) or after 3, 12, or 27 days. The whole volume of each culture was
centrifuged at 4000 rpm for 15 min. The pellets were frozen until analysis. Solutions of
BG-11 and F/2 enriched with lithium were also analysed during the experimental times to
serve as chemical control. Isotopic analysis and total Li quantifications were performed
at CIEMAT (Spanish Research Centre for Energy, Environment, and Technology). Li
isotopic relationship results were obtained by averaging the data obtained from two
pseudo-replicate analyses of each sample.

2.4, Analytical Procedure
241, Sample Dissolution and Lithium Separation

Algal pellets (mg) were subjected to acid digestion with 5 mL of a HNO3-HyO; mixture
(4:1 /) in Teflon beakers and gentle heating on a hotplate until a transparent solution was
achieved. Sample solutions were then evaporated until almost dry, and the residues were
dissolved in 3 M HMO3. One millilitre of this solution was brought to a final volume of
10 mLL with MilliQ} water to quantify the Li by quadrupole-based ICP-MS (Q-1CP-MS) using,
the external calibration and internal standard method. The drying operation was repeated,
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with the remaining volume and the residue being dissolved in 2 mL of HCI 0.2 M, which
was used for lithium isotopic analysis after lithium purification through chromatography.

2432 Chromatography

The separation of lithium from other matrices is crucial for precise Li isotope mea-
surement. This step was conducted in a single-step chromatographic separation using
1.5 cm polypropylene columns (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) packed
with cation-exchange resin, Dowex 50W-X8 (50-100 mesh size).

Prior to sample loading, the columns were pre-washed with 20 mL of 6 M HCl and
were then conditioned with 10 mL of 0.2 M HCL. Samples in 0.2 M HCl medium were
loaded and were subsequently eluted with 40 mL of 0.2 M HCI, with the eluate volume
ranging from 20 mL to 32 mL of the corresponding to lithium fraction. These 12 mL were
collected and were gently evaporated until dry, after which the residue was dissolved in
5 mL of 2% HNO; (v/v).

The lithium solution of each sample was quantified, and its concentration was adjusted
by dilution in 2% HNO; to an approximate concentration of 1 ppb before isotopic mass
spectrometry analysis.

2.4.3. Mass Spectrometry

The lithium concentration in samples was determined by Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry (ICP-MS) using a quadrupole instrument equipped with a collision cell
(iCAP Q, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) and by applying the external
calibration quantification method and internal standardization. The standard calibration
solutions were prepared daily by dilution from a 1000 mg/L Li stock solution. According to
the concentration obtained in each sample, these were diluted to a Li content of 1-2 ng/mI..

Isotope compositions were measured on an Element 2 1CP-MS (Thermo Fisher Sci-
entific). Tuning parameters are adjusted before the analyses to maximize instrument
sensitivity and stability.

The ®Li/”Li ratio was measured using a sample-standard bracketing method, where
a blank and a certified isotopic standard (IRMM-016, Joint Research Centre European
Commission) were measured before and after each sample to correct for the instrumental
drift and mass bias. The isotope standard was prepared by matching its concentration with
that of the sample, that is, 1 pg /1, because an uneven concentration between the sample and
the bracketing standards affects the accuracy of the Li isotope analysis. Additionally, blanks
were systematically determined and were negligible. The uncertainty associated with the
measurement of all °Li/”Li isotopic ratios was less than their variation between samples.

3. Resulls
3.1. CAFE Strain Identification
The CAFE strain was identified as belonging to the genus Desmodesmus. The identi-
fication was based both on the ITS and 185 RNA gene sequences, and on morphological
comparison with the AlgaeBase (algacbase.org) (accessed date: 10 September 2020),
Under the BLAST search, both the Desmodesmus and Acutodesmus genera showed
an identity over 99% with the sequenced regions. The final classification of CAFE as
Desmodesmus and not Acutodesmus was determined by morphological comparison with
the AlgaeBase. Species-level identification was not reached. The obtained sequences were
uploaded to GenBank with the accession numbers MT462646 for the ITS region and with
the number MW185780 for the small subunit ribosomal ENA gene.

3.2, Lithium Uptake

Lithium concentrations in the culture media were analysed, showing 4.2 mg/L of Li
in BG-11 + Li and 2.5 mg//L in F2 + Li.

The measure of the Li concentration in the assay confirms that the three microalgae
that were tested were apt for lithium uptake (Table 2).
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Table 2. Li-mass quantification in each experimental pellet.
. Li Mass in the Pellet Li Mass/Biomass
Strain Da Pellet Mass
Y ® (ng) (ug/e)
TmS1 0 01273 BE7 6.96
TmS51 3 0.2861 1946 6.8
TmS1 12 01542 1113 721
TmS1 27 04174 2447 H26
CAFE 0 (0.04971 850 B.76
CAFE 3 0.1888 1265 6.7
CAFFE 12 0.2261 1512 6.69
CAFE 27 0.5786 4597 794
ChlA 0 01214 BES 729
ChlA 3 0.1432 784 548
Chla 12 L3876 1641 423
ChlA 27 0.1926 6098 3166

3.3. Isotope Fractionation Trials

The enrichment factor 8% was calculated according to Equation (3), considering
Rreference @s the isotopic ratio measured in each specific control media. The calculated
enrichment factor for each alga is detailed in Table 3.

b= [{RI'I'IEBEUIEE! - Rrefereme}f{Rreferenne}] = 1000

Table 3, *Li relative abundance and enrichment factor I{ﬁﬁ} in the experimental cultures.

(3)

bLif"Li Relative Abundance
Pellet Medium &
Strain Time (Days) {(+Uncertainty) (+Uncertainty) 8
0 0.08227 + 0.00063  0.08239 + 0.00098 145
_— 3 0.08247 + 0.00027  0.08201 + 0.00061 5.58
m 12 0.08260 + 0.00065  0.08229 + 0.00036 4.80
27 0.08276 + 0.00031  0.08207 + 0.00010 8.35
0 0.0897 + 0.00068 008264 + 0.00049 85,39
3 008303 £+ 0.00085 0L08218 £+ 0.00018 10.39
CAFE 12 D.08447 + 000096  0.08232 + 0.00071 26.12
27 0.08556 + 000087  0.08193 + 0.00048 432
0 0.0826 + 0.00074  0.08264 + 0.00049 044
3 0OE3L3 £ D092 0L0H218 £+ (LKD15 11.54
ChiA 12 0.08214 + 0.00070  0.08232 + 0.00071 219
27 0.08508 + 000057 008193 + 0.00048 38.40

4. Discussion

4.1. Lithium Capture

The three strains captured the most in the culture at day 27, but huge differences were
found among strains and, arguably, the maximum Li capture was not reached during the
period in question. ChlA showed the greatest capture followed by CAFE. According to
Li mass relative to wet biomass, TmS51 and CAFE showed a similar uptake without great
differences between them. ChlA again proved to be the most effective in incorporating
lithium from solution, with a sharp change from day 12 to 27. For this strain, even if no
great biomass increase occurred between days 3 and 27, the total Li mass incremented
almaost eight-fold. According to our results, the optimal moment for biomass recovery
would be at day 27. However, further studies need to be conducted to determine on which
day the maximum uptake is achieved.
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mass of Lithium captured per mass biomass (Hg/g)

Previous studies conducted with Chlorophytes demonstrated that microalgae can be
a potent tool for Li remowval from Li polluted waters [59] or from wastewater where Li
and Rb are both present [54]. El Naggar et al. [59] evaluated the conditions that yielded
the maximum Li capture using the Chlorophyte Oocystis solitaria, considering pH, lithium
concentration, and temperature the most influential factors. A maximum of 99.95% Li
removal was achieved in that assay. Presumably, the maximal uptake conditions would
highly depend on the microorganisms used, as each strain has its peculiarities. In our
assay, the experimental environment was the same as the conditions in which the culture
collection was maintained, thus not causing stress,

Lithium uptake was observed in the three strains within minutes from inoculation,
but differences existed. On days 3 and 12, a slight Li-content decline was detected in the
CAFE strain, while ChlA depletion was stronger. TmS1 did not show evidence of Li loss.
During the last days of the trial, a slight increase in Li capture was observed in CAFE, but
it was not enough to restore the initial levels (Figure 1). ChlA took up a total of 6.098 pg,
which represents 31.66 ng/g of lithium in wet biomass. That amounts to around four times
more lithium than the maximum taken up in the case of CAFE or Tm51.

F 3
30 A
25 O TmS1
& CAFE
A&  ChlA
20 4
15 -
10 5
L
o
A =
Fy
91 A
l:l | ¥ T T T T T T T T | N 1
0 ] 10 15 20 25 30
Days

Figure 1. Li capture relative to total biomass in the experimental cultures with additional Li,

According to Jakobsson et al. [27], lithium uptake may be explained by its competition
with sodium, using the same entrance mechanisms; most of its biological effects can be
attributed to competition with Na, Mg, and K sites. Ma and Li ions have similar properties
such as small size, the same acid-base behaviour, and the same number of electrons in the
last electron shell [67], which accounts for their similar behaviour in biological systems.
High salt concentrations may result in being toxic to microalgae, so the species thriving in
saline environments may keep sodium ions away from the cells relying on active transport
or may conceal the ions in vacuoles far from metabolic processes as well [68]. Li* ions in
cells could follow a similar path. A recent study also showed that in Chlorella vulgaris, the
K* concentration affected Li uptake [54]. In this latter study, Li biosorption was observed
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followed by desorption in the following days as well as a trend where a decrease in the
K* medium concentration increased the Li uptake in a media where Rb" was also present.
The total Li uptake when K* concentration was reduced to 60% was 4.70 mg/ g dry mass,
a 4.48-fold increase compared to the medium with non-altered K¥ concentration. This
observation, if further studies are conducted, could lead towards the design of culture
media for biotechnological Li capture purposes. Furthermore, this observation extends the
idea of the Li behaviour in microbial systems as an incidental substitute for biological ions,
such as K, in microalgae.

4.2, Fractionation

Since biological isotopic fractionation is a relatively frequent natural process [40], we
aimed to obtain lithium isotopic fractionation by taking advantage of microalgae properties.
Lithium isotopic fractionation based on the activity of bacteria was already published by
Sakaguchi and Tomita (2000) [41], where a maximum 80 of 58.7%. was obtained using the
bacteria Bacillus megalerium. However, from that point on, little effort and resources have
been dedicated to advancing the field of microbial lithium fractionation, as we have not
encountered any other publications respecting this topic, particularly in terms of microalgal
lithium fractionation. Furthermore, until recently, neither the growth of plants [69] nor
phytoplankton [70] had shown a significant Li fractionation ability in naturally occurring
lithium concentrations. Nevertheless, a recent study revealed that plants are indeed capable
of fractioning B11 with, e.g., an observed 5 of 12.2%. in rhizomes from a humid region,
whereas the & observed in the grass blades was 6.2%. [71]. In our study we extended
this knowledge, confirming that, under laboratory conditions, some microalgae, or, more
precisely, our three strains belonging to the phylum Chlorophyta, can differentiate between
lithium isotopes. On the contrary, one study conducted in the Laxa river in Iceland
pinpointed that microalgae did not affect Li fractionation in this natural environment [70].
Many different variables could affect the different observed outcomes such as natural and
laboratory conditions, Li concentration, algae species, biomass, or geochemical processes
that may be involved in natural environments.

Our three strains showed diverse behaviours in Li fractionation, with a preference
for ®Li, as shown in Figure 2a—c. As stated by Balter and Vigier (2014) [22], Li has a
more relevant role in biological systems than “Li due to the greater diffusion rate of °Li
resulting from the difference in relative mass. Thus, a kinetic isotope effect during Li
uptake by our microalgae could explain their preference towards the lighter Li isotope.
However, our study does not delve deep into the reasons for Li fractionation, so we cannot
ascertain that the kinetic isotope effect is the only process taking place. Opposite results
should not be considered abnormal, as algae have previously shown a preference for
41K [72]—the heavier stable K isotope—with K being an element biologically related to Li.
Additionally, studies in the different animal cells in mammals evidenced that Li isotopic
fractionation varies depending on which organ each cell type belongs to [22]. Some species-
specific characteristics are required to fully explain the different behaviours that have been
observed, such as the composition of the cell wall, which is species-dependent [73], or the
presence of transporters with isotopic differentiation capacity both for influx and efflux
from cells. More research is required in this field to understand the reasons hidden behind
this phenomenon and to expand the knowledge of each cell physiology and thus to predict
possible fractionation outcomes.



Microorganisms 2021, 9, 1753

Gofl14

—o— Pellet TmS1
0.090 4 o— Medium
0.088
3
=
[
=
S 0.086-
]
<T
Juk]
=
T 0084+
[a¥]
o | } |
0.080 : ! L T T T 1
Days
(a)
—o— Pellet CAFE
o— Medium
(.09 + %
8 oossd |
= \
m 1
= |
= \
2 \
= 0.086 4 _l
g 1 I|II l ____-____________ \I
= '. b
= 0084 = [
o T
& - } o T |
0.082 4 = .] 1
1
08 I . I T T T T T T 1
Days

(b)

Figure 2. Cont.



Microorganisms 2021, 9, 1753

10of14

0.090 5

0.085

0.086 -

0.084 4

51i Relative Abundance

0.082 <

0.080

o— Pellet ChlA
—o— Medium

A

.-'"'J:h-_""

"..“~-.._t1_2_ -_--_z... {_ . T
Y

Figure 2. [sotopic relations

. : S : .
0 5 10 15 20 25 30
Days

(c)
for *Li analysed in the trials with strains (a) Tm51, (b) CAFE, and (c) ChlA, and the observed

fracticnation on days 0, 3, 12, and 27, respectively. Black circles correspond to the pellet’s isotopic relation, while red circles

correspond to the media.

4.3. Biotechnological Perspectives

The experimental species were not selected, nor were they in previous contact with
high Li concentrations. The two freshwater strains, ChlA and CAFE, were isolated from
pristine environments where only trace Li levels are expected. TmS1 was isolated from
the Mediterranean Sea, where Li concentrations around 200 pg/L are found [74], which
are well below our experimental levels. Despite this, Li was captured and isotopically
fractionated.

An artificial selection process could be conducted to obtain more efficient Li-capturing
strains, which, in turn, could amplify—or not—the 5%, For instance, microalgae have been
previously selected with the purpose of improving uranium uptake [64]. In our case, an ar-
tificial selection towards the obtainment of microalgae strains capable of greater Li capture
could be achieved by selecting high-salinity resistant species that avoid the toxic effects
of the ions by accumulating them in the vacuoles. However, artificial selection towards
the obtainment of high-salinity resistant microalgae cells will not always correlate with an
increase in ion capture, as some of the mechanisms are directed towards the ion efflux [68].
Another way to obtain microalgae with such properties could be through bioprospection
in environments with high Li concentrations, such as in the Lithium Triangle. In this
hypersaline region between Bolivia, Chile, and Argentina, some microalgae species have
been detected [75,76]. Recently, a microalga isolated from the Atacama Desert (Chile), part
of the Lithium Triangle, has been proposed as a tool for mining waste bioremediation [77].
Extremophile and extremotolerant species living there may possess mechanisms that could
lead to increased capture or fractionation. Mevertheless, it must be stated that an almost
perfect capture would not be desirable for fractionation purposes as the 5 would be close
to 0%,
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The fractionation outcomes, as long as the enrichment factor is high enough, would
always be beneficial for biotechnological enrichment purposes, whether the microorgan-
isms favour the lighter or heavier isotope. Given that the aim of the present research
was to obtain ®Li, our three species provided this possibility. 11 is concentrated in the
cellular pellet, so with the removal of the microalgae, we would obtain ] i-enriched lithium.
With our CAFE strain, a §% of 85.4%. was obtained moments after inoculation, which also
had the maximum relative Li capture (8.76 ug per g of biomass), so this strain biomass
could prove to be suitable as an enrichment tool. ChlA also showed a high 8% of 38.4%.
at day 27, with an even greater Li relative capture than CAFE (31.66 pg per g of biomass).
Complementarily, the liquid media would be enriched in “Li. On the contrary, if the species
took up Li preferentially, it would be the liquid matrix the one enriched in 514, whereas
the pellet would contain concentrated 7Li.

