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   "Souvenez-vous que dans les champs de l'observation le 
hasard ne favorise que les esprits préparés”. 

 Louis Pasteur. 

 

“La vida puede ser maravillosa...”  

Andrés Montes.  
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1. RESUMEN 
TÍTULO:  

Microalgas y elementos químicos clave en la industria energética: 

I. El caso del litio: captura y fraccionamiento. 

II. Diversidad y adaptación exitosa: el caso del uranio. 

 

INTRODUCCIÓN 
La actividad humana ha creado disrupciones en los sistemas terrestres. Hay una gran 
pérdida de biodiversidad, acidificación de masas de agua, eutrofización y 
calentamiento global. Los cambios son tales que se ha acuñado el término 
“Antropoceno” para aludir al tiempo geológico 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 
ecológica. Además, suponen una gran ayuda a la hora de intentar paliar los efectos del 
calentamiento global al ser capturadores de dióxido de carbono. Desde la Revolución 
Industrial, la Humanidad ha emitido a la atmósfera cantidades ingentes de carbono, 
provocado por la quema de combustibles fósiles para obtener energía, y que ha 
originado desequilibrios que están desembocando en el calentamiento global. En la 
actualidad, se está apostando por la eliminación de los combustibles fósiles en la 
generación eléctrica y la movilidad, lo que no obstante lleva aparejado un incremento 
en la utilización de ciertos elementos químicos, como el uranio y el litio. Estos 
elementos cuentan a su vez con problemas medioambientales. El uranio es necesario 
para la energía nuclear de fisión, una fuente de energía eficiente y de bajas emisiones 
de CO2. Pero la minería y el procesamiento del uranio producen largas masas de agua 
ácida tóxica, creando ambientes extremos al aire libre. El litio es un elemento clave en 
la fabricación de baterías, pero también en el desarrollo de la energía nuclear de 
fusión. Sin embargo, serán 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 isotópico que hagan el 
proceso de obtención del isótopo 6Li más eficiente y sostenible, donde las microalgas 
podrían tener un papel protagonista dada su amplia utilidad biotecnológica. 
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OBJETIVOS 
Observar las características físicas y químicas de las aguas residuales de la minería de 
uranio y su relación con la diversidad de especies fitoplanctónicas, así como evaluar los 
mecanismos y la capacidad de adaptación de especies mesófilas a estos ambientes 
antropogénicos extremos. 

Evaluar la capacidad de capturar litio y separar sus isótopos (6Li y 7Li) por parte de 
microalgas clorofitas y valorar su posible uso y potencial biotecnológico. 

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

Se estudió la adaptación de tres cepas de microalgas originarias de ambientes 
prístinos, Dictyopshaerium chlorelloides (DC1M), y Chlamydomonas reinhardtii A y B, a 
cinco de estas aguas residuales de minería de uranio, mediante el uso de un 
biorreactor semi-continuo basado en el quemostato diseñado por Novick y Szilard, y el 
muestreo periódico y exposición al agua tóxica. Así, se puede estudiar la aparición y 
mantenimiento en las poblaciones de mutaciones que confieran resistencia a las aguas 
tóxicas del estudio. 

Para valorar la capacidad de las clorofitas para capturar y fraccionar isótopos 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 centrifugación y análisis de los pellets a un 
tiempo diferente: tras la inoculación, 3 días después, 12 días después y tras 27 días. Las 
relaciones isotópicas obtenidas se compararon con un control químico para 
determinar el nivel de fraccionamiento. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Las aguas residuales de minería de uranio del estudio presentaron niveles de 
biodiversidad bajos, así como niveles de pH en torno a 5 o inferiores, salvo la charca de 
Castelejo. Las concentraciones de metales analizados variaron según la charca. Todas 
las aguas estudiadas resultaron más tóxicas que la charca prístina control. Las tres 
cepas utilizadas en el experimento del biorreactor se aclimataron al medio creado con 
las aguas de Mortórios y Castelejo, mientras que la adaptación a los medios de Quinta 
do Bispo y Saelices requirió de mutaciones aparecidas durante el experimento. No se 
observó adaptación al medio creado con agua de la charca de Villavieja. 
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El ensayo con el litio mostró 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 
días, pero observando también una desorción de litio después del contacto inicial. En 
cuanto al fraccionamiento, se mostró posible y se alcanzaron algunas cifras de 
enriquecimiento muy altas, la máxima δ6=85,39 con Desmodesmus sp. Este 
enriquecimiento es mayor que el obtenido con otros métodos de enriquecimiento de 
litio propuestos, además de haberse obtenido con cepas que no tuvieron contacto 
previo con litio y en condiciones no optimizadas. Procesos de mejora genética y la 
búsqueda de las mejores condiciones ambientales para capturar el litio y fraccionar los 
isótopos podrían lograr que el proceso fuera aún más eficiente. 

CONCLUSIONES 
La biodiversidad de microorganismos fotosintéticos es baja en las charcas de aguas 
residuales de minería de uranio, aunque el experimento en el biorreactor semi-
continuo desveló una posible vía de adaptación gracias a mutaciones pre-existentes. 