For industrial up-scale, more species and times as well as other parameters such as
light intensity, Li concentration, or culture media composition could be screened to reach
optimal capture and fractionation.

5. Conclusions

Microalgae have the potential to become useful for Li enrichment. Though no great
capture was achieved during this assay, the vast number of microalgae species and ample
environmental conditions for the biotechnological process ensure that an optimal capture
will eventually be detected. Additionally, if the Li pathways in microalgae are more widely
studied, other approaches such as genetic engineering may be used for the obtainment
of high-capturing high-fractionating microalgae strains. Nevertheless, as the Li capture
approaches 100%, logically, the Li enrichment nears 5 = 0%, so a complete Li removal
would not be desired for fractionation purposes.

In our assay, the maximum 5% was observed with CAFE, a randomly chosen strain,
thus pointing to the importance of extensive trials to detect biotechnologically valu-
able species.

In conclusion, even if knowledge is still limited, our results demonstrate that microal-
gae are capable of capturing Li and, in doing so, fractionate Li isotopes. Advances in this
field might lead the way towards future nuclear biotechnology that will be able to fuel
a future mix of electric generation with reliable nuclear (fission or/and fusion} reactors
and variable renewables as a perfect combination of CO? free emissions sources combined
with advanced batteries for electric transportation that are urgently needed to fight climate
change. The development of these technologies will require the massive use of Li isotopes,
and Gaia could give us the cleanest and more sustainable tool for this fractionation.
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6.8 Resultados adicionales: Cepas bacterianas y su uso para la
biorremediacion de suelos contaminados con bifenilo y
oxido de difenilo (HTF).

N2 publicacién: ES 2 841 973 Al

El documento de la patente publicada puede encontrarse en el Anexo.
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7. DISCUSION

Las actividades humanas tienen un peso importante en el destino de los ecosistemas
terrestres y acuaticos. La demanda de energia mundial continla creciendo. Esto,
sumado a los objetivos de descarbonizacién globales en aras de limitar el
calentamiento planetario, esta repercutiendo en las formas de obtener energia por las
que apuestan los diferentes gobiernos de todo el mundo. La energia nuclear de fisidén
es una energia en alza. Su ciclo productivo no emite gases de efecto invernadero, es
una energia eficiente y aporta energia a la red de forma ininterrumpida — al contrario
que la mayoria de las renovables como las solares o la edlica. Ademds existen nuevas
tecnologias, como los reactores modulares pequefios, que, previsiblemente, haran de
la implantacion de centrales nucleares un proceso mas sencillo y menos costoso.

De cara a un futuro medio-lejano se espera el mayor desarrollo de la energia nuclear
de fusién. Aunque no se haya logrado aun obtener energia neta con ella, estd
avanzando rdpidamente y se prevé que existan reactores comerciales en pocas
décadas. Esta fuente de energia combinaria una gran eficiencia energética con la
ausencia de residuos peligrosos.

A su vez, una manera de lograr una mejor distribucién de la energia es mediante
baterias. Las baterias son un componente esencial en los aparatos tecnolégicos
actuales, pero también en la movilidad de presente y futuro para permitir su
electrificacion. El plan es también colocar baterias adheridas a centrales de produccién
intermitente, como las solares, para poder aportar energia a la red de manera
continuada.

Estos procesos tan determinantes para el futuro energético estan basados
mayoritariamente en dos elementos: el uranio y el litio. Ambos son el metal mas
pesado y el mas ligero, respectivamente, que se encuentran de manera natural en la
corteza terrestre, con una concentracion estimada de 2,7ppm para el uranio y 20ppm
para el litio [181].

Sin embargo y a pesar de que son cruciales para lograr el objetivo de reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero en la Tierra, la mineria para obtener estos
elementos de interés tiene un impacto medioambiental que no debe despreciarse,
mas teniendo en cuenta las futuras previsiones de demanda.

7.1. Biodiversidad

La mineria de uranio lleva aparejada la creaciéon de charcas de contencion de aguas
residuales. El proceso de lixiviacion requiere grandes cantidades de agua acida que
arrastra consigo metales pesados. Estas charcas de nueva creacidn, entonces,
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presentan caracteristicas que pueden resultar téxicas para los productores primarios.
En este estudio se ha mostrado que los valores de diversidad a de microorganismos
fotosintéticos en las charcas estudiadas estan alejados de los valores que se
encontrarian en un ecosistema normal [182]. La diversidad de los microorganismos
encontrados en estas charcas se corresponde con la encontrada en otros lugares con
altas concentraciones de metales [183], [184], encontrando pocas especies que tengan
densidades altas a lo largo de los muestreos analizados en el macizo que incluye
Portugal (Castelejo, Mortérios y Quinta do Bispo) y Espaiia (Saelices y Villavieja).

Segun las estimaciones por contaje realizadas, Villavieja es la charca que menos células
por mililitro mantiene (poco mas de 1000). Pese a ello, Quinta do Bispo tiene unos
indices de diversidad inferiores debido al desequilibrio en la concentracién de células
de las diferentes especies que alli habitan (mds de 30.000 céls/mL de Schroederia sp.),
factor de pesada influencia en las ecuaciones. El ejemplo de lo contrario seria Saelices,
gue con una especie menos que Quinta do Bispo y un mucho menor nimero de células
totales por mililitro, obtiene valores para los indices Shannon y Simpson superiores ya
que las densidades de las especies estan mas equilibradas (Para Saelices se calculé un
indice Shannon de 1,16 y un indice Simpson de 0,63, mientras que para Quinta do
Bispo el indice Shannon fue 0,63 y el indice Simpson, 0,32).

Dentro de las especies encontradas y analizadas hay taxones mas sensibles a las
condiciones presentes en las charcas residuales de mineria de uranio: la presencia de
cianobacterias en las charcas de estudio se restringe a las aguas de Castelejo y
Mortérios, aquellas con un pH mas alto, en relacién con la exigua tolerancia a la acidez
de las cianobacterias [185], [186]. Aunque también se han identificado cianobacterias
en drenajes acidos de minas con pH muy bajo (< 3) [187]-[189]. En Villavieja, se
encontraron cuatro especies de microalgas: tres pertenecientes al filo Chlorophyta y
una al filo Euglenozoa. Se corresponden con géneros ya encontrados en ambientes
acidos extremos [184], [190]-[192], especialmente los géneros Chlamydomonas y
Euglena [154], [193]. De hecho, Euglena mutabilis es una especie utilizada como
indicador de aguas residuales de mineria [194], habiendo también especies
relacionadas como E. gracilis apenas presentes en aguas acidas pero que toleran pH
acidos [195]. Dentro del género Chlamydomonas esta la especie Chlamydomonas
acidophila, con un pH éptimo para su proliferacion entre 3 y 5 [196], pero resistiendo a
pH inferiores a 1 [197]. También en minas acidas, pero de carbdn, habitaba la especie
Chlamydomonas pitschmannii [198].

En todas las aguas salvo en Villavieja también hay diatomeas como Nitzschia sp. y
Pleurosigma acuminatum. Las diatomeas ya se habian detectado previamente en
ambientes acidos, aunque relativamente pocas especies aguantan pH por debajo de
3,5, los géneros Nitzschia, Navicula y la especie Frustulia rhomboides entre ellas
(revisado por DeNicola [199]); pero no hemos encontrado en la literatura constancia
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previa del género Pleurosigma habitando ambientes tales. En Castelejo y Mortdrios,
aparte de ser las Unicas localizaciones para cianobacterias, también lo fueron para las
conjugadas Spirogyra sp.y Cosmarium parvulum (Zygnematophyceae).

El ensayo Microtox indicé ademas que las cinco aguas eran altamente tdxicas, con una
inhibicion de la luminiscencia de A. fischeri superior al 95% en todos los casos,
mientras que en el agua de Zamarra, la charca pristina control, la inhibicion fue menor
al 5%. Esta toxicidad va acorde a lo encontrado en otras aguas residuales de mineria de
uranio donde las aguas resultaron tdxicas a la clorofita Raphidocelis subcapitata [200]
y a organismos multicelulares como peces cebra [201] o Daphnia magna y Daphnia
longispina [200], [202].

Por lo tanto, la mineria de uranio crea ambientes acuaticos extremos donde la
biodiversidad de productores primarios se ve reducida. Esto se debe a las propiedades
fisicas y quimicas del agua: altas concentraciones de metales pesados, pH bajo y
radiactividad [202], [203]. En nuestro estudio, las cinco charcas analizadas presentaron
valores superiores a la charca pristina control en estas categorias de parametros,
aungue también existian diferencias entre ellas. No todas las charcas resultantes de la
mineria de uranio son iguales ni entrafian los mismos riesgos ecoldgicos [200], [201].
Existen diferencias en la toxicidad de las aguas de una charca situada en una anterior
mina a cielo abierto y una charca de tratamiento de efluentes dentro de la misma mina
[202]. Esta caracteristica podria ser una razén subyacente de las diferentes
caracteristicas fisicas y quimicas de las charcas de estudio. Cabe destacar que Antunes
y col. [200] determinaron diferencias considerables en el pH y concentracién de
metales en las aguas de mineria de uranio -y una correlacién con la toxicidad- segun la
muestra se tomara en primavera u otofio, siendo mas toxica el agua de otofio. Esta
situacion fue achacada a la elevacion del nivel freatico, arrastrando contaminacién al
agua de la charca procedente de la escorrentia de los suelos circundantes.

Cuando analizamos las aguas residuales del proceso de lixiviacién de la mineria de
uranio, la caracteristica mas relevante es su extraordinaria acidez. En el fitoplancton,
en general, la acidez, y por lo tanto las concentraciones altas del ion H*, incrementan
las especies reactivas de oxigeno y provoca inestabilidad en moléculas como la
clorofila o el ADN [186]. Los microorganismos capaces de vivir en ambientes acidos
(aciddfilos y acidotolerantes) mantienen el pH intracelular a niveles normales, entre 5
y 8,5 [204]-[207]. Para conseguir la tolerancia o resistencia, las células presentan
mecanismos que limitan la entrada de protones y/o bombas de protones que expulsan
H* del interior. Dunaliella acidophila cuenta con una pared celular con carga positiva,
lo que ayuda a repeler los protones del exterior, ademads de la bomba ATP-H* para
expulsar protones [197]. Se ha observado que algunas microalgas también utilizan
vacuolas para capturar en ellas acido sulfurico, aisldndolo del resto de la célula [208].
La mayoria de las especies tienen un pH dptimo para su crecimiento alrededor de 7,
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pero cuentan con un rango de adaptacion fisiolégica amplio y las excepciones son
numerosas [209]. A pH entre 5 y 8, el crecimiento de Chlorella sp. variaba, pero no
pueden considerarse concentraciones de protones téxicas [209].

Respecto a la concentracidn de iones metdlicos, las vetas de metales como el uranio
rara vez contienen un Unico metal. El proceso de lixiviacion arrastra los metales
presentes en la roca hasta alcanzar concentraciones de diferentes metales pesados
gue pueden resultar toxicas a las microalgas. En general, el efecto toxico de metales
pesados en especies modelo de microalgas estd ampliamente estudiado. Los metales
pesados provocan toxicidad en los microorganismos principalmente mediante
(revisado por Kaplan [210]): (a) la unién y consiguiente bloqueo de grupos funcionales
en moléculas biolégicamente importantes como enzimas o proteinas transportadoras;
(b) la sustitucion o desplazamiento de iones esenciales en moléculas bioldgicas y (c), el
favorecimiento en la generacion de ROS; aunque la toxicidad especifica dependera del
organismo y del metal (e.g. Levy y col. [211], Koppel y col. [212]). La resistencia a los
metales estara entonces encaminada a defenderse de posibles dafios oxidativos
mediante la sintesis de enzimas antioxidantes [213]-[216] y/o evitar que los metales
interaccionen con biomoléculas relevantes mediante mecanismos como
transportadores de membrana [217], formacidn de complejos con fitoquelatinas
[218]-[220], secuestro de los metales en vacuolas intracelulares [221], entre otros
[222]-[225].

En muchas ocasiones, como en las aguas residuales de mineria de uranio,
concentraciones altas de metales pesados disueltos en el agua van acompafiadas de
altas concentraciones de pH acido. Las clorofitas Desmodesmus sp. MAS1 y
Heterochlorella sp. MAS3 adaptadas a medio acido (pH = 3,5) tienen cambios
fenotipicos y mayor tiempo de generacién al pasar a drenajes acidos de minas [226],
indicando cambios en la toxicidad. El pH y la dureza del agua afectan a la toxicidad de
los metales [227]-[234]. Con pH &cido, los iones H* compiten con los iones metalicos
por su unién a las estructuras celulares. Conforme se incrementa el pH — disminuye la
concentracién de protones - también aumentan las cargas negativas en la superficie
celular, lo que facilita la adsorcidon de iones metalicos [235]. Por otra parte, un pH mas
acido también aumenta la concentracion de los iones metalicos disueltos [236].

El Zn resulta téxico a concentraciones altas, a pesar de ser un oligoelemento necesario
como cofactor enzimatico en microalgas [237]. Con concentraciones entre 0,5 y 1,5
mg/L, el zinc estimula el crecimiento de Scenedesmus obliquus [238]. Pero en este
ultimo estudio también determinaron que con 8 mg/L se reducia un 24% el
crecimiento de la misma especie, resultado similar al obtenido por Monteiro y col.
[237], que determinaron una Concentracion Efectiva 50 (ECsp) del Zn a 96 horas de 4,87
mg/L para Desmodesmus pleiomorphus y 16,99 mg/L para S. obliquus. Segun estos
articulos, en nuestro estudio se encontrarian concentraciones altamente tdxicas de Zn
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para el fitoplancton estudiado en las charcas de Saelices y Villavieja, por lo que podria
ser uno de los parametros que afectaran a la capacidad de adaptacién y biodiversidad
de las microalgas a las charcas. Hay autores que sefialan el limite de toxicidad del Zn
para Scenedesmus sp. en limites inferiores [239], por lo que el Zn presente en otras
charcas también actuaria como agente selectivo. Sin embargo, el pH se relaciona
positivamente con la toxicidad del Zn, factor del cual no se estimé la influencia en los
articulos citados. El Zn resultd hasta 50 veces mas toxico en Chlorella sp. con pH 8.0
que a pH 5.5, con una Concentracién Inhibitoria 50 (ICso) de 2,7 mg/L a pH 5.5 [227].
Con las concentraciones obtenidas para los diferentes pH de las charcas de estudio, es
probable que el zinc sea un agente selectivo en Saelices (20,4 mg/L) y Villavieja (84,28
mg/L) a pesar de contar con pH muy inferior a 5.5.

El cobre cuenta con un papel importante en el transporte de electrones en la
respiracion y fotosintesis [70], pero también llega a resultar toxico para las microalgas.
De manera general, el cobre es mas interiorizado que el zinc en células del phylum
Chlorophyta, lo que tal vez influya en la mayor toxicidad de este metal [240].
Dependiendo de la concentracién de Zn y Cu en el medio, las clorofitas bioacumulan o
bioadsorben diferentes cantidades relativas. A concentraciones bajas, la bioadsorcién
es mayoritaria, mientras que el porcentaje de metal bioacumulado aumenta conforme
aumenta la concentracién exterior [240], lo que afectaria a la toxicidad. La toxicidad
del cobre en el fitoplancton también es dependiente del pH [228], [241]. De acuerdo
con Wilde y col. [227], |a recta de regresion entre las variables pH y la ICso de cobre
(umol/L) es R?=0,99; altamente dependiente. De acuerdo a la recta extraida de ese
mismo estudio (y=0,0083x + 0,0023), la I1Cso (ng/L) de cobre con el pH de Villavieja
estaria muy proxima a la concentracion analizada, por lo que la concentracion de cobre
en la charca de Villavieja seria un agente selectivo. Con el pH de las charcas de Saelices
y Quinta do Bispo, la ICso seria mucho mayor que la concentracion de cobre observada.
No obstante, cabe mencionar que el pH de estas tres charcas estd por debajo del limite
inferior calculado para esta recta, por lo que la extrapolacion no debe considerarse
una conclusién definitiva. Para el pH de Castelejo y Mortodrios, la ICsp estaria alrededor
de 3 pg/Ly 44,7 ug/L respectivamente, por lo que probablemente la concentracion de
cobre sea un agente selectivo ([Cu] < 5 pg/L para Castelejo y 20,43 pg/L para
Mortodrios).

En cuanto al arsénico, se trata de un semi-metal muy téxico en su forma inorgénica
[242]. En su forma As(V), la mds comun en el medio ambiente, compite con el ion
fosfato (POs ) en reacciones enzimdticas, inhibiendo la fotofosforilacion y la
fosforilaciéon oxidativa [242], [243]. También inhibe el metabolismo del fésforo al
unirse a moléculas fosforiladas. La célula cuenta con mecanismos para reducir la
toxicidad del arsénico, pero si estos se saturan aumenta la concentracién de ROS y se
inhibe la division celular [244]. El As(lll) es una especie quimica con niveles toxicos
similares, actuando a través de la union a grupos tiol en moléculas como al glutation
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[244]. Dependiendo de la especie de microalga, serd mas téxico el As(lll) o As(V), con
Chlorella sp. CE-35 siendo mas sensible al As(lll) (ECso = 27 mg/L) que al As(V) (ECso =
1,15 mg/L) [245]. En el agua de Villavieja la concentracion de arsénico fue de 1,567
mg/L, por lo que probablemente sea un factor selectivo. Sin embargo, se ha observado
gue la co-ocurrencia de arsénico y cobre en el medio facilitaria la detoxificacion del
arsénico por parte de las microalgas al incrementarse la produccidon de especies
volatiles de arsénico por biometilacion [246].

El plomo en Chlorella sp. y Scenedesmus acutus tiene un impacto negativo en el
fotosistema Il, con diferentes efectos en las dos especies con la misma concentracion
[247]. En cuatro géneros de clorofitas, concretamente en las especies Chlorella
pyrenoidosa, C. ellipsoidea, C. vulgaris, Scenedesmus sp., S. obtusiusculus,
Ankistrodesmus sp. y Selenastrum capricornutum, las concentraciones téxicas de
plomo se encontraban entre 0,5 mg/L y 3 mg/L [248], lejos de las concentraciones
encontradas en cualquiera de las charcas de estudio. Los resultados de estos trabajos
indican que el plomo podria no ser un factor determinante en la presién selectiva de
estas aguas.

Respecto al uranio, a pH 5 la ECso en C. reinhardtii del ion uranilo (UOz %*), la forma de
uranio mas comun disuelta en agua, es de 1,2 x 107 M [249]. En masa de U se
corresponderia a 28 pg/L, por lo que la concentracidén de uranio en las cinco aguas de
estudio (por encima de 1000 pg/L), muy probablemente sea una fuerza selectiva.
También en C. reinhardtii se determind que afecta al rendimiento fotosintético [250].
De nuevo, la toxicidad del uranio en microalgas es dependiente del pH del medio. En
Chlorella sp., la concentracién téxica crénica (a 4 dias) de uranio a pH 6,5 y 5,7 fue,
respectivamente, 13 pg/Ly 34 pg/L [228]. De seguir una recta lineal en funcion del pH
con los dos datos obtenidos, la concentraciéon toxica a pH 2,7 (pH de Villavieja, el valor
mas bajo registrado en las charcas), seria de 112,745 pg/L. Y en funcién de la
concentracién de ion H*, seria de 19962 ug/L. Ambas concentraciones por debajo del
valor de concentracién de uranio encontrado en Villavieja.

Una de las particularidades de la mineria de uranio es la presencia de isétopos
radiactivos dada la naturaleza del metal que se quiere obtener. Los tres isétopos
naturales del uranio son radiactivos: 23*U, 23°U y 238U. Ademas, en las minas de uranio
hay radionucleidos como el radén o isétopos del plomo, bismuto o polonio. Estos
isdtopos radiactivos presentes en las charcas de uranio (y en otros lugares tanto
antropogénicos como naturales), emiten radiacion ionizante que puede comprometer
la vida de los microorganismos en ese ambiente [233]. La radiacion ionizante puede
danar directamente multiples componentes celulares importantes como proteinas o el
material genético hereditario (ADN). Pero también podria causar estrés oxidativo,
provocando un dano indirecto [251]-[253] y causa modificaciones en el fotosistema Il
[253], [254]. Los mecanismos de resistencia o tolerancia de microorganismos a dosis
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de radiacion altas iran destinados a bloquear o sobreponerse a estos dafios, como
poseer varias copias del genoma, tener unos mecanismos de reparacion del ADN
extremadamente eficientes, contar con proteinas especificas que protegen el ADN de
la radiacion o, nuevamente, produccién de moléculas antioxidantes [255]—[257]. La
relacion entre el Mn y el Fe intracelular también esta relacionada con la resistencia a
dosis de radiacién ionizante [258]. En cuanto a Chlamydomonas reinhardtii, posee una
fuerte adaptacién, con mecanismos inducidos de reparacion de ADN [259]. Se ha
aislado en tanques de agua utilizados para almacenar residuos nucleares una clorofita
perteneciente al género Coccomyxa [260], cuya Dosis Letal 50 (LDso) de radiacién
ionizante se encontraba en los 10.000Gy, pero con capacidad de aguantar dosis de
radiacion de hasta 20.000Gy, recuperandose la poblacién en menos de dos semanas
tras la exposicion a la dosis radiactiva. Como referencia, Chlamydomonas reinhardetii
presenta una LDsg de 500Gy [261] y los humanos una LDigo de 10Gy [262]. Villavieja
presenta una radiactividad de 4,1 uSv h™%, lo que en un afio equivaldria a 0,035 Sv, muy
lejos de dosis dafiinas para C. reinhardltii.

Hecha esta revision, podria decirse que las caracteristicas particulares de cada charca
crean una presion selectiva diferente, pero que los efectos se deben principalmente a
la acidez y a la concentracién de uranio, con particularidades. En Mortdrios y Castelejo
el pH no estd en valores extremos, por lo que la toxicidad por acidez no seria un factor
principal. Si lo seria, no obstante, la concentracién de metales. Mayoritariamente
uranio, pero también podria afectar el cobre en Mortérios. En Quinta do Bispo, por el
contrario, el factor fundamental seria el pH, que a su vez limitaria la toxicidad del U, el
Zn y el Cu. En Saelices las variables previsiblemente mds influyentes son el pH, el
uranio y el zinc. Y en Villavieja, el pH, el uranio, el arsénico, el zinc y el cobre. Como la
tolerancia o sensibilidad es una caracteristica inherente a las especies (incluso cepas),
no es posible confirmar que los comentados sean los principales factores selectivos
para todas las especies de microalgas.

7.2 Adaptacion

Las cinco charcas del estudio cuentan con caracteristicas que las convierten en
ambientes extremos de los ecosistemas acudticos naturales de aguas continentales.
Los ambientes extremos antropogénicos ejercen una presidn selectiva sobre los
microorganismos. Solo aquéllos que estén adaptados a las condiciones que presentan
podran proliferar. Ademas, una de las diferencias con los ambientes extremos
naturales es el tiempo geolégicamente corto que ha transcurrido desde su aparicién
hasta el presente (con ambientes extremos antrdopicos nuevos originandose cada dia),
limitando la cantidad de microorganismos que han entrado en contacto con ese medio
y el nimero de generaciones transcurridas. A pesar de estas limitaciones, las
caracteristicas de los microorganismos -como poblaciones con nimero de individuos
muy grande, tiempos de generacidon muy cortos y ubicuidad- permiten que en muchos
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de estos ambientes extremos de nueva apariciéon haya presencia de microorganismos
muy bien adaptados. El origen de estos microorganismos puede estar en las
poblaciones que habitaran el ecosistema previamente a la contaminacion o pueden
haber aparecido por migracion. En ambos hipotéticos casos, el origen estard en
microorganismos extremofilos o extremotolerantes. Dentro de esta definicion
entrarian poblaciones meséfilas capaces de aclimatarse fisiolégicamente al nuevo
ambiente a pesar de ser extremo. Otra posibilidad es que aparecieran mutaciones pre-
adaptativas que confirieran resistencia en poblaciones sin contacto previo con el
nuevo ambiente.

7.2.1 Evolucion y quemostato

El estudio de cémo funciona la adaptacién del fitoplancton a estos ambientes es clave
para predecir cambios en ecosistemas. La adaptacién de las poblaciones a nuevos
ambientes estara determinada por la plasticidad de la especie - la capacidad de
cambios fenotipicos sin cambiar el genoma (epigenética) - y los cambios genéticos que
puedan ocurrir. Los mecanismos evolutivos de las especies elegidas no son muy
diferentes de otros microorganismos, pero debiendo tener en consideracion que se
han utilizado cepas sin reproduccién sexual. La transferencia genética horizontal
también estd presente en microalgas [207], [263]-[266]. Pero, nuevamente, en
haploides las mutaciones son la causa final de toda diversidad genética y por ello las
causas que se encuentran tras las mutaciones han sido objeto de muchos estudios
tedricos y experimentales. La existencia de mutaciones pre-adaptativas en
microorganismos, mutaciones aparecidas en una poblacién que pueden resultar
beneficiosas en condiciones estresantes posteriores, fue comprobada ya en 1943 por
el magnificamente disefiado analisis de fluctuacion de Luria y Delbriick [267]. El analisis
de fluctuacién se redisefié para poder llevarse a cabo en medios liquidos y demostrar
la existencia de estas mutaciones también en organismos unicelulares fotosintéticos
acuaticos [79]. Pero mediante el andlisis de fluctuacién no solo se ha demostrado la
existencia de mutaciones pre-adaptativas, preselectivas y generales en todos los
experimentos realizados, también permite calcular la tasa de mutacién y puede ser
utilizado como herramienta para realizar aproximaciones que permitan conocer la
capacidad de la adaptacion de diferentes especies a medios concretos [268] e, incluso,
para obtener cepas biotecnoldgicamente interesantes [82].

Otro de los experimentos que ayudaron a dilucidar el comportamiento de las
mutaciones en poblaciones de microorganismos fue el ideado por Novick y Szilard
[178]. En 1950 publicaron un articulo donde describian un mecanismo para el control
del crecimiento de microorganismos: el quemostato. Cuando una poblacién de
microorganismos crece en un medio con un factor limitante, un flujo continuo de
entrada de medio de cultivo nuevo y un flujo idéntico de salida de cultivo crearian una
poblacién que acabaria por estabilizar su numero en el punto donde la tasa de
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crecimiento de los microorganismos es igual a la tasa de eliminacion de los que
escapan del recipiente, ademas de contar con tamafios poblacionales muy grandes y
controlables mediante el cambio en la concentracion de nutrientes aportados. En un
ambiente tal se pueden observar las dindmicas de mutacion-seleccidn sin la influencia
de otros factores externos. Las mutaciones, al ser un proceso aleatorio, apareceran en
la poblacién del quemostato siempre que permanezca un tiempo suficiente en relacién
al tamaio de poblacion.

Novick y Szilard teorizaron tres posibles escenarios respecto a la fitness de las
poblaciones mutantes que ocurrieran dentro del quemostato.

En el caso de tener una fitness mayor respecto a la poblacién original, la abundancia
relativa de la poblacion mutante aumentaria linealmente y la poblacién del
guemostato en su practica totalidad acabaria por ser mutante al sustituir a la
poblacién original, aunque una completa sustitucién es poco probable que ocurra
[269], [270].

Si la mutaciéon es neutra, con una fitness practicamente igual a la cepa original, la
abundancia relativa de la poblacion mutante también aumentaria linealmente y podria
llegar a sustituir la poblacidn original. Esto se debe a que en la poblacién original
continuardn apareciendo mutantes. No obstante, también podrian aparecer mutantes
dentro de la poblacién mutante, revirtiéndose.

Si la mutacidn acarrea una reduccion de fitness respecto a la cepa ancestral, se alcanza
un equilibrio en su numero determinado por la tasa de mutacion y la menor fitness del
mutante. Al tener una menor fitness la seleccion tenderda a disminuir la presencia de
estos mutantes. Sin embargo, al haber también una aparicidon constante de ellos, se
alcanzaria un equilibrio.

En este estudio, ademads, no se utilizd ningun factor limitante dentro del cultivo ya que
la tasa de crecimiento de las microalgas es mucho menor que en bacterias y permite
un control adecuado del flujo de entrada y salida de medio, por lo que la seleccién
ocurrida dentro del biorreactor serd mas inespecifica.

Es, por lo tanto, un experimento que permite aproximarnos al comportamiento de las
poblaciones de microorganismos en ambientes confinados y la aparicion de mutantes,
por lo que es de utilidad a la hora de explorar cémo aparecen poblaciones de
microorganismos capaces de habitar en ambientes extremos de nueva creacién.

Las charcas con aguas residuales de mineria de uranio estudiadas son un ejemplo de
ambiente antropogénico extremo, lugares con origen humano aparecidos en tiempos
geoldgicamente cortos y donde la mayoria de las especies no proliferarian. El
experimento llevado a cabo con el biorreactor semi-continuo permite observar como
las microalgas mesodfilas del estudio se adaptan a estos ambientes hostiles. Se observa
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una gradacién en la toxicidad de las aguas, en parte relacionada con la diversidad
encontrada. Las tres cepas microalgales estudiadas se adaptaron fisiolégicamente a las
aguas de Mortérios y Castelejo, ademas de contar con un mayor niumero de especies
con respecto al resto de charcas (7 y 8 especies, respectivamente). Las aguas de Quinta
do Bispo y Saelices, con 5 y 4 especies respectivamente, se situarian con una toxicidad
intermedia dentro de las cinco charcas del estudio. Dentro de estas dos, se alcanzé un
equilibrio mutacidn-seleccion. El equilibrio aparecié antes para Quinta do Bispo,
teniendo también una mayor densidad de mutantes respecto a Saelices, lo que
indicaria una mayor tasa de mutacion que confiere resistencia o mejor fitness de los
mutantes en condiciones no selectivas. El agua de la charca de Villavieja ejerce una
presion selectiva tal de no aparecer cepas resistentes a lo largo de 60 generaciones,
por lo que muy probablemente las especies estudiadas requieran de mas de una
mutacion para proliferar en este habitat.

En el Rio Tinto, en el suroeste de la Peninsula Ibérica, también encontramos un
ambiente extremo [271]. Este rio, pese a tener un pH en torno a 2 y muy altas
concentraciones de metales (3-20g de Fe por litro de agua), cuenta con una gran
biodiversidad microbiana donde los protistas fotosintéticos suponen el 60% de la
biomasa y gran parte de las especies encontradas son especies meséfilas cosmopolitas,
lo que sugiere capacidad de adaptacidn rdpida al medio [156], [272]. Esta capacidad
fue demostrada por Costas y col. [273] mediante un andlisis de fluctuacién,
observando que la clorofita Dictyosphaerium chlorelloides (Naumann) adquiria la
resistencia a las aguas de Rio Tinto gracias a mutaciones espontaneas ocurridas en
poblaciones sin contacto previo con el agua téxica. Estudios con diferentes aguas
acidas y con metales pesados de todo el mundo muestran que hay multiples especies
fitoplancténicas capaces de habitar estas aguas, ya sea porque se han observado en
ellas [153], [154], [157], [274] o porque se ha comprobado la capacidad de adaptacién
rapida de cepas en laboratorio a las aguas [157], [191], [275]. El estudio aqui expuesto
aporta mds datos apoyando la idea de que las especies aqui estudiadas tienen gran
capacidad de adaptaciéon y de que ésta puede lograrse mediante mutaciones pre-
selectivas, en contra de otras teorias que apoyan la adaptacién gradual. Como
expuesto por Low-Décaire y col. [157], tal vez la capacidad para habitar ambientes
extremos esté ampliamente difundida entre comunidades de microorganismos
mesdfilos.