El cultivo de microalgas puede ser un método de captura de litio desde matrices 
líquidas, pero también serviría para fraccionar isótopos de litio, lo que abriría la puerta 
a la biotecnología 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 6Li 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 (6Li and 7Li) 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 reinhardtii 
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 Mortórios 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 δ6=85.39 with 
Desmodesmus sp. This enrichment is greater than the obtained with other proposed 
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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. 
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3. INTRODUCCIÓN 
3. 1 Eras geológicas de la Tierra 

La Tierra se estima que tiene una edad en torno a 4.600 millones de años. Para 
estudiar los diferentes eventos que han tenido lugar desde entonces, se realiza una 
división en eones, cuya separación vendría determinada por eventos naturales de 
relevancia geológica o biológica. Estos eones son, en orden del más remoto al más 
actual, el Hádico, el Arcaico, el Proterozoico y el Fanerozoico. En este último es donde 
se ha desarrollado la mayoría de la vida animal, y su inicio viene determinado grosso 
modo por la aparición de pequeños fósiles con concha. A su vez, los eones se 
subdividirían en eras. Las eras establecidas que dividen el eón Fanerozoico son el 
Paleozoico, Mesozoico y el Cenozoico. Sin embargo, dentro de esta última y actual era 
del Cenozoico, hay quienes sugieren que debería crearse una nueva división geológica 
llamada Antropoceno, caracterizada porque el evento inicial no es natural sino 
antrópico 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 biológicos. La agricultura, ganadería, la quema de 
bosques, la industrialización, la urbanización o la construcción de presas, entre otros, 
son grandes motores de estos cambios [2]–[7]. En los últimos decenios, además, se 
han incluido nuevos cambios que agravan la situación como el uso de fertilizantes [8]. 
Aunque el principal motor del cambio es el aumento en la extensión de ciudades, 
zonas industriales, campos de cultivo y exigencias energéticas que han aumentado 
esta modificación del terreno. Además de cambios locales, el calentamiento global 
antropogénico está 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 biológica junta 
existente [9]. 

3.1.1 Características del cambio global 

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

• Incremento de temperatura 

La temperatura global está 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 física terrestre, destacando el aumento de los fenómenos climáticos extremos tales 



 INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________ 
 

_____________________________________________________________________________
16 

 

como tormentas torrenciales, olas de calor o sequías [11]. También aumentará el nivel 
del mar a causa del derretimiento de hielo polar y glacial y la expansión 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 estratificación de las aguas y reducción en el 
oxígeno disuelto, además de favorecer eventos climáticos extremos como tormentas y 
ciclones [15]. 

• Acidificación de los océanos 

Los océanos actúan como sumidero del CO2 atmosférico a través de una reacción de 
equilibrio con HCO-3. Desde un punto de vista del calentamiento global, este efecto 
resulta beneficioso al absorber grandes cantidades de CO2 atmosférico, el gas de 
efecto invernadero con más relevancia en la actualidad, lo que contribuye al control de 
la temperatura. Sin embargo, origina un aumento en la concentración de H+ en los 
océanos que provoca cambios físico-químicos, influyendo también en la biología de los 
organismos marinos [15]. Cabe destacar también que el aumento de la temperatura 
oceánica  disminuye la capacidad de absorción de CO2 [16]. 

• Eutrofización de aguas dulces 

Como eutrofización se conoce al exceso de producción primaria causado por un 
incremento de nutrientes en el agua, principalmente nitrógeno y fósforo [17]. La 
biomasa originada eventualmente muere, aprovechando la materia orgánica 
organismos que la degradan y, a su vez, consumen el oxígeno disuelto en el agua. La 
eutrofización acarrea situaciones como pérdida de biodiversidad, muerte de peces o 
floraciones de cianobacterias tóxicas [18]–[20]. Además, 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 podría darse de forma natural, la actividad humana ha 
exacerbado este fenómeno, e.g [22], [23]. Las causas principales son la escorrentía de 
residuos de la industria agropecuaria [24] y de la vida humana en las grandes áreas 
urbanizadas [25]. 

• Destrucción de hábitats 

El ser humano actual tiene un tamaño de población muy grande, requiriendo de 
amplias extensiones de terreno para poder llevar a cabo su modo de vida. Estas 
actividades humanas incrementan la presión sobre otros hábitats, causando su 
destrucción. En la actualidad, más del 38% de la tierra emergida libre de hielo en 
nuestro planeta se utiliza como pastos o cultivos agrícolas. Se trata de la actividad 
humana que más superficie ocupa. En los últimos años su extensión está aumentando 
en zonas tropicales, donde se encuentra la mayor diversidad de especies [26]. La 
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destrucción de hábitats también ocurre por otras actividades humanas como la 
minería, la extracción de hidrocarburos [27], extensión de áreas urbanas, 
contaminación o incendios forestales, entre otros; o por efecto humano indirecto, 
como el blanqueamiento de los corales o derretimiento de áreas polares por el 
calentamiento global. Las especies presentes en hábitats destruidos se enfrentan a la 
extinción o a migraciones forzadas. 

• Pérdida de diversidad 

Un concepto estrechamente ligado al término Antropoceno es el de “Sexta Gran 
Extinción”, también conocida como “Extinción masiva del Holoceno”. Según Ceballos y 
col. [28], en la actualidad, la tasa de extinción de vertebrados es más de 100 veces 
mayor que las tasas precedentes. Entre las causas humanas de la pérdida de 
biodiversidad se encuentran la pérdida y/o fragmentación de hábitats [29], [30], 
sobreexplotación [29], contaminación [31], introducción de especies foráneas [32]–
[34], cambio climático [35] y extinciones secundarias (revisado en Brodie y col. [36]), 
entre otros.  

La ocupación de grandes zonas y su transformación en zonas agrícolas o ganaderas 
determina la sustitución de la diversidad de los ecosistemas por la implantación de 
grandes áreas de monocultivos para la producción intensiva de alimentos. En estas 
zonas, además de técnicas como la labranza destinadas a eliminar especies no 
productivas, se suelen utilizar pesticidas que reducen aún más 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 número mínimo de agentes para poder 
mantenerse en equilibrio y tener mayor resistencia y resiliencia ante injerencias 
externas. Como comentó Miguel Delibes de Castro, “las flores no podrían ser flores si 
no hubiera insectos que las polinizaran, y son así porque atraen a los polinizadores. A 
su vez, los insectos pueden vivir porque las flores les dan de comer, y así 
indefinidamente” [37]. La vida es interdependiente y la desaparición de uno o varios 
de sus agentes puede causar cambios en el resto del ecosistema, la mayoría de las 
veces de forma impredecible dado el escaso conocimiento actual en comparación con 
la vastedad de especies vivas. 