La hipdtesis de que en el mundo microbiano “todo esta en todas partes y el ambiente
selecciona” ha sido generalmente descartada con evidencias de patrones
biogeograficos [276]. Las microalgas identificadas en las charcas tendrian su origen en
poblaciones meséfilas anteriores que lograron adaptarse a las nuevas condiciones o en
poblaciones extremotolerantes o extremofilas (o que simplemente tuvieran algun
mutante posteriormente exitoso) que colonizaron el medio procedentes de otros
lugares. La diversidad de taxones dentro de los nuevos ecosistemas dependeria de la
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llegada de especies y de la extincidn, relacionado a su vez con la distancia hasta el
lugar de origen de los microorganismos y el tamano del nuevo ambiente [277]. Sobre
estas poblaciones actuaran las fuerzas de seleccidn, especiacién/mutacién, deriva y
migracion [278], [279] y donde habria que afiadir particularidades de microorganismos
como su pequefio tamafio y corto tiempo de generacién, que influyen en su respuesta
a cambios en el ambiente como fragmentaciones [277]. Ademas, la composicidn de
comunidades planctdnicas es particularmente dificil de interpretar y, a pesar de que
“la Paradoja del plancton” fue formulada en 1961 [280], es aun hoy motivo creador de
investigacion vy literatura cientifica [281], [282], aunque la dindmica de las
comunidades microalgales queda fuera del ambito de este estudio, requiriéndose para
ello una investigacion mas dilatada en el tiempo.

En base a esto y al experimento de adaptacién en biorreactor, es plausible que las
especies encontradas en Castelejo, Mortérios, Quinta do Bispo y Saelices procedan de
especies mesofilas que en un inicio pudieron habitar las charcas por adaptaciéon
fisioldgica o por tener una mutacion previa al contacto que confiera resistencia, de
manera similar a la adaptacién en biorreactor. En Villavieja el mecanismo podria ser
otro. Las mismas tres clorofitas encontradas en Villavieja se encontraron en Saelices.
Teniendo en cuenta la distancia y la presidn selectiva que ejerce la charca de Villavieja,
podria hipotetizarse que las especies primero se adaptaron a Saelices, y después
dieron el salto a la charca de Villavieja; aunque también podria haberse facilitado
mediante la reproduccién sexual en poblaciones totalmente sensibles [81]. De todas
formas, tan solo son hipdtesis aqui planteadas para cuya confirmacién se requeriria
mayor estudio: el objetivo de esta investigacién no era determinar el origen especifico
de las cepas encontradas en las charcas, sino aportar informacién sobre las especies
que en ellas habitan y sobre la adaptacion de especies mesdfilas a las aguas residuales
de mineria de uranio.

En definitiva, la mineria de uranio crea ambientes extremos donde la diversidad de
microorganismos fotosintéticos es menor que en ambientes no contaminados, siendo
un efecto mas que el cambio global tiene sobre las poblaciones de los
microorganismos.

7.3 Biotecnologia

Una posibilidad para aliviar los efectos perjudiciales que tiene la mineria en el medio
ambiente seria la utilizacion de microalgas en procesos biotecnoldgicos relacionados.

De cara a una biorremediacion de aguas residuales de mineria de uranio, las
microalgas aisladas de las charcas serian una buena opcién. Cuentan con mecanismos
propios que les permiten sobrevivir en estos ambientes, los cuales a su vez podrian
permitir una mayor captura de metales. La idea estd ampliamente propuesta con
bacterias [283]-[285], pero también hay estudios con microalgas [286]-[290]. Se ha
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estudiado la captura de uranio con especies como Chlamydomonas reinhardtii [249],
[291] o Spirogyra sp. [292] y la cepa Chlamydomonas saelices de este estudio también
ha demostrado esta capacidad [293]. Seria de esperar que también exista captura del
resto de iones metalicos.

La captura de los iones metalicos podria adscribirse a dos mecanismos, bioadsorcion y
bioacumulacién. La bioadsorciéon se trata de un proceso fisico-quimico pasivo
mediante el cual los cationes metalicos se adhieren a los lugares de la pared celular
con carga negativa, por lo que serviria para la captacidn incluso con biomasa muerta.
La bioacumulacién, por su parte, es la interiorizacién activa de los iones metalicos
mediante enzimas como fitoquelatinas [294].

Mediante la fotosintesis se incrementa el pH del medio acudtico, pero el crecimiento
de microalgas también elevaria el pH al capturar nitratos [295], [296], colaborando con
la biorremediacién doblemente: disminuye la acidez y baja la solubilidad de los iones
metalicos.

La gran ventaja de las microalgas en biorremediacidn consiste en que ademas captan
CO; de la atmésfera para la fotosintesis, contribuyendo a que el proceso sea neutro o
incluso negativo en emisiones de carbono, ademas de ser las responsables del 75% de
la produccién de oxigeno global [45].

Como beneficio adicional del uso de microalgas, esta la valorizacidn de la biomasa. Los
restos de biomasa pueden servir para mdultiples propdsitos en funcién de las
propiedades bioquimicas de la especie utilizada. Como ejemplo, de algunas microalgas
se extraen compuestos utilizados en nutricidn humana, como el acido y-linoleico, acido
araquiddnico, acido eicosapentaenoico (EPA) o acido docosahexaenoico (DHA) [297]-
[299]; o carotenoides como B-carotenos, utilizados en colorantes alimentarios y como
antioxidante, y astaxantina, también con propiedades antioxidantes [265]. Pero el
espectro es mdas amplio, utilizdndose también para la produccién de antibidticos y
antifungicos [300]—-[304], en la preparacién de cosméticos [305], [306] e incluso en la
produccién de bioplasticos [307]. Y, por supuesto, las microalgas pueden utilizarse
como biodiésel para obtener energia [308], mejorando la produccién de energia neta
de las industrias energéticas implicadas.

Algunos procesos biotecnoldgicos aplicados al litio también podrian resultar de interés
industrial. Un gran aliciente es que el litio interactia mediante diversos mecanismos
bioquimicos con las estructuras vivas, lo que tal vez conllevaria una mejor eficiencia de
procesos biotecnoldgicos. La mineria y el uso de litio también pueden tener efectos
adversos sobre los ecosistemas. Grandes cantidades de este metal que estaban
previamente enterradas y lejos de los seres vivos son expuestas en la superficie
terrestre en zonas como vertederos tecnolégicos, por ejemplo. Es importante estudiar
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las posibilidades para el reciclaje de este elemento y los efectos que podria tener en la
biosfera.

A pesar de no contar con funciones claras y especificas dentro de los seres vivos, hay
autores que proponen el Li como un elemento esencial en fauna ya que la fertilidad
disminuye en animales privados de Li en su dieta [309], [310], aunque también hay
quien lo sefiala como lo contrario: un elemento que en la mayoria de organismos no es
utilizado biolégicamente [311]. En forma de sales se utiliza en medicina humana como
tratamiento del trastorno bipolar y para aumentar el efecto de tratamientos
antidepresivos [312] y hay evidencias de su influencia en el desarrollo de cancer [313].
A pesar de ello, la concentracion de los iones Li* en los fluidos animales no esta
regulada, lo que es indicativo de que no cumple funciones especificas [314]. En
plantas, los efectos del Li son muy variados segln especie y concentracion (revisado
por Shahzad y col. [315]). De manera general, puede decirse que el ion Li* interacciona
con los seres vivos debido a su similitud con los cationes Na*, K, Mg?* y Ca%* [316],
[317], aunque segun E. Jakobsson y col. [314], los efectos bioldgicos principales del ion
Li* se deben mds especificamente a la competicion con iones Na* -el catién
monovalente con peso atémico mas parecido- y con iones Mg?* - el cual cuenta con un
radio idnico casi idéntico. En el tratamiento del trastorno bipolar, el ion Li* actua
sustituyendo iones Mg?* en determinadas proteinas relacionadas con la enfermedad,
pero no en otras metaloproteinas vitales [318]. El ion Li* puede unirse a moléculas de
Mg-ATP, creando un complejo (Li-Mg)-ATP [319], a enzimas donde el Mg es un
cofactor, como la 3'(2'), 5'-bisfosfato nucleotidasa de levaduras, que se inhibe con
presencia de Li con una ICsp de 0,1mM [320], o a la inositol monofosfatasa [321].
Actualmente estd planteada la hipétesis, apoyada por estudios como los citados y mas
(revisado por Birch [322]), de que el Li es capaz de inhibir enzimas dependientes de Mg
ya que lo desplaza de sus sitios de union, alterando las propiedades de la enzima.

Respecto a la relacidén entre Na y Li, en aguas con el mismo origen pero que sufrieron
un tratamiento en el que pasaron de tener una alta concentracion en NaCl y baja en
LiCl a concentraciones inversas, se han encontrado diferentes grupos de procariotas, lo
qgue hace pensar que los mecanismos de tolerancia frente al Na y el Li puedan ser
diferentes [323]. Por contra, un estudio protedmico en Rhodococcus sp. ASwh -
procariota capaz de proliferar a concentraciones de Li 1M- revelé que en presencia de
Li se activaban proteinas metabdlicas que sintetizan metabolitos osméticos organicos
intracelulares como el glicerol - que otorga tolerancia a sales-, proteinas relacionadas
con la respuesta a estrés y con la transcripcién y traduccién [324], una respuesta
acorde con toxicidad por sal.

En algas los efectos del ion Li* también apuntan a estar relacionados con el cation Na*y
con el cation K*. El Li* inhibe el crecimiento de Chara ceratophylla a concentraciones
de 0,7 mM, pero en presencia de Na* la tolerancia aumenta. Sin embargo, el Li*
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aumenta su toxicidad en presencia de K*, a pesar de que el K* sin Li* estimula el
crecimiento del alga (revisado en Wissocq y col. [325] citando a Strauss [326]). Se han
estudiado los efectos del ion Li* en la diatomea Skeletonema costatum, mostrando que
a concentraciones de 0,5 mM de Li* el periodo circadiano se alargaba, y a
concentraciones de 2 mM se inhibia el crecimiento [327]. El flagelo de Chlamydomonas
reinhardtii pierde la motilidad a concentraciones de Li* 5mM y se alarga hasta 1,4
veces su tamafo en presencia de Li* 50mM, inhibiendo a su vez la sintesis de proteinas
para su regeneracion [328]. El Li* en C. reinhardtii inhibe la enzima glucégeno sintasa
quinasa 3, relacionada con el flagelo [329] y aumenta varios ARNm flagelares [330],
pero hasta aqui se limita el conocimiento en la accién del Li* en esta clorofita modelo.
En Chlorella vannielii se produce una inhibicion en el crecimiento del 48% tras 12h con
1000 mg/L de Li en el medio [331] y en Ankistrodesmus gracilis provoca cambios en la
estructura polisacérida de la pared celular [332].

El transporte del ion Li* entre membranas también se vale de los mecanismos que
utilizan otros cationes, principalmente el Na*. La permeabilidad del Na*y Li* en canales
de sodio dependientes de voltaje en procariotas es muy similar [333]. En plantas, el Li*
utiliza los mismos transportadores que el K* [334]. En canales KcsA — un tipo de canales
de potasio - el Li* y el Na* se unen a un mismo sitio de unién especifico dentro del
canal [335]. Y en levaduras y bacterias los canales NHA (Sodium-proton antiporters)
que expulsan Na* a través de membrana también pueden expulsar Li* [336], [337]. La
sobreexpresiéon de sod2 en levadura, un gen que codifica para un NHA, confiere
tolerancia a concentraciones altas de Na*, pero también de Li* [338]. También en
levaduras estd la familia de canales ENA que es capaz de expulsar Li* [339], pero en S.
cerevisae se ha observado que el Li* se acumula en las células siguiendo una
estequiometria 1:1 con el ion K* [340]. A su vez, en bacterias, el Li* puede ser un
sustituto del Na* en el cotransporte de aminodcidos como prolina [341] y azlcares
[342], [343].

Respecto a las microalgas, cuando son expuestas a altas concentraciones
extracelulares de Na*, las células capturan intracelularmente el ion en primera
instancia, para luego expulsarlo activamente, manteniendo concentraciones
intracelulares en drdenes de magnitud inferiores [344]—[347]. Este comportamiento se
explica porque la presencia de cationes, entre ellos el Li*, pero también y con mas
eficacia Na*, K*, Ca®* y Mg?*, estimula H*-ATPasas que expulsan iones H* [348]. Por su
parte, los iones H* son necesarios en el espacio extracelular para uno de los principales
mecanismos de expulsion de iones Na* conocidos en microalgas, el antiportador
Na*/H* [349]. Una vez aumenta la concentracion de protones en el espacio
extracelular, se expulsa el Na* fuera de la célula. Sin embargo, con el Li* en la microalga
Dunaliella sp. no ocurre asi ya que el Li* es un inhibidor competitivo que bloquea el
antiportador Na*/H* sin comportar un intercambio Li*/H*, determinandose que la
actividad de estos canales disminuye en células adaptadas a Li* [350]. Esto va en contra
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de lo observado en E. coli, donde el Li* favorece la actividad del antiportador y se ha
demostrado la capacidad de transportar Li* [351]. El Li* en algunas especies
microalgales logra alcanzar el citoplasma y compartimentos intracelulares [352], pero
al no ser sustrato del antiportador Na*/H* en especies fitoplanctonicas eucariotas
podria hipotetizarse que el Li* se mantendria en el interior celular. No obstante, es
probable que existan mecanismos de expulsidn aun desconocidos.

En el caso de la clorofita Hydrodictyon reticulatum en presencia de luz, el Li* es el ion
gue mas compite con los iones K* para entrar en la célula, por encima de Na*, Rb*y
Cs*; y con evidencias de la existencia de un transporte activo de K* que tenga mayor
afinidad por el ion Li* [353]. Es un hecho relevante para la captura de Li ya que,
mientras que existe una tendencia a eliminar el Na* en algunas clorofitas, el cation mas
abundante en su interior es generalmente el K* [354], manteniendo activamente
concentraciones de K* en el interior celular como por ejemplo en Tetraselmis
subcordiformis [355]. En Dunaliella sp. en condiciones de estrés aumenta el Na* y
disminuye el K* intracelular, probablemente debido a que el mantenimiento del K*
intracelular y la eliminacién de Na* requieren energia para llevarse a cabo [349],
existiendo también intercambiadores Na*/K* dependientes de energia [356]—[358]. Se
requieren estudios mds profundos para confirmar este comportamiento, pero si
existieran especies de clorofitas donde el Li* se valiera de los mecanismos de entrada
del ion K*, éstas serian una herramienta muy util en la captura del ion Li*.

Existen mas hipotesis respecto a la existencia de mas mecanismos de control idnico en
el fitoplancton. Por ejemplo, se piensa en la dificultad de obtener en aguas alcalinas
(como el mar) los H* necesarios para eliminar Na* mediante el antiportador Na*/H*
[354]. Estudios gendmicos también han revelado la existencia de P-ATPasas en
diferentes especies de clorofitas con funcién en la homeostasis de iones, aungque no se
ha estudiado su influencia en la concentracién de Li* [359]. Y en la clorofita Tetraselmis
subcordiformis existe un mecanismo de entrada de los aminodcidos alanina y serina
dependiente de Na* [360], que, de funcionar como el cotransportador de Na*/prolina
en E. coli, captaria también Li* [341].

Auln quedan muchos interrogantes en los mecanismos por los que la concentracién de
Li* varia en el interior celular, pero se ha demostrado que algunas microalgas
interiorizan Li* presente en el medio, siendo necesarios mayores estudios para
determinar exactamente la naturaleza bioquimica de la movilizaciéon del Li* entre
membranas.

Ademads de mecanismos de internalizacidn y posible expulsion, las clorofitas poseen
una pared con cargas negativas donde se unen cationes. La biomasa de Dunaliella
salina tiene capacidad de capturar Li* en solucién por la electronegatividad de la pared
celular [361], caracteristica comun de algunas microalgas también vivas. Por su parte,
en la clorofita Oocystis solitaria se vio que los grupos involucrados en la adsorcion de
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litio eran principalmente alcanos, fenoles y amidas [362]. Esta propiedad, unida a la
demostrada internalizacién del litio, evidencia la utilidad biotecnolégica de algunas de
estas clorofitas en la captura de litio en solucion.

En el experimento de esta tesis, las tres especies de microalgas utilizadas mostraron
captura de Li, al determinarse en el pellet una concentracion de Li mayor que en el
medio liquido. En términos absolutos, la masa de Li capturada fue mayor en el cultivo
analizado tras 27 dias para las tres especies, pero en términos relativos a la biomasa
del pellet hubo variaciones segun la especie. TmS1 y ChlaA presentaron la mayor
concentracion de Li en el pellet en el dia 27, mientras que CAFE justo tras la
inoculacién. De cara a su aplicacién seria necesario adecuar el tiempo de contacto
entre solucion y biomasa al éptimo para el cual la especie captura.

La captura de Li ya se ha estudiado en microorganismos mediante experimentos
enfocados al uso biotecnolégico como el nuestro. En un screening utilizando decenas
de especies entre las que se incluyen bacterias gram positivas, bacterias gram
negativas, hongos filamentosos y levaduras, se observd una gran variabilidad en la
captura de Li entre especies muy similares, por lo que deben existir caracteristicas
especificas que lo favorezcan [363]. También se han descrito variaciones en la captura
con biofilms bacterianos, encontrando diferencias en la adsorcion de Li a biofilms en
invierno y en primavera debido a que cambiaban los componentes del biofilm, y con
ello la cantidad de sitios de unidn a cationes, con la estacion [364]. Cabe mencionar
gue en Saccaromyces cerevisae el Li*t se acumula preferentemente en vacuolas [340].
Un comportamiento similar en algunas microalgas seria adecuado de cara a la captura
del ion de soluciones. En general, en los eucariotas fotosintéticos no embriofitas existe
una tendencia a que las células con mayores vacuolas tengan mayor concentracién
idnica que las células con vacuolas pequefias [365], por lo que éstas podrian ser de
utilidad a la hora de capturar Li*.

En la captura de Li influyen multiples variables que podrian ser la razén de las
diferencias encontradas. En un primer lugar estaria la concentracion de Li en el medio.
La macroalga Chara ceratophylla es capaz de capturar Li en concentraciones entre 0,05
y 100 mM de manera proporcional a la concentracién externa, pero no de manera
lineal. Concentraciones 10 veces mayores de Li* en el medio de cultivo tan solo
suponia tres veces mas concentracién intracelular [366]. En Oocystis solitaria la
captura relativa a la masa total de Li se maximizaba en 220 mg/L de Li en el medio
[362]. Por lo tanto, seria esperable que la concentracién de Li en el medio extracelular
sea un factor que influya en la captura de Li.

El tiempo de cultivo también afecta, sea por el tiempo de contacto con el ion o por el
cambio en la cantidad de biomasa. En un cultivo de Chlorella vulgaris con 54 mg/L de Li
(= 7,8 mM), se observé una disminucidn en la concentracidon de Li disuelto en el medio
tras la fundacion del experimento, pero progresivamente aumentd hasta llegar a
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niveles cercanos a los 54 mg/L iniciales a los 10 dias del cultivo y a pesar de un
aumento importante de la biomasa [367]. Es indicativo de una desorcién del ion. Un
comportamiento similar podria argumentarse con ChlaA, en la cual disminuyé la
concentracion de Li en el pellet desde el dia 0 al dia 12, aunque en este caso tras 27
dias esta concentracion aumenté enormemente. Sin embargo, nuevamente en la
macroalga Chara ceratophylla, al exponer las algas tras la captura de Li a medio nuevo
sin Li no se detectd expulsion de este elemento [366], sefialando que existen
comportamientos diferentes frente al Li en solucién. Con los resultados obtenidos en
este estudio podria argumentarse que existe desorcion en las tres especies: ligera en
TmS1 el dia 3, mayor en CAFE el dia 3 y también acusada hasta el dia 12 en ChlaA.

El pH también debe ser tenido en cuenta. Si hay altas concentraciones de H*, existira
una mayor competencia por los sitios de unién en la pared y la bioadsorcién sera
previsiblemente menor, por lo que al aumentar el pH también aumentan los sitios de
union a metales [235]. Por el contrario, existen mecanismos de transporte de iones
dependientes de la concentracion de H* que favorecerian la unién de mas cationes
[350]. En la clorofita Oocystis solitaria el pH éptimo para la captura de Li se estimé en 5
[362], mientras que en otros microorganismos como la levadura Kluyveromyces
marxianus, el pH 6ptimo fue 9 [368], y en la bacteria Arthrobacter nicotianae, la
maxima captura es a pH 6 [363]. Ademas, en biomasa microalgal seca (Dunaliella
salina), donde tan solo tendria lugar bioadsorcion, el pH 6ptimo para la captura se
sitia en valores basicos [361]. La captura de Li en funcién del pH también seria
especie-dependiente. A parte de los protones, la presencia en el medio de otros
cationes también influye. Se ha sefialado la influencia del ion K* en la captura de
Chlorella vulgaris de Li*, utilizando medios con la misma concentracién de Li* pero con
concentraciones variables de K*. Se apunta a que concentraciones menores de K* en el
medio aumentan la captura de Li* [367].

Como punto general, todas estas variables podrian ajustarse para alcanzar la maxima
captura posible. En el estudio O. solitaria determinaron los valores que permitian una
captura éptima de Li en solucidn para diferentes variables, alcanzando una retirada del
99,95% de Li disuelto a pH 5, 30°C, 60 minutos de contacto en agitacién, una
concentraciéon de Li de 200 mg/L y una biomasa algal de 1 g/L [362]. Se necesitarian
estudios similares para averiguar cudles son las condiciones que permitirian una mayor
captura de Li con las tres especies del estudio de esta tesis.

Estas investigaciones dan indicios claros de que las especies estudiadas podrian
utilizarse para capturar Li* desde soluciones acuosas a pesar de no conocer los
mecanismos precisos mediante los cuales interaccionan con el ion Li*.

Las posibilidades de estas tres especies con respecto al litio podrian ir mas alla. El litio
es un elemento crucial en la industria energética no solo por sus propiedades como
metal, sino por las propiedades nucleares que tienen sus dos isdtopos, el éLiy el “Li.
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Determinadas tecnologias no solo requieren elementos especificos, sino isétopos de
estos elementos. La medicina nuclear seria una de estas areas, donde la mayoria de
isdtopos requeridos son radioisétopos, como el *™Tc, utilizado en el 80% de procesos
de diagndstico por imagen en medicina nuclear [369] o el ”’Lu en terapia dirigida con
radioisotopos [370]. También en campos de investigacion muy variados, como por
ejemplo estudiar los mecanismos de reacciones quimicas, la captura de fertilizantes
por parte de cultivos [371] o en estudios del metabolismo [372]. El otro gran campo
donde se requieren isétopos precisos es el sector nuclear. La energia nuclear requiere
de relaciones isotdpicas que no se encuentran en la naturaleza. En los reactores de
fision nuclear son necesarios isétopos fisibles, principalmente el 23°U, 233U y 239py,
como combustible nuclear. Pero no son los Unicos isdtopos necesarios en la industria
nuclear ya que, en ocasiones, dependiendo del tipo de reactor, se utilizan isétopos
para hacer de moderador nuclear, tales como el deuterio (formando agua pesada)
[373] o el "Li en los reactores de sal fundida [374]. La pureza o el grado de abundancia
de los is6topos es crucial para poder llevar a cabo estas reacciones. En el caso del 3°U,
el Unico isétopo fisible presente en la naturaleza, tiene una abundancia natural del
0,711%, mientras que para hacer funcionar un reactor nuclear de agua ligera se
necesita entre el 3% y el 5% de abundancia de 2*°U [375]. Debido a su amplio uso, los
métodos para enriquecer uranio se han perfeccionado, descartandose otros como la
separacion electromagnética o la difusion térmica [376], y en la actualidad la practica
totalidad del uranio enriquecido del mundo se obtiene mediante centrifugacion de
gases, un método con un requerimiento energético bajo y no contaminante [377]. El
mismo mecanismo se lleva a cabo para empobrecer el Zn en %Zn [378]. La utilizacion
de Zn empobrecido (con una abundancia de %Zn menor al 5%, teniendo una
abundancia natural del 48%) disminuye la cantidad de %°Co (altamente radiactivo)
producida en un reactor. En este caso el producto deseado seria la matriz empobrecida
en el isdtopo %Zn, al contrario que con el 23U donde el valor reside en el
enriqguecimiento de este is6topo, mostrando la doble cara de los procesos de
fraccionamiento.

Sin embargo, el enriquecimiento no siempre esta optimizado para todos los isdtopos
(o relaciones isotdpicas) que puedan resultar de interés para la industria energética. En
ocasiones puede suponer un gasto energético demasiado alto, derivando en una
disminucion de la energia neta producida. Y también hay métodos de enriquecimiento
contaminantes y cuya utilizacion comprometeria los objetivos de sostenibilidad del
proceso de obtencidn de energia: al fin y al cabo, el enriquecimiento no deja de ser
otro paso mas dentro del funcionamiento de la industria energética nuclear, por lo que
debe tenerse en cuenta a la hora de valorar su impacto ambiental. Este es el caso de
los is6topos de litio, obtenidos por el método de amalgama o COLEX, durante el cual se
utilizan grandes cantidades de mercurio de dificil manejo y que pueden provocar
perjuicios a la salud medioambiental y humana. La mejora de los procesos existentes y
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el desarrollo de nuevos métodos de enriquecimiento siguen estando a la orden del dia
a fin de lograr mayor eficiencia energética y sostenibilidad.

La biotecnologia esta en auge y esta demostrado que los organismos vivos serian de
utilidad también en este campo. Los seres vivos discernimos entre isdtopos al
interactuar con atomos y moléculas. En los microorganismos en particular, se ha
demostrado que existe fraccionamiento con elementos esenciales para la vida como el
oxigeno [379], el carbono [380]-[383], el nitrogeno [379], [381], el azufre [384], [385]
o el hidrégeno [382], [383]; con oligoelementos como zinc [386], cobre [387], [388] o
hierro [389], [390], y elementos sin funciones biolégicas como el mercurio [391].

La causa del fraccionamiento reside principalmente en las diferencias en masa de cada
isdtopo. Debido a esto, pueden darse dos fendmenos que fraccionen generalmente en
favor del isétopo mas ligero: efecto isotépico de equilibrio y efecto isotdpico cinético
[392]. El efecto isotépico de equilibrio ocurre cuando existe una reaccién quimica en
equilibrio, tal y como podria ser el intercambio de carbono entre CO, atmosférico y
acido carbdnico disuelto en agua. En estas situaciones de equilibrio no perturbado, el
isdtopo mas pesado tiende a concentrarse en la molécula que tenga una unién quimica
mas fuerte. Sin embargo, situaciones de equilibrio tales no son comunes en sistemas
bioldgicos, por lo que es probable que la razén principal del fraccionamiento isotdpico
con microorganismos se deba a un efecto isotépico cinético. Este efecto se da cuando
los atomos pasan de una molécula a otra o se difunden a través de una barrera, por
ejemplo. Se basa en la diferencia de energia cinética que requieren los diferentes
isdtopos para completar esta reaccion o movimiento. De esta forma, los isétopos mas
ligeros necesitan menos energia, por lo que completarian el paso con mayor velocidad
[392], [393]. Si el movimiento es incompleto, es decir, si no todos los atomos del
sustrato pasan a formar parte del producto o no todos los atomos atraviesan la barrera
de difusidon, el producto contendria una abundancia relativa de isétopos ligeros
superior a aquella encontrada en el sustrato.

En estas diferencias de masas isotdpicas y sus consecuentes efectos se basan la
mayoria de los métodos de enriquecimiento actuales, como la centrifugacién (donde la
diferencia en masa es aprovechada directamente) o la difusién (donde la diferencia en
masa provoca el efecto isotdpico cinético). Pero, por lo general, el fraccionamiento
que ocurre en un unico proceso de este tipo es infimo, obteniéndose dos productos,
uno enriquecido y otro empobrecido, que difieren muy ligeramente en abundancia
isotopica relativa. Para alcanzar las relaciones isotépicas buscadas en una cantidad
adecuada, se requieren de pases consecutivos donde el producto enriquecido en el
pase anterior sirve de sustrato para el pase siguiente. El resto de elemento
empobrecido volveria a ser utilizado al principio de la cadena para enriquecerlo. Este
disefo se conoce como cascada.
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Teniendo esto en mente, seria posible utilizar microorganismos con el objetivo de
enriquecer isotopos. Una posibilidad seria el disefio de cultivos liquidos en
biorreactores en cascada con microorganismos que hayan probado capturar
preferentemente un isétopo. Cada tiempo establecido, se retiraria el cultivo vy
separaria la fase acuosa de la biomasa. Aquella matriz mas enriquecida en el isétopo
deseado pasaria a una nueva fase de enriquecimiento, previo tratamiento quimico
para separar el elemento del resto de biomasa y componentes del cultivo.

Una tecnologia asi seria ecoldgicamente limpia y los subproductos —la biomasa- serian
valorizables con fines muy diferentes dependiendo de los microorganismos que se
utilizasen. Sin embargo, el desarrollo de esta tecnologia es nulo y apenas se
encuentran referencias sobre ello en la literatura cientifica.

En esta tesis se ha realizado un screening en tres especies microalgales para valorar el
fraccionamiento isotépico que conlleva su interaccidn con litio. Se ha demostrado que
existe fraccionamiento isotdpico de Li, mayoritariamente enriquecimiento en °Li, en
cultivos de microalgas. La 8 varia con el tiempo del cultivo y la especie. La mayor &§° se
obtuvo con CAFE en el momento de la inoculacién, coincidiendo también con la mayor
captura relativa de Li en esta cepa. Esta situacion se da también con ChlaA y TmS1.

Estos resultados son la primera evidencia de la existencia de fraccionamiento isotépico
de litio con microorganismos fotosintéticos eucariotas. Previamente con otros
organismos también se observd fraccionamiento isotépico bioldgico del litio,
principalmente en mamiferos [394] incluyendo humanos [395], sugiriendo vy
demostrando que el ®Li tiene un efecto mayor en el organismo que el ’Li al tener mas
capacidad de paso entre barreras bioldgicas [396]-[399]. En vegetales en medio
natural también se puede producir fraccionamiento isotdpico, con el trabajo de Liy
col. [400] mostrando que hay un transporte preferencial de ®Li desde la raiz al follaje.
Respecto a fraccionamiento isotdpico de litio con otros microorganismos, Sakaguchi y
Tomita [401], demostraron la preferencia de bacterias hacia la captura de °Li. Sin
embargo, estudios ambientales previos determinaron que los blooms de microalgas no
afectan a la relacién isotépica del Li [402]. Este estudio tomd muestras de agua del
Unico rio que efluye del lago Myvatn (Islandia) durante un afio, obteniendo una 6° que
oscilaba entre -16,7158 y -21,5264, sin poder adscribir la fluctuacién a los blooms que
se daban en el lago. Existen multitud de variables diferentes entre ambos estudios que
podrian explicar los resultados discordantes. En primer lugar, las especies son
diferentes. Los blooms del lago Myvatn son de diatomeas, mientras que las microalgas
utilizadas en el experimento de captura y fraccionamiento son clorofitas. En cualquier
caso, esto no quiere decir que las diatomeas no fraccionaran isétopos de Li dadas otras
condiciones. En segundo lugar, podria mencionarse la diferencia en la concentraciéon
de Li entre los dos ambientes. En el lago Myvatn las concentraciones medidas de Li
rondaban los 150 nM, mientras que los experimentos estaban dos o6rdenes de
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magnitud por encima: 0,61 mM y 0,36 mM para BG-11 y F/2, respectivamente. La
captura de Li podria ser tan pequefia que la variacion en la relaciéon isotdpica cayera
por debajo de los limites detectables. Otras variables serian la temperatura, la biomasa
0 procesos geoquimicos contemporaneos que también causen fraccionamiento
isotopico, entre otros. En principio, en los cultivos experimentales no deberian existir
otros procesos que fraccionaran isétopos de Li. En aguas naturales, no obstante, si que
existen procesos asi, tales como la formacion de minerales secundarios, que enriquece
el agua en Li’ [403], [404], o la erosion [405], [406].