3.2 Biosfera  

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

3.2.1 Producción primaria 
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El funcionamiento de la biosfera comienza con los productores primarios. 
Prácticamente toda la energía que llega a todos los estratos vivos procede en su inicio 
de la energía solar captada por los organismos fotosintéticos gracias a moléculas como 
la clorofila, con excepciones como los organismos quimiótrofos. El resto de seres vivos 
dependen de las moléculas orgánicas creadas por los productores primarios, por lo 
tanto los productores primarios también representan el eslabón inicial en la cadena 
trófica. 

Los organismos fotosintéticos convierten la energía presente en los fotones en energía 
almacenada en moléculas de ATP y NADPH+. A su vez, los organismos fotosintéticos 
crean moléculas orgánicas a través del ciclo de Calvin, formando glucosa partiendo de 
carbono inorgánico (CO2 presente en la atmósfera o disuelto en agua), agua y la 
energía contenida en las moléculas de ATP y NADPH+. En los ecosistemas terrestres, las 
plantas son el principal productor primario. Pero en ecosistemas acuáticos, que 
representan el 70% de la superficie de la Tierra, esa posición de productor primario 
corresponde fundamentalmente a microalgas. 

3.2.1.1 Microalgas, características y evolución 

Las microalgas no han sido objeto de estudio en microbiología al nivel de bacterias y 
levaduras, pero en las últimas décadas están teniendo un interés creciente. El interés 
está impulsado en gran parte por su utilidad en biotecnología, pero también hay 
investigaciones respaldadas por la importancia ecológica de las microalgas y el cambio 
global actual. 

• Definición 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 
definición entran seres filogenéticamente tan dispares que están 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, 
remontándose a hace 2.800 millones de años, en el eón Arcaico, aproximadamente 
1.000 millones de años después de la división entre Bacteria y Archaea [39]. Serían las 
cianobacterias, los primeros organismos con fotosíntesis oxigénica conocidos y 
agrupados en el dominio Bacteria. Esto dio lugar al evento conocido como “la Gran 
Oxidación”. La fotosíntesis iniciada por las cianobacterias cambió la atmósfera 
terrestre. La aparición de la fotosíntesis liberó oxígeno a la atmósfera, que pasó de ser 
reductora a oxidante. La atmósfera oxidante era perjudicial para la gran mayoría de 
organismos, provocando una gran extinción a partir de la cual ganaron en presencia los 
organismos capaces de hacer la respiración, la oxidación de moléculas orgánicas para 



 INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________ 
 

_____________________________________________________________________________
19 

 

producir energía. Esto demuestra la gran importancia de los organismos 
fotosintetizadores en la historia de la vida en la Tierra. 

• Características y evolución de las microalgas 
- Importancia ecológica 

En la actualidad, las microalgas continúan teniendo gran importancia ecológica. 
Representan una parte importante de la producción primaria global [40]. La 
producción primaria neta (= el CO2 fijado por los fotosintetizadores menos el liberado 
por su propia respiración) se estima en 65 Pg de carbono al año en los ecosistemas 
oceánicos y en 60 Pg de carbono al año 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 más del 90% de la 
producción primaria en los océanos [42]. Además, la producción primaria neta global 
de los lagos se situaría en 1 Pg de carbono al año [43]. Solo las diatomeas (clase 
Bacillariophyceae) fijan alrededor del 20% del carbono terrestre anual [44]. En un 
entorno global, más del 75% de la producción planetaria de oxígeno es debido a las 
microalgas al tener una eficiencia foto-química entre 7 y 31 veces mayor que las 
plantas terrestres [45]. 

- Diversidad 

Dada su característica 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 número 
subestime la diversidad real de microalgas en nuestro planeta, ya que algunos autores 
calculan que puede haber hasta un millón de especies de algas [46], de las cuales 
alrededor de 200.000 especies únicamente de diatomeas [38].  

La diversidad de las microalgas está en parte basada en las endosimbiosis que 
teóricamente ocurrieron en especies ancestrales. McFadden revisó las pruebas en 
favor de la teoría endosimbiótica de los plástidos, mostrando que ocurrieron múltiples 
endosimbiosis y que también ocurrieron endosimbiosis secundarias, por lo que los 
organismos fotosintéticos actuales son un grupo polifilético [47]. Más allá de la 
endosimbiosis primaria (donde la célula “atrapada” es una cianobacteria), se han 
documentado una gran cantidad de casos de endosimbiosis secundarias (aquí la célula 
capturada sería 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 aparición de 
taxones fotosintéticos muy inferiores, hasta nivel de género, con capacidad 
fotosintética pero con ascendencia heterótrofa, 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 teoría 
endosimbiótica [51]. 

La gran diversidad de especies y la antigüedad del grupo hacen que dentro de las 
microalgas se incluyan microorganismos con todo tipo de estrategias. Por ejemplo, 
Chalmydomonas reinhardtii es un organismo autótrofo fotosintético, pero en 
presencia de acetato puede sobrevivir sin realizar la fotosíntesis [52]. Algunas especies 
son productoras de toxinas. Al ser microorganismos, también suelen presentar 
tiempos de generación cortos y poblaciones de muchos individuos. Ambas 
características 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 característica de las microalgas. Las microalgas no están 
restringidas a ningún ambiente o zona geográfica específica, sino que pueden 
encontrarse en una gran variedad de espacios incluidos ambientes considerados 
extremos, como el suelo de desiertos cálidos [53] y páramos antárticos [54]. Las 
microalgas son los principales productores primarios en todos los ecosistemas 
acuáticos del planeta, desde charcas en latitudes tropicales al Océano Ártico. 

• Cambio global y microalgas 

Las consecuencias que los cambios globales antropogénicos provocarían en las 
microalgas son cruciales para la vida planetaria. El calentamiento global tendrá 
consecuencias en el fitoplancton marino [55], [56], algunas ya detectables como un 
descenso global en la concentración de diatomeas entre los años 1998 y 2012 [57]. 
Pueden generar cambios en la estratificación del agua que afecten a las microalgas al 
limitar el transporte de nutrientes [58]. Además, temperaturas más altas incrementan 
las floraciones de cianobacterias, principalmente tóxicas [59]. El aumento del CO2 
atmosférico también está causando la acidificación de las aguas [60], [61]. La viabilidad 
de numerosas especies de microalgas calcificadoras, como Emiliania huxleyi, está 
comprometida ya que al aumentar la concentración de protones aumenta la cantidad 
de CO2 disuelto y disminuye la concentración del ion carbonato [CO32-], dificultando la 
creación de carbonato cálcico [CaCO3] por parte de estos organismos [60], [62] y 
provocando cambios morfológicos en los cocolitos y disminución de la masa celular 
[63]. El aumento de la concentración de CO2, al afectar a los productores primarios, 
también comporta cambios en la estructura de los ecosistemas [64]. 
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El estudio de la adaptación de las microalgas a las nuevas condiciones es necesario 
para realizar buenas predicciones. Hydrolithon reinboldii, una especie simbiótica 
coralina muy susceptible a los cambios y cuyo pH óptimo 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 CO2 a través de 
cambios fisiológicos [66]–[68]. En otros experimentos más dilatados en el tiempo, se 
dieron respuestas que cambiaron la composición genética de la población [69], [70]. 
Por ejemplo, el aumento del carbono inorgánico en el ambiente favorece la selección 
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 fisiológicamente a 
temperaturas más altas, pero también mediante mutaciones únicas a temperaturas 
previamente letales [72]. Incluso se han teorizado [73] y estudiado experimentalmente 
[70] poblaciones en las que hay una respuesta adaptativa fisiológica 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 detoxificación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS). En este último estudio observaron dos estrategias que aumentaban la 
tasa de crecimiento de la población en la respuesta fisiológica en el mismo ambiente 
con mayores niveles de CO2 y luz: (1) las células engendraban más células hijas en 
detrimento de la velocidad de reproducción y (2) aumentaban la velocidad de división 
pero disminuyendo el número de descendientes por ciclo de división; 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 división. 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 población en el curso de la evolución 
poseía una mayor tolerancia y capacidad de detoxificación de ROS. Este último estudio 
ejemplifica lo compleja que puede ser la evolución de los microorganismos y lo 
precipitado de algunas conclusiones, como simplemente determinar que el mayor 
aporte de carbono en las aguas aumentará la tasa de crecimiento de algunas especies.  

A esto hay que sumar la interacción entre especies que se da en los ambientes 
salvajes, un factor potencialmente influyente en la adaptación de las microalgas al 
cambio climático [74]. Otros cambios característicos del Antropoceno también han 
sido abordados en estudios de adaptación y ecología de microalgas, como la 
eutrofización. Este proceso antrópico genera una pérdida de diversidad de fitoplancton 
[75] y puede favorecer la floración de especies tóxicas [25], [76]. 

Un cambio antropogénico ampliamente difundido también es la contaminación de 
aguas, que en algunos casos pueden ocasionar ambientes antrópicos extremos. 
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Condiciones abióticas como alta concentración de metales pesados u otros elementos 
tóxicos, hidrocarburos, pH muy ácidos o básicos o radiación, son algunas de las más 
comunes en este tipo de ambientes geológicamente nuevos. 

Se ha estudiado la adaptación de microalgas clorofitas (clase Chlorophyceae) a la 
contaminación con moléculas orgánicas como fármacos, pesticidas o hidrocarburos, 
mostrándose que las poblaciones pueden adaptarse rápidamente a concentraciones 
tóxicas gracias a mutaciones espontáneas [77]–[80].  

La adaptación a contaminantes humanos no orgánicos también se ha estudiado con 
microalgas clorofitas. Destacan los ensayos de adaptación a concentraciones tóxicas de 
metales como uranio [81], samario [82], berilio [83] u osmio [84], confirmándose en 
todos los casos que las clorofitas utilizadas podían adaptarse a concentraciones de 
metal tóxicas para las cepas iniciales. 

En definitiva, los cambios globales afectarán a las especies provocando que muchas de 
ellas deban adaptarse a las nuevas condiciones para sobrevivir. Además, supondrán 
una reestructuración de las poblaciones de productores primarios con posibles 
consecuencias en la cadena trófica, pero hay aún poco conocimiento y éste está 
limitado a unas pocas especies. El efecto del cambio global en las microalgas debe ser 
una prioridad en la investigación mundial [85].  

3.2.2 Ciclos biogeoquímicos  

Existen más factores a parte de la producción primaria que colaboran con el 
funcionamiento de la biosfera. Como describieron Lovelock y Margulis [86], la Tierra es 
una máquina en equilibrio donde hay múltiples ciclos y donde los seres vivos tienen un 
papel fundamental para su mantenimiento. Estos ciclos biogeoquímicos en la biosfera 
provocan el mantenimiento de unas condiciones físico-químicas ideales para la vida 
terrestre. Los organismos participan en los ciclos biogeoquímicos de moléculas y 
elementos, tales como el agua, el nitrógeno, el carbono o el fósforo, entre otros. Estas 
moléculas y elementos que entran en ciclos biogeoquímicos son esenciales para la 
vida. Los cambios producidos en el Antropoceno influyen directamente en la dinámica 
de la biosfera. 