En este estudio no se han determinado las rutas ni los procesos intracelulares del Li,
por lo que no puede determinarse si el fraccionamiento se debe a un efecto isotépico
cinético o a un efecto isotdpico de equilibrio. Para que se diera éste ultimo, el Li
captado por la célula deberia estar presente formando otra molécula y existir un
equilibrio quimico con el medio donde el elemento fuera intercambiable. Con los datos
de captura obtenidos en nuestro estudio parece poco probable que se haya alcanzado
un equilibrio quimico, ademas de haber cambios en el nimero de células que
dificultarian dicho equilibrio. Sin embargo, es muy probable que la captura se deba a la
union con estructuras celulares y a la difusién entre membranas, por lo que el efecto
isotopico esperable serfa el cinético. Este también es dependiente de la masa del
isdtopo, realizando las reacciones con mayor velocidad el isétopo mas ligero. Por lo
general, los resultados de nuestro estudio con las tres especies clorofitas van en el
sentido que se esperaria de un fraccionamiento isotépico al tener la biomasa
preferencia por el isétopo ligero. En cualquier caso, el enriquecimiento del pellet en
uno u otro isdtopo también dependerd del camino del Li en la célula. Si la Unica
interaccion de Li es la adsorcion a la pared celular o la entrada por difusion, cabria
esperar un enriquecimiento del pellet en °Li ya que requiere menos energia para llevar
a cabo el movimiento —el efecto isotdpico cinético. Pero por este mismo efecto, si una
vez interiorizado el Li existieran otros mecanismos de expulsidn, se favoreceria la
expulsion del °Li, enriqueciéndose asi el interior celular en ’Li. Esta misma hipétesis
explicaria por qué en las algas marinas comestibles Laminaria japonica y Porphyra sp.
se detectd enriquecimiento en 'K, el is6topo mas pesado del K [407] y por qué en
TmS1 a tiempo 0, y ChlaA a 0 y 12 dias el pellet estd enriquecido (aunque ligeramente)
en ’Li.

Por el momento, todos los experimentos relacionados con seres vivos y los isétopos
del litio tenian como objetivo la investigacién basica. Unicamente la investigacidn
desarrollada en esta tesis y el estudio de Sakaguchi y Tomita [401] proponen la idea de
enriquecer isotopos de Li con seres vivos. Estos ultimos probaron la captura de Li en
siete levaduras, cinco especies del género Streptomyces y otras 16 especies
bacterianas, con diferencias en la captura muy acusadas entre especies donde las
levaduras destacaron por su poca capacidad de captura de Li. Después se analizo la
relacion isotdpica del Li de seis de las especies que mas Li capturaron, alcanzando una
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8% maxima de 58,7%o. A pesar de estos buenos resultados, no existen en la bibliografia
registros de mayores investigaciones concernientes al enriquecimiento de °Li
utilizando microorganismos. De una manera analoga, en el ensayo de enriquecimiento
isotopico con tres especies microalgales diferentes en medio de cultivo con Li*
sugieren fraccionamiento isotdpico. Las 8° obtenidas se encuentran en el mismo orden
de magnitud que en el experimento con bacterias de Sakaguchi y Tomita, aunque la &°
maxima es superior en nuestras especies: 85,39%o, con la cepa CAFE en tiempo 0. Con
esta cepa de Desmodesmus sp. se podrian llevar a cabo mayores estudios para
determinar las condiciones que permitan una captura y fraccionamiento idéneos, pero
solo con lo analizado en este ensayo esta cepa enriquece mas comparada con otros
métodos de enriquecimiento de °Li. A su vez, la cepa ChlaA también resultaria
interesante dada la gran captura de litio observada en el cultivo retirado el dia 27
(31,66 pg de litio/g de biomasa) junto a una 8° de 38,8%o, cifra ésta ultima superior a la
mayoria de los métodos de enriquecimiento de litio convencionales a pesar de ser
inferior a la obtenida con la cepa CAFE. Zhangy col. [144] han desarrollado un método
sostenible y eficaz de enriquecimiento de Li, mediante un scrubbing con agua destilada
- pasando preferentemente isdtopos de ’Li desde una fase orgdnica a una acuosa — con
el cual han conseguido pasar de un 7,61% de abundancia relativa de °Li en la fase
organica a un 9,42% en 20 pases. Utilizando la cepa microalgal CAFE en tiempo 0 —
contacto de biomasa con solucion de Li y posterior separacion de fases -, se logro pasar
de un % de °Li de 7.633% a 8.232% en un Unico pase. De mantenerse la &% en pases
sucesivos con CAFE, en tan solo tres pases se alcanzaria una abundancia relativa de °Li
del 9,56%, mientras que se lograria una abundancia relativa del 30% (relacion isotépica
de = 0,428) con 20-21 pases, siendo ésta la cantidad relativa minima de °Li para
reactores de fusidon nuclear [408]. La 6° obtenida con las especies microalgales
estudiadas, especialmente CAFE, es mayor que la obtenida por otros métodos
recientemente publicados (e.g. en Wang y col. [408] §° = 21.97, en Shi y col. [409] §° =
16.26).

A este respecto, las posibilidades de fraccionamientos isotdpicos mayores utilizando
otras especies podrian ser altisimas, ya que si utilizando una cepa aleatoria a modo de
screening - que solo habia tenido contacto previo con concentraciones traza de Li — se
ha obtenido una 6% maxima de 85,39%o, seria esperable que existieran otras cepas
cuyo fraccionamiento sea aun mayor vy, tal vez, acompanadas de una mayor captura
que hiciera del proceso aun mas eficiente. Para encontrar cepas con mayor capacidad
de enriquecer °Li o ’Li podrian ensayarse cepas salvajes o laboratoriales aleatorias,
como se ha hecho en este estudio; o podria hacerse una busqueda de especies
adaptadas a vivir en ambientes con concentraciones altas de Li. Las especies presentes
en estos habitats es probable que cuenten con mecanismos celulares especificos para
el movimiento del Li entre barreras u otras maneras de interactuar con el ion, lo que
podria conllevar una mayor captura y enriquecimiento. Ya se han llevado a cabo
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procesos de bioprospeccién similares con Li y microorganismos: con bacterias aisladas
de salares con alta concentracién de Li se ha conseguido realizar una captura eficaz de
Li en solucién [410], [411]. Existe también la posibilidad nada desdefiable de realizar
una seleccion artificial o de conseguir capturas mayores de litio mediante ingenieria
genética. Un experimento introduciendo el gen nhaAv -que codifica para un
antiportador Na*/H* en Vibrio alginolyticus- en la cianobacteria Synechococcus sp. PCC
7942 mostrdé que no conferia tolerancia al Na*, pero si al Li* [352], lo que, segun los
autores, puede deberse a una mayor toxicidad del Li* en el citoplasma respecto al Na*
ya que el antiportador Na*/H* se expresaba mayormente en los tilacoides. Este
antiportador, por lo tanto, hizo que la cianobacteria acumulara litio en los tilacoides, lo
gue tal vez aumentaria la captura y el fraccionamiento al pasar por dos procesos
donde habria efecto isotdpico cinético: entrada al citoplasma y paso a los tilacoides. A
su vez, también seria necesario encontrar las condiciones de cultivo éptimas como
realizaron [362], determinando también maéas variables relevantes como la
concentracion de K* [362], [367].

De cara a una implementacién industrial cabe sefalar que, al ser los dos isétopos de
valor, el enriquecimiento de las especies utilizadas hacia uno u otro seria beneficioso.
Ademas solo existen estos dos isdtopos, por lo que el enriquecimiento en una de las
fases en isétopo °Li implicaria el enriquecimiento de la otra fase en ’Li.

Sin embargo, la cantidad absoluta de Li presente en los pellets esta varios érdenes de
magnitud por debajo de la concentracion en el medio, por lo que, aunque el
enriquecimiento sea grande, se requeririan muchos pases para alcanzar masas
significativas de isétopo purificado. Se podrian conseguir cantidades mayores de
isdtopos puros a través de enriguecimientos paralelos y secuenciales.

Es muy probable que exista un amplio margen de mejora respecto a la cantidad de litio
presente en el pellet. La optimizacion de las condiciones de cultivo y la eleccion de
cepas encaminadas a aumentar la captaciéon de Li — incluyendo posibles cepas
mejoradas genéticamente- harian que la concentracién de litio en la biomasa
aumentase. Pero al ser un proceso con dos objetivos, captura y fraccionamiento, hay
gue tener en consideracion que la captura total del elemento implica que no existiria
fraccionamiento. En el otro extremo, si Unicamente se capturase un atomo de Li, el
enriquecimiento seria absoluto, pero la masa insignificante. Con mds ensayos y andlisis
podria calcularse el dptimo de captura de Li a fin de tener una masa significativa del
elemento enriquecido. El objetivo final seria obtener la mayor masa de isétopo puro
en el menor tiempo posible.

La ventaja del fraccionamiento con microalgas frente a otros métodos, ademas de la
mayor 8° obtenida, es que la biomasa puede reutilizarse. Tras la captura vy
fraccionamiento de Li en biorreactor con microalgas, se realizarian los procesos
quimicos oportunos encaminados a la recuperacion del Li, sea desde la biomasa, desde
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la fase acuosa o desde ambas. La recuperacidn del Li no deberia ser un problema, ya
que existen diversos métodos, como el uso de medios acidos [412], y estdan mas en
estudio encaminados a recuperar Li de forma eficiente y sostenible desde matrices
diferentes (e.g. [413]-[415]).
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La mineria de uranio origina grandes volumenes de agua acida con altas
concentraciones de metales pesados que son almacenados en charcas
superficiales y crean un ambiente extremo donde la biodiversidad de
microorganismos fotosintéticos es mucho menor de los valores considerados
adecuados para un ecosistema sano. Esto se debe a las propiedades fisicas y
quimicas del agua: pH bajo y altas concentraciones de metales pesados.

Las especies de microalgas clorofitas mesdfilas estudiadas, Dictyosphaerium
chlorelloides (DC1M) y Chlamydomonas reinhardtii A y B, lograron adaptarse a
cuatro de las cinco aguas estudiadas, aunque con diferencias en funcion de la
naturaleza de las aguas. El valor del pH y la concentracion de metales
determinaron la existencia de una gradacién de toxicidad en las diferentes
aguas residuales de la mineria de uranio.

En dos de las charcas, Mortdrios y Castelejo, las de mayor diversidad y menor
toxicidad, los resultados indican una aclimatacion fisioldgica, pero no podemos
descartar la existencia de mutaciones que permitieran una mejor adaptacién
en las aguas residuales de mineria de uranio.

En las dos charcas restantes donde hubo adaptacién, Quinta do Bispo y
Saelices, se produjo exclusivamente por la aparicion de mutaciones pre-
adaptativas en las poblaciones dentro del biorreactor semi-continuo. Estas
mutaciones confieren la capacidad de resistir y proliferar en el nuevo ambiente
extremo. Los mutantes presentan una disminucién de fitness y la poblacién
esta en equilibrio mutacion-seleccion.
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5- Las cepas estudiadas pertenecientes a las especies Chlamydomonas reinhardltii,
Tetraselmis mediterranea y Desmodesmus sp., son capaces de capturar litio
desde una disolucion. A su vez, se comprobd que estas especies son capaces de
discriminar los dos is6topos del litio y de llevar a cabo el fraccionamiento
isotdpico de este elemento, con un valor de 8° (85,39%o) superior al que se
consigue con las técnicas de fraccionamiento que han sido utilizadas
industrialmente o que se estan desarrollando en los ultimos afios basadas en
procesos fisico-quimicos. La obtencion de estos resultados bajo condiciones no
optimizadas, con cepas sin adaptar y originarias de lugares pristinos hace
pensar que las microalgas clorofitas tienen gran potencial en la captura y
fraccionamiento isotodpico de isdtopos de litio.
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DESCRIPCION

CEPAS BACTERIANAS Y SU USO PARA LA BIORREMEDIACION DE SUELOS
CONTAMINADOS CON BIFENILO Y OXIDO DE DIFENILO (HTF)

La presente invencion se encuadra en el campo de la biotecnologia aplicada al sector
del medio ambiente, y en particular se refiere microorganismos utiles para la
degradacién in sifu (biorremediacién) de superficies, preferiblemente suelos,
contaminados con los componentes del fluido calorportador HTF, bifenilo y éxido de
difenilo (HTF).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las centrales termosolares se basan en la captacidon y concentracién de la radiacién
solar. La captacién tiene lugar a través de espejos y la concentracién se lleva a cabo
mediante fluidos caloportadores. Basicamente, la funcién del fluido caloportador es la
de transferir la energia recogida por los captadores cilindro parabdlicos (espejos) al
bloque de potencia a través de un sistema de intercambio de calor. El vapor producido
en los intercambiadores se utiliza en una turbina de vapor para generar energia

mecanica de rotacién que en ultimo término se transformara en energia eléctrica.

Los fluidos caloportadores que dan mejores resultados son los fluidos organicos, que no
cambian de estado aunque la temperatura se incremente mucho. Uno de los mas
utilizados es la mezcla eutéctica compuesta por un 73,5% en peso de difenil éter (6xido
de difenilo) y un 265% de 1,1°-Bifenilo (bifenilo). A este fluido se le denomina
habitualmente HTF (de sus siglas en inglés “Heat Transfer Fluid"). Asi, la mayoria de las
centrales termosolares del mundo utilizan el fluido calorportador HTF para transferir el
calor desde las pardbolas hasta las turbinas que generan la electricidad. Este fluido es
un liquido altamente téxico, viscoso, incoloro-amarillento y que presenta un punto de
ebullicién de 257 °C.

El HTF trabaja a temperaturas comprendidas entre unos 290°C, a la entrada de la linea

en la que se concentra la radiacion, y 390°C a la salida. Una mayor temperatura de

salida supondria un mayor rendimiento global de la planta, pero las caracteristicas

quimicas del fluido no hacen posible utilizarlo por encima de los 400°C: las reacciones

de degradacidon aumentan exponencialmente de velocidad, originandose hidrocarburos
2
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volatiles y pesados que modifican el comportamiento de la planta y que plantean
problemas de seguridad. Por ello, las centrales termosolares tienen limitada la
temperatura maxima de trabajo del fluido organico a unos 400°C. Ademas, requieren de
sistemas que eliminen los productos originados en la degradacion, normalmente

utilizando filtraciones y destilaciones sucesivas.

Sin embargo, y pese a que en las plantas termosolares existen muchas medidas de
control de emisiones al aire, suelo y agua, es inevitable que puedan ocurrir cierto tipo
de vertidos impredecibles e incontrolables, cuya magnitud puede variar desde unos
pocos litros en las juntas a toneladas si tuviera lugar un accidente de mayores
dimensiones. Ademdas, en ocasiones las tuberias de las centrales pierden la
hermeticidad como consecuencia de los cambios de temperatura durante la operacién
de la planta, produciéndose fugas en los codos de unién de las mismas gue contaminan

el suelo de las centrales.

Por tanto, ademds de la contaminacién del aire debido a la volatilidad de los

componentes del HTF, la matriz receptora que sufre mayor impacto es el suelo.

EI HTF tiene indices de ecotoxicidad y de toxicidad en humanos de importante magnitud.
Centrandonos en el medio ambiente, cuando sucede un derrame hay riesgos
importantes de que el HTF afecte a las poblaciones de organismos que viven en el suelo,
y eventualmente, también a los organismos acuéticos, ya que una filtracién puede dar

lugar a la contaminacién de un acuifero, por ejemplo.

El impacto ambiental del vertido de HTF se debe de forma mayoritaria al bifenilo, siendo

la ecotoxicidad del éxido de difenilo mucho menor.

Dado lo imprevisible de las pérdidas, y al hecho de que muchas veces los derrames
pueden estar muy deslocalizados, esto es, ser de poca magnitud, pero de elevado
alcance (goteos en juntas muy separadas entre si a lo largo de toda la superficie del
campo de espejos), las opciones de tratamiento del suelo contaminado deben ser lo
suficientemente flexibles para poder implementarse en distintas localizaciones y con
unos costes moderados. Asimismo, las alternativas de tratamiento deben mantener la
filosofia de las plantas termosolares: energia sostenible y soluciones amigables con el

medio ambiente.
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Sin embargo, son muy escasos los estudios en relacidén a la biodegradacion de HTF.
Hasta el momento, dichos estudios se han centrado en evaluar la degradacién de uno
de los dos componentes por separado. Asi, Gibson (Gibson ef al., 1973, Biochemical
and Biophysical Research Communications, 50(2):211-219) estudid la degradacién de
bifenilo por medio de la bacteria Befjerinckia; Dodge empled un hongo para el mismo
compuesto (Dodge et al, 1979, Biodegra, 178(1):223-230) y Fugihara describio la
capacidad de Pseudomonas aeruginosa KF702 (NBRC110665) para degradar bifenilo
(Fugihara et af, 2015; Genome Announc 3: e00517-15). También estad descrita la
biodegradacion bacteriana de difenil éter por Pseudomonas putida, la cepa SS3 de
Sphingomonas sp., y Cupriavidus sp. (Catelani ef al., 1971, Experientia, 27(10): 1173-
1174; Schmidt ef af., 1992, Appl. Environ. Microbiol., 58(9):2744-2750; Wang et al,,
2015, Environ Sci Pollut Res, DOI 10.1007/s11356-015-4854-3).

En cuanto a la mezcla de ambos compuestos, es decir, al fluido HTF, hasta el momento
ho se ha descrito ninglin microorganismo que pueda degradar simultanea y
eficientemente los dos compuestos organicos presentes en esta mezcla eutéctica. Hay
muy poco avanzado con la perspectiva de contemplar el efecto de la actividad
degradadora bacteriana en el propio HTF. Unicamente se ha descrito una bacteria del
género Pseudomonas, en particular la cepa P. oleovorans HBD2 CECT8969
(ES2641967), y un hongo, Philebia lindtneri, (Mori et al,, 2002, FEMS Microbiol Lett,
213(1): 127-31), que son de utilidad para la degradacién del fluido HTF.

Por ello, existe la necesidad de identificar microorganismos, o combinaciones de los
mismos, resistentes a los dos componentes del HTF y a sus productos de degradacion,
que sean eficaces en la utilizaciéon y, por tanto, eliminacién, simultdnea de ambos
compuestos. La aplicacién de dichos microorganismos supondria una solucién
ecologica, econdmica y eficiente para el tratamiento in sifu o biorremediacion de suelos
contaminados con HTF, como por ejemplo, en las centrales termosolares y en las

proximidades de las mismas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién supone una solucién al problema anteriormente planteado, al
proporcionar una cepa bacteriana de Enterococcus sp., aislada y caracterizada por los

inventores, que es capaz de degradar eficientemente los dos componentes del fluido

4
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calorportador HTF, es decir, bifenilo y 6xido de difenilo. Asi, dicha cepa puede ser
irrigada en las zonas contaminadas donde haya habido vertidos del citado fluido para

su biorremediacién o degradacidn in situ.

La presente invencidén propone ademas el empleo de dicha cepa de Enferococcus sp.
en combinacion, es decir, como consorcio bacteriano, con una cepa de Achromobacter
y una cepa de Pseudomonas aeruginosa, también aisladas y caracterizadas por los
inventores, en las proporciones 64,5%, 6,9% y 28,6%, respectivamente. Este consorcio
bacteriano mejora la capacidad de la cepa de Enferococcus sp. descrita en la presente
invencién para degradar los componentes del HTF (bifenilo y éxido de difenilo), por lo
gque representa también una herramienta muy Util para la biorremediaciéon de suelos

contaminados con el mismo.

Los ensayos mostrados méas adelante demuestran que la cepa de Enferococcus sp. de
la presente invencion es capaz de degradar bifenilo y 6xido de difenilo, preferiblemente
oxido de difenilo, con una mayor eficacia que otras bacterias, por ejemplo que las otras
dos cepas de Achromobactery P. aeruginosa descritas en la presente invencion, cuando
éstas se emplean de manera individual. Ademas, dichos ensayos ponen de manifiesto
que la combinacién o consorcio, en los porcentajes concretos indicados aqui, de las tres
cepas bacterianas aisladas en la presente invencién presenta una capacidad de
degradacién de bifenilo y de éxido de difenilo muy superior a la capacidad de
degradacién de dichos compuestos de cada una de estas cepas por separado e incluso
a la capacidad de degradacién de dichos compuestos por parte de una combinacién de
estas mismas cepas pero en otras proporciones diferentes a la indicada en el parrafo

anterior {ver Tabla 1 de los ejemplos).

Con el objetivo de encontrar y disefiar aguellos microorganismos y combinaciones de
los mismos mas eficientes en la degradacién de HTF, en la presente invencidén se
aislaron las tres cepas bacterianas que se describen aqui de un suelo contaminado con
HTF en territorio espafiol, posteriormente fueron cultivadas in vifro mediante un
procedimiento cuyas condiciones han sido optimizadas por los inventores para
conseguir inducir la capacidad degradadora de HTF en dichas cepas y finalmente fueron

caracterizadas.
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Las ventajas asociadas a la presente invencion son que permite la biorremediacion de
supeftficies, preferiblemente suelos, contaminados con cualquiera de los componentes
del HTF (difenil éter o 1,1 °-Bifenilo) o con la mezcla de ambos (el propio HTF), de una
manera efectiva, ecolégica y con bajo coste. Ademas, las cepas descritas en la presente
invencién se adaptan a vivir en suelos de distinta naturaleza contaminados con HTF o
con cualquiera de sus componentes, consiguiendo degradarlo in situ a un bajo coste y
a través de un procedimiento sencillo. La aplicacién de las cepas de la invencidon para
esta finalidad no plantea ninguna complicacién a nivel de infraestructuras, en particular,
no se necesita restaurar o modificar las instalaciones existentes de las plantas
termosolares, lo que permite que el tratamiento se pueda implantar de manera inmediata
en las infraestructuras existentes, y el coste de mantenimiento es minimo. Ademas, en
el proceso de biorremediacién aqui descrito no se utilizan reactivos toxicos ni sistemas
dque consuman energia, ya que es la propia actividad de las bacterias la que permite la
degradacién eficaz del HTF. Por dltimo, las cepas de la presente invencién admiten una
gran versatilidad en sus aplicaciones en biorremediacion de suelos contaminados con
HTF o con cualquiera de sus componentes, pudiéndose aplicar tanto en pequefios

derrames del fluido (goteos) como en zonas contaminadas de mayor magnitud.

Por todo ello, un primer aspecto de la invencién se refiere a una cepa bacteriana de
Enterococcus sp. aislada y depositada en la Coleccidén Espafiola de Cultivos Tipo con
el nimero de deposito CECT30012 (también llamada HTF1).

Otro aspecto de la invencién se refiere a una cepa bacteriana de Achromobacter sp.
aislada y depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo con el nimero de
depdsito CECT30013 (también llamada HTF2).

Otro aspecto de la invencién se refiere a una cepa bacteriana de Pseudomonas
aeruginosa aislada y depositada en la Coleccién Espafiola de Cultives Tipo con el
numero de depédsito CECT30014 (también llamada HTF3).

Como se ha indicado anteriormente, estas tres cepas, de ahora en adelante “cepas
bacterianas de la invencidén” o “cepas de la invencién”, han sido aisladas de un suelo
contaminado con HTF en territorio espafiol y depositadas el 19 de noviembre de 2019
bajo el Tratado de Budapest en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo como Autoridad

Internacional de Depésito (con sede en el Edificio 3 CUE, Parc Cientific Universitat de
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Valencia, C/ Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna (Valencia) ESPANA).

Dentro del alcance de la presente invencion también estan contempladas aquellas
bacterias que derivan de las cepas bacterianas de la invencién y éstas pueden formar
parte de la composicién o consorcio bacteriano descrito posteriormente como alternativa
a las cepas especificamente indicadas, siempre y cuando conserven la capacidad de
degradar HTF o cualquiera de sus componentes. Ejemplos de bacterias derivadas de
las cepas bacterianas especificamente indicadas en la invencién pueden ser mutantes
y organismos modificados genéticamente que presenten variaciones en su genoma
respecto al genoma de las cepas descritas en la invencién, pero donde dichas
variaciones no afectan a la capacidad de las cepas de degradar HTF o cualguiera de
sus componentes. Las bacterias derivadas de las cepas bacterianas de la invencion
pueden producirse de forma natural o de forma intencionada por métodos de
mutagénesis conocidos en el estadoe de la téchica como, por ejemplo, pero sin limitarse,
el crecimiento de la cepa original en presencia de agentes mutagénicos o causantes de
estrés o mediante ingenieria genética dirigida a la mutacién o mutaciones deseada/s.
También se contemplan organismos genéticamente modificados derivados de las cepas
bacterianas de la invencién que conservan su capacidad de degradar HTF o cualquiera
de sus componentes y, por lo tanto, de ser usados en el tratamiento ¢ biorremediacién
de superficies, preferiblemente suelos, contaminados con dicho fluide o con cualquiera
de sus componentes. Un ensayo para comprobar si un microorganismo tiene capacidad
de degradar HTF o cualquiera de sus componentes se describe en los ejemplos que

acompafian a la presente descripcién.

Por otro lado, dentro de la presente invencién también se contemplan los componentes
celulares, extractos, metabolitos, compuestos bioactivos y/o moléculas secretadas por
cualquiera de las cepas bacterianas de la invencion o por el cocultivo de las mismas,
asi como las composiciones gque comprenden dichos elementos y los usos de los
mismos para el tratamiento o biorremediacién de superficies, preferiblemente suelos,

contaminados con HTF o con cualquiera de sus componentes.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un cultivo bacteriano puro, extracto o
compuesto bioactivo que comprende cualquiera de las cepas bacterianas de la

invencién, preferiblemente la cepa de Enferococcus sp. CECT30012.



10

15

20

25

30

35

ES 2841973 Al

Los “compuestos bioactivos” son productos obtenidos a partir de las cepas de la
presente invencion, tanto sus componentes extracelulares como intracelulares. Dentro
de dichos compuestos bioactivos se podrian incluir, pero sin limitarnos, componentes
de la pared celular (como, por ejemplo, peptidoglicanos), acides nucleicos, acidos
organicos e inorganicos, componentes de la membrana u otros, como proteinas,
péptidos, aminoacidos, enzimas, lipidos e hidratos de carbono y sus combinaciones
(como lipoproteinas, glicolipidos o glicoproteinas), vitaminas, sales, minerales, etc.
También cualquier molécula producida ¢ modificada por la bacteria, y/o secretada o
liberada al exterior, como consecuencia de su actividad metabdlica, durante su

crecimiento, su uso en procesos tecnolégicos o durante su almacenamiento.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion, de ahora en adelante
“composicion de la invencién”, que comprende cualquiera de las cepas bacterianas de
la invencién, preferiblemente la cepa de Enferococcus sp. CECT30012, o el cultivo
bacteriano puro, extracto o compuesto bioactivo que comprende cualquiera de las cepas

bacterianas de la invencién, preferiblemente la cepa de Enterococcus sp. CECT30012.

En una realizacién preferida, esta composicién de la invencion ademas comprende un

vehiculo y/o excipiente bioldgicamente aceptable.

El vehiculo o excipiente bioldégicamente aceptable puede ser de origen natural o artificial,
y debe ser compatible con el mantenimiento in vitro y almacenamiento de las cepas
bacterianas de la invencidn, es decir, no debe comprometer su viabilidad y

funcionalidad. Preferiblemente, el excipiente biolégicamente aceptable es alginato.

En otra realizaciéon preferida, la composicién de la invencién comprende la cepa de
Enterococcus sp. CECT30012, o el cultivo bacteriano puro, extracto o compuesto
bioactivo que comprende dicha cepa, y ademas la cepa bacteriana de Achromobacter
sp. CECT30013 y la cepa bacteriana de Pseudomonas aeruginosa CECT30014, donde
la proporcion de cada una de las cepas en la composicién, con respecto a la cantidad
total de cepas bacterianas presentes en la composicién, es de 6,9% de Achromobacter
sp. CECT30013, 64,5% de Enterococcus sp. CECT30012 y 28,6% de Pseudomonas
aeruginosa CECT30014.

La composicién de la invencidn que comprende las cepas de Achromobacter sp.

8



10

15

20

25

30

35

ES 2841973 Al

CECT30013, Enterococcus sp. CECT30012 v P. aeruginosa CECT30014 en los citados
porcentajes ha demostrado ser la méas eficiente en la degradacién de los dos
componentes del fluido calorportador HTF de entre todas las cepas ensayadas
individualmente y de entre todas las combinaciones de dichas cepas ensayadas en

distintos porcentajes (ver Tabla 1 de los ejemplos mostrados méas adelante).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de cualquiera de las cepas bacterianas de
la invencién, preferiblemente de la cepa Enferococcus sp. CECT30012, del cultivo
bacteriano puro, extracto o compuesto bioactivo que comprende cualquiera de las cepas
bacterianas de la invencion, preferiblemente la cepa Entferococcus sp. CECT30012, o
de la composicién de la invencién, para la degradacién, preferiblemente in situ, de
bifenilo (1, 1"-Bifenilo), de 6xido de difenilo (difenil éter) o de ambos (HTF).

Por “degradacién de HTF”, se entiende la degradacién simultdnea de los dos

compuestos organicos presentes en esta mezcla eutéctica (bifenilo y 6xido de difenilo).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de cualquiera de las cepas bacterianas de
la invencién, preferiblemente de la cepa Enterococcus sp. CECT30012, del cultivo
bacteriano puro, extracto o compuesto bioactivo que comprende cualquiera de las cepas
bacterianas de la invencién, preferiblemente la cepa Enferococcus sp. CECT30012, o
de la composicién de la invencién, para la biorremediacién, tratamiento o
descontaminacién de supeftficies, preferiblemente suelos o agua, méas preferiblemente

suelos, contaminadas con bifenilo (1, 1°-Bifenilo), éxido de difenilo (difenil éter) o ambos

(HTF).

Se entiende por “superficie” cualguier medio liquido, por ejemplo, agua, o sélido, por
ejemplo, suelo, contaminados con HTF o con cualquiera de sus componentes quimicos

(bifenilo y éxido de difenilo).

Se entiende por “biorremediacion” o “biocorreccién” el empleo de organismos vivos, en
el contexto de la presente invencion las cepas de la invencion solas o en combinacion,
o sus cultivos puros, extractos o compuestos bioactivos, para eliminar, degradar o
neutralizar contaminantes del suelo o del agua. Se refiere al uso de estos elementos
directamente en el foco de la contaminaciéon, mediante su inoculacion al medio

contaminado que se pretende tratar.
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Otro aspecto de la invencién se refiere a un método o procedimiento, de ahora en
adelante “primer método de la invencién”, para la biorremediacién, tratamiento o
descontaminacién de superficies, preferiblemente suelos o agua, mas preferiblemente
suelos, contaminadas con bifenilo (1, 1°-Bifenilo), éxido de difenilo (difenil éter) o ambos

(HTF), que comprende las siguientes etapas:

a. cultivar cualquiera de las cepas bacterianas de la invencién, preferiblemente la
cepa Enferococcus sp. CECT30012, el cultivo bacteriano puro, extracto o
compuesto bioactivo que comprende cualquiera de las cepas bacterianas de la
invencién, preferiblemente la cepa Enferococcus sp. CECT30012, o la
composicién de la invencién, preferiblemente hasta alcanzar una densidad de al
menos 0,2 x 10° UFC/ml, mas preferiblemente entre 0,5 x 10°y 1 x 10° UFC/m,
Y

b. dispensar, preferiblemente por irrigacién, en la superficie, preferiblemente suelo,

contaminada a tratar el cultivo obtenido tras la etapa (a).

En la etapa (a) de este procedimiento el cultivo se debe llevar a cabo en un medio
nutriente adecuado que tenga los componentes de HTF, es decir, bifenilo y éxido de
difenilo, como Unica fuente de carbono, y en unas condiciones que favorezcan el
crecimiento de las bacterias de la invencién. Asi, preferiblernente las condiciones de
dicho cultivo son entre 20-30°C de temperatura, mas preferiblemente 22°C, con
agitacion orbital constante entre 120y 250 r.p.m., ¥ la presencia de un medio de cultivo
constituido por una concentracién minima de sales y HTF en proporcién de al menos
10% (vol/vol).