3.2.2.1 Ciclo de carbono y calentamiento global 
En la actualidad, una de las características que describirían al Antropoceno y el 
causante principal del calentamiento global y la acidificación de los océanos es el 
desequilibrio en el ciclo del carbono.  
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Figura 1. Diagrama del ciclo del carbono, con los principales movimientos y lugares de 
almacenaje. Las flechas en rojo señalan los cambios mayoritarios introducidos por la 
actividad humana, a saber: mayor emisión de CO2 y metano a la atmósfera, lo que 
provoca un desequilibrio entre las concentraciones atmosféricas y oceánicas de CO2 
que conlleva una acumulación mayoritaria en los océanos. Imagen propia. 

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

El CO2 y otros gases de efecto invernadero como el metano (CH4) o el óxido nitroso 
(N2O) ocurren de forma natural. Actúan absorbiendo la radiación infrarroja procedente 
de la superficie terrestre y reemitiéndola, obstaculizando la emisión de energía desde 
la Tierra al espacio. Estos gases son necesarios para el mantenimiento de la 
temperatura media terrestre alrededor de 15oC [87]. No obstante, las emisiones 
descontroladas de gases de efecto invernadero por parte de los humanos están 
originando un calentamiento global, acarreando una disrupción en los patrones 
climáticos con efectos inciertos.  

Las emisiones comenzaron a incrementarse exponencialmente durante la Revolución 
Industrial, pero en el presente continúan aumentando cada año las toneladas de CO2 
liberadas a la atmósfera (Revisado por Ritchie y Roser [88]). En la actualidad, la 
atmósfera cuenta con una concentración de CO2 cercana a las 420 ppm, mientras que 
en 1750 se estimaba en 280 ppm [89].  

3.2.3 Aumento de población humana y demanda de energía 

Gran parte de los cambios antropogénicos están originados por la demanda de 
energía, pero el calentamiento global es el más directo. Al crecimiento demográfico de 
la Humanidad se une el cada vez mayor consumo energético per cápita.  



 INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________ 
 

_____________________________________________________________________________
24 

 

La quema de combustibles fósiles ha sido y es la fuente principal de energía en el 
mundo. Mediante esta fuente de energía, el carbono almacenado durante eones bajo 
la superficie de la Tierra vuelve a liberarse a la atmósfera, ocasionando el cambio 
climático global. Se trata de una disrupción en el equilibrio de la biosfera que tiene 
consecuencias planetarias. 

La utilización de hidrocarburos también origina un daño ambiental que pone en riesgo 
la biodiversidad. Como revisado por Harfoot y col. [27], la búsqueda, evaluación y 
extracción de hidrocarburos fracciona y contamina hábitats, muchos en zonas 
naturales protegidas. El ruido generado también provoca cambios en el 
comportamiento de especies animales. 

Aunque en los últimos años se haya avanzado significativamente hacia una producción 
energética más sostenible, lo cierto es que se sigue requiriendo un avance en la 
tecnología para continuar minimizando el impacto ambiental. 

En la agenda futura de muchos de los países del mundo está la descarbonización para 
las próximas décadas. La obtención de energía térmica desde el petróleo, carbón y gas 
natural desaparecerá, pero para ello tendrán que sustituirse por energías que no 
emitan CO2 como la mayoría de renovables (excepto biomasa) o la nuclear. 

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

Las presas para energía hidroeléctrica crean una grave disrupción del flujo natural del 
agua, por lo que el impacto ambiental debe ser bien controlado antes de realizar 
cualquier infraestructura [90]. La construcción 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 
descomposición de materia orgánica en el fondo [92]–[94]. 

Otras energías renovables, aunque son la apuesta mayoritaria por hacer de la energía 
una industria más sostenible, también tienen efectos dañinos sobre los ecosistemas 
[95]. Poseen una densidad energética menor que otras fuentes de energía, por lo que 
requieren de una superficie mayor [96]. También necesitan materiales extraídos por 
minería, por lo que tienen un impacto en la biodiversidad a este respecto [97]. La 
generación eólica de energía pone en peligro la fauna local, mermando especialmente 
las poblaciones de aves y quirópteros [98]. Las energías solares (termosolar y 
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 acuíferos [99]–[101]. 
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La otra gran energía que, si bien no emite prácticamente gases de efecto invernadero, 
no se clasifica como renovable debido a la finitud del material que la alimenta es la 
energía nuclear. Está considerada como una de las fuentes de energía más sostenibles 
[102]. En la actualidad, además, existen modelos teóricos que probarían la práctica 
infinitud del combustible en la Tierra basados en los reactores reproductores (del 
inglés Breeder reactors) y la extracción de uranio de los océanos, convirtiéndola en una 
energía teóricamente renovable. 

En la energía nuclear son dos los problemas principales en relación con su 
sostenibilidad, ambos ligados al combustible nuclear: la obtención y la disposición del 
combustible utilizado. La disposición de los residuos nucleares suele llevarse a cabo 
con grandes medidas de bioseguridad, enterrándolos a grandes profundidades donde 
no representen ningún peligro. Pero el combustible se obtiene por minería, la cual 
tiene un impacto ambiental local grande, creando ambientes extremos. 

El número de centrales nucleares en el mundo está aumentando significativamente y 
para 2050 es posible que la potencia global obtenida de la energía nuclear llegue 
incluso a doblarse [103]. La importancia de esta fuente de energía como un pilar en el 
paso a energías sin emisiones de carbono se evidencia con ejemplos como la 
construcción de reactores nucleares en un país como Emiratos Árabes Unidos, un 
territorio rico en hidrocarburos y radiación solar, pero que apuesta también por esta 
fuente de energía. En la actualidad, un total de 19 países de todo el mundo están 
construyendo centrales nucleares de fusión [104]. 