Este procedimiento se puede aplicar directamente en, por ejemplo, superficies
contaminadas en centrales termosolares en las que se utilice HTF como fluido

caloportador (la mayoria de las centrales termolosclares en el mundo).

En otra realizacion preferida de este procedimiento, la irrigacion de la etapa (b) se lleva

a cabo en una relacién de 5 ml de cultivo por gramo de suelo.

Como se ha explicado anteriormente, las cepas bacterianas de la invencién, tras su
aislamiento, fueron cultivadas bajo unas condiciones que favorecen la actividad

degradadora de HTF. Asi, otro aspecto de la invencién se refiere a un método o
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procedimiento, de ahora en adelante "segundo método de la invencidén”, para la
produccién de microorganismos, preferiblemente bacterias, Utiles para la degradacion

de bifenilo, de éxido de difenilo o de ambos (HTF), que comprende las siguientes etapas:

a. aislar una muestra de agua o suelo, preferiblemente de 1g de suelo,
contaminada con bifenilo, dxido de difenilo o ambos,

b. cultivar la muestra aislada en la etapa (a) en un medio de cultive en presencia
de bifenilo, de dxido de difenilo o de ambos, a una temperatura de entre 20 y
30°C y con agitacion orbital entre 120 y 250 r.p.m., preferiblemente 120 r.p.m.,

c. realizar una o mas transferencias del cultivo de la etapa (b) a medios frescos en
los gque se va reduciendo progresivamente la cantidad de medio de cultivo,
preferiblemente sustituyéndolo por un medio minimo de sales, y se mantiene la
cantidad de bifenilo, éxido de difenilo o ambos, con el objeto de conseguir
microorganismos que sean capaces de crecer en estos componentes y utilizarlos
como Unica fuente de carbono,

d. repetir la etapa (c) hasta que el medio de cultivo sea eliminado por completo,

e. inocular el cultivo obtenido tras la etapa (d) en un medio, preferiblemente en una
muestra de suelo, comprendiendo una concentracién conocida de bifenilo, éxido
de difenilo o ambos, y

f. analizar qué concentracién de bifenilo, éxido de difenilo o ambos ha

desaparecido tras la etapa (e).

En una realizacion preferida de este segundo procedimiento, el medio de cultivo de la

etapa (b) es Luria Bertani (medio LB).

En una realizacién mas preferida, el medio de cultivo de la etapa (b) comprende bifenilo
y 6xido de difenilo a una concentracién de al menos un 10% con respecto al volumen

total del medio (vol/vol).

En otra realizacion preferida, las transferencias del cultivo en la etapa {(c) se realizan con

una frecuencia semanal.

En otra realizacién preferida, la reduccion progresiva de la cantidad de medio de cultivo
en la etapa (c) se consigue eliminando un 10% de medio de cultivo en cada transferencia

y sustituyéndolo por un medio minimo de sales.

11
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Las etapas (e) y (f) tienen como objeto comprobar que el/los microorganismo/s
presentes en el cultive obtenido tras la etapa (d) no solo son resistentes a los
componentes del HTF sino que también son capaces de degradarlo. Para ello,
preferiblemente, se compara el porcentaje de biodegradacion en medios contaminados
con HTF e inoculados con el cultivo resultante de la etapa (d) frente a un control (medio
contaminado con la misma cantidad de HTF, pero sin la inoculacién de dicho cultivo) y
se analiza la concentracion de los dos componentes del HTF al inicio del experimento

(t=0) y a tiempo t (siendo t entre 7-15 dias).

En otra realizacidon preferida, el analisis de la etapa (f) se realiza transcurridos entre 7 y

15 dias del indcule de la etapa (e), preferiblemente 15 dias.

En otra realizacién preferida del segundo procedimiento de la invencién, se realizan
paralelamente uno o varios controles negativos consistentes en medios, preferiblermente
muestras de suelo, comprendiendo la misma concentracién de bifenilo, 6xido de difenilo
o ambos que el medio empleado en la etapa (e), pero donde no se inocula el cultivo
obtenido tras la etapa (d). Posteriormente, se analiza la concentracién de bifenilo, éxido
de difenilo o ambos que ha desaparecido en estos controles negativos y se compara

con la obtenida en la etapa (f).

Si finalmente se comprueba que la concentracién de HTF en los experimentos
inoculados es significativamente inferior a la obtenida en el control negative, se concluye
que el cultivo empleade y obtenido tras la etapa (d) comprende microorganismos

capaces de degradar HTF y se procedera al aislamiento e identificacién de los mismos.

Posteriormente, se podra opcionalmente proceder a determinar qué namero de células,
o volumen de cultivo, es necesario adicionar por gramo o kg o litro de superficie
conhtaminada para una biorremediacién eficiente. El tamafio de los indculos, esto es, la
relacién entre el nimero de células (o unidades formadoras de colonias —UFC-) por
unidad de peso de suelo (ejemplo, n® de células/g suelo) o litro de agua, variara en

funcién del grado de contaminacién de la superficie a tratar.

Alo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para

los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
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desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende gque sean

limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los
inventores que ponen de manifiesto la efectividad de las cepas de la invencién y su

combinacién (consorcio) en la degradacién de HTF.

EJEMPLO 1. OBTENCION DE BACTERIAS RESISTENTES A BIFENILO Y OXIDO DE
DIFENILO {(HTF).

La primera parte de la invencidén consistié en la obtencién de bacterias resistentes a
bifenilo y éxido de difenilo (HTF). Para ello, se tomé una muestra de en tornoa 1 g de
suelo contaminado con HTF y se transfirié a 100 ml de un medio de cultivo preparado
con medio LB (medio Luria Bertani), que es un medio generalista para el crecimiento de
bacterias heterétrofas cuya composicion es: 10 g/l de peptona; 5 g/l de extracto de
levadura y 10 g/l de NaCl, a pH 7. Ademds, se adicioné un 10% (vel/vol) de HTF. Este
cultivo se mantuvo en agitacién orbital a 120 r.p.m. y temperatura ambiente (22°C

aproximadamente).

Cuando se comprobd, al cabo de una semana aproximadamente, que habia habido
crecimiento de bacterias resistentes a los componentes del HTF en estas condiciones,
se transfirio un 10% de este cultivo a un nuevo medio en el que la proporcion de LB se
habia reducido en un 10%, dejando de nuevo que el cultivo prosperase. El volumen de
LB eliminado se sustituyé por un medio minimo de sales. Este proceso se repitié
sucesivamente hasta conseguir eliminar el LB y el cultivo final se preparé con un medio

minimo de sales y HTF al 10%, exclusivamente.

A continuacion, se comprobé que las bacterias asi obtenidas eran capaces de degradar
los componentes del HTF y transformar el bifenilo y éxido de difenilo a compuestos
sencillos de carbono (CO;) y compuestos que las bacterias puedan asimilar. Para
comprobar esta capacidad de biodegradacién, se prepararon cultivos de concentracion

conocida de HTF y se analizé qué concentracién de HTF habia desaparecido en cultivos
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inoculados al cabo de un periodo de entre 7-15 dias en comparacién con controles sin
inéculo. En el caso de gue la degradacién no fuera efectiva deberia comenzarse de

nuevo con la obtencién de nuevas muestras de suelo.

EJEMPLO 2. ENSAYO DE BIORREMEDIACION DE CONTAMINACION POR HTF.

Se procedio a inocular una disolucion preparada con HTF al 10% con el cultivo final
obtenido en el Ejemplo 1. El tamafio del indculo inicial fue de 1.000.000 células/mil.
Paralelamente, se preparé otra disolucién similar pero sin bacterias. Se tomaron
muestras de cada una de las disoluciones y se congelaron a la espera de su posterior

ahalisis.

Al cabo de 15 dias se tomaron sendas muestras de cultivo y control y se procedié a
analizar la concentracién de bifenilo y éxido de difenilo en estos cultivos y en los
preservados por congelacion (representativos del tiempo t = 0). Asi, se comprobd que
el cultivo era capaz de eliminar la concentracién de bifenilo y de éxido de difenilo con

una eficacia del 95 y 92%, respectivamente.

Una vez comprobada la capacidad del cultivo para resistir y degradar HTF se procedié
a la identificacién de las especies bacterianas presentes en el mismo mediante la
secuenciacién del gen ARNr 16S, resultando que el cultivo estaba formado por cepas
de Achromobacter sp., Enterococcus sp. y Pseudomonas aeruginosa, las cuales fueron

depositadas bajo el Tratado de Budapest como se ha indicade anteriormente.

Posteriormente, se realizé un indéculo con el cultivo de la invencién en un suelo
cohtaminado atificialmente con 20.000 mg/l de HTF. La simulacién se hizo en un
volumen de 1 m? de suelo. Se adicionaron 5 ml de cultivo/g de suelo que contenian 10°
UFC/g suelo, mediante un sistema de irrigacién. Se tomé una muestra de suelo antes
de realizar el inéculo y una vez adicionado éste, se dejé actuar a las bacterias por un
periodo de 15 dias, al cabo de los cuales se tomé una muestra de suelo nuevamente,
encontrandose que el porcentaje de eliminacién de bifenilo y de 6xido de difenilo fue de

97 y 94%, respectivamente.

EJEMPLO 3. ENSAYO PARA IDENTIFICAR LAS BACTERIAS MAS EFECTIVAS EN
LA BIORREMEDIACION DE CONTAMINACION POR HTF.
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Finalmente, se realizé un ensayo para evaluar el porcentaje de degradacion de los

compuestos 1,17- Bifenilo y difenil éter usando:

Unicamente la cepa de Enterococcus sp. obtenida en los ejemplos previos y
depositada en la CECT bajo el nimero de acceso CECT30012.

- Unicamente la cepa de Achromobacter sp. obtenida en los ejemplos previos y
depositada en la CECT bajo el numero de acceso CECT30013.

- Unicamente la cepa de Pseudomonas aeruginosa obtenida en los ejemplos

previos y depositada en la CECT bajo el niimero de acceso CECT30014.

- Consorcio bacteriano comprendiendo Achromobacter sp. CECT30013,
Pseudomonas aeruginosa CECT30014 vy Enterococcus sp. CECT30012 en
diferentes proporciones para determinar cuél de las combinaciones era la mas

eficaz.

Para los experimentos se partié de un medio (el mismo que se utilizé en los ejemplos
previos) comprendiendo un medio minimo de sales y una concentracion de HTF al 10%
(vol/vol). Posteriormente, se prepararon los cultivos indicados en la Tabla 1 mas abajo
(todos con 100 ml de este medio y un indculo de 1.000.000 células/ml). Los cultivos se
rmantuvieron en agitacién orbital a 120 r.p.m y a 30°C. Los resultados mostrados en la

Tabla 1 corresponden a la biodegradacion de HTF a los 15 dias.

Tabla 1:
Bacterias Achromobacter | Enferococcus | P % %
presentes en | sp. sp. aerugincsa | degradacion | degradacion
el cultivo CECT30013 CECT30012 | CECT30014 | de bifenilo de oéxido de
difenilo

% de cada | 6,9 64,5 28,6 83 20
cepa en el |80 10 10 27 7
consorcio 10 80 10 34 67

10 10 80 24 31
Monocultivos | 100 0] 0] 23 11

0 0 100 26 18
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0 100 o] 48 77

Se pudo comprobar que el monocultivo formado exclusivamente por Enterococcus sp.
CECT30012 es el que mejor resultados proporciond de entre todos los monocultivos
ensayados, y que el consorcio que mejor funcioné fue aquel que estaba formado por la
combinacién de Achromobacter sp. CECT30013, Enferococcus sp. CECT30012 y
Pseudomonas aeruginosa CECT30014 en proporciones 6,9%; 645% y 28,6%,
respectivamente, es decir, un consorcio en el que predominaba la presencia de
Enterococcus sp. CECT30012.

El consorcio que peor funciond fue aquel en el que predominaba la especie
Achromobacter. Cuando la especie que predominaba era Pseudomonas, se obtuvieron

unos rendimientos intermedios.
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REIVINDICACIONES

Una cepa bacteriana de Entferococcus sp. aislada y depositada en la Coleccién

Espaficla de Cultivos Tipo con el nimero de depésito CECT30012.

Un cultivo bacteriano puro, extracto o compuesto bioactivo que comprende la cepa

segln la reivindicacion 1.

Una composicién que comprende la cepa segun la reivindicacién 1, o el cultivo

bacteriano puro, extracto o compuesto bicactivo segln la reivindicacion 2.

La composicién segun la reivindicacion 3, que ademas comprende un vehiculo y/o

excipiente biolégicamente aceptable.

La composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 3 ¢ 4, que ademas
comprende una cepa bacteriana de Achromobacter sp. depositada en la Coleccidn
Espaficla de Cultivos Tipo con el namero de depédsito CECT30013 y una cepa
bacteriana de Pseudomonas aeruginosa depositada en la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo con el nimero de depdsito CECT30014, donde la proporcidén de cada
una de las cepas en la composicién, con respecto a la cantidad total de cepas
bacterianas presentes en la composicidén, es de 69% de Achromobacter sp.
CECT30013, 64,5% de Enterococcus sp. CECT30012 y 28,6% de Pseudomonas
aeruginosa CECT30014.

Uso de la cepa segun la reivindicacidn 1, del cultive bacteriano puro, extracto o
compuesto bioactivo segun la reivindicacién 2 o de la composicién segun cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 5 para la degradacion de bifenilo, de oxido de difenilo o

de ambos.

Uso de la cepa segun la reivindicacion 1, del cultivo bacteriano puro, extracto o
compuesto bioactivo segun la reivindicacién 2 o de la composicién segun cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 5 para la biorremediacion de suelos contaminados con

bifenilo, éxido de difenilo o ambos.

8. Método para la biorremediacién de suelos contaminados con bifenilo, éxido de
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difenilo o ambos, que comprende las siguientes etapas:

a. cultivar la cepa segun la reivindicacién 1, el cultivo bacteriano puro, extracto o
compuesto bioactivo segun la reivindicacion 2 o la composicién segun cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 5, preferiblemente hasta alcanzar una densidad de al
menos 0,2 x 102 UFC/ml, y

b. irrigar la superficie del suelo contaminado a tratar con el cultivo obtenido tras la

etapa (a).

El método segun la reivindicacion 8, donde la irrigacion de la etapa (b) se lleva a

cabo en una relacién de 5 ml de cultivo por gramo de suelo.

Método para la producciédn de microorganismos Utiles para la degradacién de

bifenilo, de éxido de difenilo o de ambos, que comprende las siguientes etapas:

a. aislar una muestra de agua o suelo contaminada con bifenilo, éxido de difenilo o
ambos,

b. cultivar la muestra aislada en la etapa (a) en un medio de cultivo en presencia
de bifenilo, de 6xido de difenilo o de ambos, a una temperatura de entre 20 y
30°C y con agitacion orbital entre 120 y 250 r.p.m.,

c. realizar una o mas transferencias del cultivo de la etapa (b) a medios frescos en
los que se va reduciendo progresivamente la cantidad de medio de cultivo y se
mantiene la cantidad de bifenilo, éxido de difenilo o0 ambos,

d. repetir la etapa (c) hasta que el medio de cultivo sea eliminado por completo,

e. inocular el cultivo obtenido tras la etapa {d) en un medio comprendiendo una
concentracién conocida de bifenilo, éxido de difenilo 0 ambos, y

f. analizar qué concentracién de bifenilo, éxido de difenilo o ambos ha

desaparecido tras la etapa (e).

El método segun la reivindicacion 10, donde el medio de cultivo de la etapa (b) es

Luria Bertani.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, donde el medio de
cultivo de la etapa (b) comprende bifenilo y éxido de difenilo a una concentracién de

al menos un 10% con respecto al volumen total del medio.

18
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13. El método seguin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, donde las transferencias

del cultive en la etapa (¢) se realizan con una frecuencia semanal.

14. El método segulin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, donde la reduccién
5 progresiva de la cantidad de medio de cultivo en la etapa (¢) se consigue eliminando

un 10% de medio de cultivo en cada transferencia.
15. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, donde el anélisis de la

etapa (f) se realiza transcurridos entre 7 y 15 dias del inéculo de la etapa (e).
10
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