3.2.3.1 Elementos químicos clave 

Estos cambios en las fuentes de energía harán que varios elementos químicos 
adquieran importancia para el ser humano. 

• Uranio y energía nuclear de fisión 

El avance de la energía nuclear en todo el mundo aumentará la demanda de 
combustible nuclear. El uranio es el elemento principal implicado en ello. Durante el 
mes de septiembre de 2021, el uranio alcanzó su precio máximo en los últimos 9 años, 
y se espera que la tendencia sea ascendente [105]. La energía nuclear de fisión basa su 
funcionamiento en las propiedades fisibles de ciertos isótopos, isótopos capaces de 
desencadenar una reacción de fisión en cadena al reaccionar con un neutrón. En los 
reactores nucleares comerciales el proceso comienza cuando un isótopo fisible, 235U o 
239Pu, captura un neutrón, haciendo 236U o 240Pu. Estos isótopos son inestables y 
acaban rompiéndose en dos átomos diferentes en un proceso de fisión nuclear que 
libera gran cantidad de energía 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 átomos se dividirán, pero ocurre una distribución del 
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peso atómico bimodal entre los producto de fisión, con un átomo cercano a una masa 
atómica de 95 y otro a 135, siendo comunes el Zr, Tc, Sr, I, Xe o Cs. A su vez, libera 
neutrones que llegarán a nuevos núcleos fisibles de U o Pu, volviendo a iniciar una 
reacción de fisión [106]. Se produce así la reacción de fisión en cadena, consiguiendo 
energía sin producción de gases de efecto invernadero. 

Las desventajas ecológicas y sanitarias aparecen asociadas al combustible nuclear, 
tanto en su fase de obtención como en la de disposición de los residuos. Tal vez esta 
última sea el problema más conocido asociado a la energía nuclear [107], con la 
opinión pública 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 ecológica y 
acumulan residuos: (1) extracción del uranio natural mediante minería, (2) tratamiento 
del mineral de uranio y (3) enriquecimiento del uranio a niveles requeridos. 

En las centrales nucleares de fisión comerciales el combustible es el uranio enriquecido 
en 235U o el 239Pu. Estos dos isótopos son fisibles y son de obtención relativamente 
sencilla. Ambos isótopos, 235U y 239Pu, se obtienen del uranio natural. El uranio 
encontrado en la naturaleza está principalmente compuesto por el isótopo 238U, no 
fisible. El 235U se encuentra en un porcentaje del 0,711% por masa, por lo que se 
requieren volúmenes grandes de uranio natural para alcanzar masas significativas de 
uranio enriquecido en este isótopo - concentraciones de aproximadamente 3,5-5% 
235U [109]. El 239Pu no está presente en la naturaleza, pero se obtiene a partir de la 
transmutación de isótopos de 238U. 

El uranio natural, por lo tanto, es la fuente última de los combustibles nucleares. Se 
obtiene mediante minerías del mineral de uranio que dejan un residuo ácido, como 
gran parte de las minerías de metales. El uranio suele tener concentraciones bajas que 
hacen de muchos depósitos no viables para su extracción, e.g. un depósito con una 
concentración del 0,4% de U se considera que es de grado medio [110]. Existen tres 
tipos de minería de uranio en función de las características de la veta: a cielo abierto, 
minería profunda o lixiviación in situ. Cuando las vetas tienen un porcentaje 
relativamente alto de uranio, se prefiere realizar una minería estándar, extrayendo la 
roca directamente. La forma más común en la que se presenta el uranio en la 
uraninita, el mineral principal, es el dióxido de uranio (UO2) [111]. Tras la obtención de 
la roca de las vetas, hay que molerlas y lixiviarlas para obtener el uranio más 
concentrado, el llamado yellowcake, una mezcla de óxidos de uranio, con uranio 
principalmente en forma U3O8 (sesquióxido de uranio). En las ocasiones donde no sea 
rentable excavar minas al uso como en vetas con una baja concentración, se lleva a 
cabo la lixiviación in situ, inyectando agua ácida 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 minerías como cobre o fosfato [112]. El último 
paso en la creación del combustible nuclear consiste en la formación de hexafluoruro 
de uranio (UF6) para ser enriquecido en 235U utilizando centrífugas o difusión de gases 
[113], [114]. 
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La producción de yellowcake en todo el mundo fue de 64.566 toneladas en el año 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 líquido utilizado. El método más utilizado para manejar estos residuos es 
el almacenamiento en charcas especialmente diseñadas para ello y que deben reunir 
una serie de características destinadas a minimizar el daño medioambiental [116].  

Las charcas de nueva creación son un ambiente antropogénico extremo. Las 
características físicas y químicas de las aguas residuales de la minería de uranio son 
variadas en función del origen geológico y el procesamiento, pero suelen tener: (1) pH 
muy bajo, < 4,5, (2) concentraciones altas de metales pesados, con más de 1000 µg/g 
de Pb, V, o As en algunos casos, y (3) presencia de isótopos emisores de radiación 
como el 226Rd, 222Ra y 230Th, por lo que se considera un ambiente poliextremo [109], 
[117]. 

Al crear charcas o embalses los riesgos y el daño 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 causarían el fallo agudo en la contención del agua como terremotos, 
erosión, debilidad de las laderas o rebosamiento por lluvias torrenciales, con 
consecuencias dañinas para el medio ambiente, salud humana y economía durante 
décadas [116]. Además, existen otros problemas crónicos como la emanación de gas 
radón [117], la dispersión del polvo con el viento o por filtración a aguas subterráneas, 
entre otros [109], [118]. Como ejemplo de esto último, en sedimentos de arroyos cerca 
de minas de uranio en Portugal se han encontrado los isótopos 238U y 230Th [119]. 
También se ha encontrado una correlación positiva entre la contaminación del suelo 
por U, Hg, As y Cd y la distancia existente a un embalse con aguas residuales de la 
minería de uranio [120]. Por ello es un ambiente que debe ser restaurado para 
devolverlo a un estado lo más inocuo posible. 

• Litio 

Otro elemento de gran importancia en el panorama energético presente y futuro es el 
litio. Para cumplir el objetivo global de descarbonización será necesario un cambio 
estructural en la forma de obtener energía y en el transporte, dos de los principales 
causantes de las emisiones de CO2 [88]. No obstante, para lograr una mayor 
descarbonización se requerirá de tecnología nueva y más avanzada; así como de 
materiales que, para obtenerlos, se puede incurrir en un perjuicio medioambiental 
[97]. El elemento químico con más presencia en este escenario es el litio. El principal 
uso del litio en la actualidad está en la creación de baterías, estimándose que el 71% 
de la producción mundial se destina a este fin, seguido de su uso en cerámica (14%) 
[121]. 
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En el año 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 
producción lleva desde 2018 reduciéndose, se espera que aumente significativamente 
en los próximos años, con proyectos para su minería en muchos más países, incluido 
España [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 transición hacia un 
modelo industrial y de movilidad más sostenible, la minería de litio pone en riesgo los 
ecosistemas donde se realiza impulsando la pérdida de vegetación, 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 baterías 
desechadas y otros residuos con varios fines: disminuir la necesidad de minería, 
remediar lugares contaminados con las baterías, y obtener beneficio económico a 
partir de residuos [125]–[127].  

Algunos autores también proponen la obtención del litio desde el agua. En los mares y 
océanos el litio se encuentra disuelto con una concentración de entre 0,1 y 0,2 mg/L. 
Es una concentración relativamente pequeña para obtenerse de manera eficiente con 
las técnicas actuales, además de haber otros iones que dificultarían la extracción 
específica de litio, pero de desarrollarse métodos de captura eficaces desde esta 
fuente las reservas mundiales utilizables de litio se incrementarían muy notablemente. 
Z. Li y col. [128] han desarrollado un método para concentrar el litio marino de 0,21 
mg/L a más de 9.000 mg/L, con una técnica que, concluyen, podría ser 
económicamente 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], más de 2500 veces lo estimado en la corteza. Cabe 
señalar que una extracción industrial masiva de litio desde fuentes marinas podría 
tener otros impactos medioambientales aún no abordados.   

El litio también será necesario en la energía nuclear de fusión. Ésta es una forma de 
obtención de energía aún en desarrollo, pero con un futuro prometedor. A diferencia 
de la energía nuclear de fisión, donde isótopos fisibles son divididos para obtener la 
energía que liberan, en la energía de fusión ocurre lo contrario: isótopos de bajo peso 
atómico en estado de plasma son unidos, liberando energía de esta manera. Es un 
proceso similar al que ocurre en las estrellas. 

La investigación actual está enfocada en la fusión de dos isótopos pesados del 
hidrógeno, el deuterio (D) y el tritio (T), con uno y dos neutrones respectivamente, al 
ser la reacción energéticamente más eficiente en laboratorio [130], aunque hay otras 
formas de fusión teóricamente posibles [131], [132]. El litio tiene un papel 
fundamental en este proceso al ser necesario en la generación del tritio. Durante la 
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reacción de fusión de D y T, se crea un átomo de helio y se libera energía y un neutrón, 
ilustrado en la ecuación 1: 

D + T → 4He + n + 17,6MeV 

Ec. 1. Reacción de fusión del deuterio y el tritio. 

El neutrón liberado sería el portador de gran parte de la energía de la reacción en 
forma de energía cinética, que se aprovecharía al transferirse a la envoltura del reactor 
en forma de calor. Además, la envoltura está cubierta de 6Li - un isótopo 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 neutrón liberado impacte contra él, provocando 
su ruptura de acuerdo a la ecuación 2: 

Li3
6 + n01 → H(T)1

3 + He2
4  

Ec. 2. Reacción de ruptura del isótopo 6Li tras el impacto con un neutrón. 

De conseguirse, los combustibles necesarios para mantener activa la reacción de 
fusión serían el D y el 6Li. De esta forma se evita la necesidad de contar con grandes 
cantidades de T, un isótopo muy costoso de conseguir y del cual en el mundo en la 
actualidad solo hay 20kg de reservas [134]. El D es un isótopo relativamente frecuente, 
con una concentración en el agua de mar de 33 g.m-3 [135], además de ser común la 
creación sintética. El 6Li está presente en el litio natural, pero para llevar a cabo la 
reacción de fusión mantenida se requiere un enriquecimiento de entre el 30 y el 90% 
[136]. 

El litio cuenta con otro isótopo estable, 7Li, con una frecuencia relativa del 92,41%. Es 
utilizado en la industria nuclear de fisión en el control de la química 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 7Li para 
evitar la producción de tritio al chocar neutrones con átomos de 6Li [138]. También 
resultaría de interés para la industria de las baterías ya que conferiría mayor fuerza 
electromotriz [139]. No existen en la naturaleza más isótopos de Li, por lo que los 
procesos de fraccionamiento isotópico darán dos productos de valor superior al 
sustrato inicial: Li enriquecido en 6Li y Li enriquecido en 7Li. 

Además, la relativa urgencia por obtener estos isótopos ha provocado que en los 
últimos años la literatura científica sobre métodos de fraccionamiento del Li se esté 
expandiendo [140], con estudios de separación electroquímica [141], [142], utilizando 
láser [143], extracción con éteres de corona o sistemas de líquidos iónicos [144]–[147], 
cromatografía [148] y separación con membrana [149], [150]. En la actualidad, sin 
embargo, el método de amalgama (proceso COLEX) es el único de separación de 
isótopos de litio utilizado a escala industrial, una técnica que permanece 
prácticamente 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 6Li. 
El mercurio puede liberarse al medio ambiente como residuo, por vertidos o por 
evaporación, y causó graves problemas en los ecosistemas cercanos a la planta Y-12 
del Laboratorio Nacional Oak Ridge, el centro de mayor producción de Li enriquecido 
en 6Li que hubo en Estados Unidos, el cual estaba destinado a la creación de la bomba 
de hidrógeno [137], [151]. En este centro se utilizaron 11 millones de kg de mercurio, 
de los cuales un 3% acabó en el medio ambiente [151]. Debido a esta problemática, el 
método de amalgama está prohibido en Estados Unidos. El enriquecimiento de 6Li se 
restringe en su práctica totalidad a China, donde se usa este mismo proceso [137]. 
Desarrollar nuevos métodos de enriquecimiento de 6Li más eficientes y con menos 
riesgos para el medio ambiente es un paso necesario para hacer de la industria 
energética nuclear de fusión (y, en parte, de fisión) una industria más sostenible.   

• Importancia de los seres vivos con el Li y el U 

La minería y los residuos del uso de uranio y litio harán 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 
mayoría de las veces interactuando con ellos de diversas maneras. 

En algunos casos, los elementos resultarían tóxicos para los seres vivos. Si hay una 
afectación grande en la producción primaria, como las microalgas, los ecosistemas 
podrían verse severamente dañados, agravando los efectos de pérdida de hábitats y 
biodiversidad del Antropoceno. La relación que pueda existir entre estos elementos de 
interés para los humanos, el litio y el uranio, con las microalgas es largamente 
desconocida. 

Las características físicas y químicas de los drenajes ácidos de minería de uranio hacen 
de este ambiente un lugar extremo donde pocas especies proliferan. La pérdida de 
biodiversidad es una característica común en lugares contaminados y supone el mayor 
impacto en el mundo biológico [152], [153], determinándose además una correlación 
entre acidez y biodiversidad, pero también entre concentración 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 mayoría de la vida y que además han 
aparecido en lapsos de tiempo geológicamente cortos [153], [154] – desde la creación 
humana de estas charcas hace décadas. Esto podría ser debido a que los nuevos 
ambientes extremos fueron colonizados por especies extremófilas que, o bien estaban 
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presentes antes de la contaminación o bien alcanzaron el ambiente después de ella. 
Sin embargo, también se han identificado numerosas especies de microalgas mesófilas 
extremotolerantes en ambientes similares, apuntando hacia una gran capacidad de 
adaptación [156], [157]. 

Por otra parte, la interacción de ciertos elementos con los seres vivos puede acarrear 
movilización o cambios físico-químicos que sean de utilidad biotecnológica. Tal es el 
caso del uso de bacterias en la minería de cobre, por ejemplo [158].  

Será necesario reciclar estos elementos para poder llevar a cabo la obtención de 
energía de una manera sostenible en el tiempo y con el planeta. Las baterías de litio, al 
acabar su vida útil se convierten en un residuo de difícil manejo. No obstante, el litio 
presente podría volver a utilizarse para la creación de nuevas baterías o para su uso en 
otras tecnologías. 

Inspirándonos en los ciclos biogeoquímicos, podrían lograrse de forma análoga ciclos 
de elementos de relevancia humana, pudiéndonos valer, dándose el caso, de los 
propios seres vivos. Por lo tanto, ampliar el conocimiento en las relaciones 
organismos-elementos podría conducir a nuevas posibilidades que hagan del proceso 
aún más sostenible. 
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4. OBJETIVOS 
Los elementos químicos con importancia creciente en la situación de transición 
energética actual tienen, sin duda, su impacto en el medio ambiente y deberán ser 
obtenidos de la manera más sostenible posible. Estos cambios afectarán 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 ecológica, sino también características que 
hacen de ellos herramientas muy valiosas en biotecnología. 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 minería de uranio presentes en la Península 
Ibérica y dilucidar la manera en que diferentes especies de clorofitas mesófilas 
pueden adaptarse a estos ambientes extremos antropogénicos. 

 

2- Valorar la posibilidad de utilizar diferentes especies de clorofitas mesófilas para 
la obtención de litio en disolución de medio de cultivo, así como determinar si, 
al mismo tiempo, existe fraccionamiento isotópico biológico de los isótopos del 
litio que abriera las puertas a una posible biotecnología nuclear. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 
5.1 Muestreo de aguas impactadas por la minería de uranio 

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

Se realizó una primera medición in situ de pH y conductividad con una sonda portátil 
multiparámetro YSI 600 QS de Yellow Springs Instruments, a modo de aproximación 
inicial para determinar si la charca poseía características típicas de agua impactada por 
la minería de uranio (i.e. pH bajo y conductividad alta). También se midió la dosis 
equivalente de radiación 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 físico y 
químico y otra para el estudio ficológico. 

5.1.1 Etiquetado y conservación de muestras 

Cada muestra recogida se etiquetó, anotando el nombre del complejo minero al que 
pertenecía y el nombre de la charca, además 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 0,22µm (BIOFIL, Guangzhou Jet Bio-Filtration Co., China) y mantenidas 
hasta su utilización en oscuridad y a una temperatura de 4°C. 

5.2 Diseño experimental 

5.2.1 Estudio de las aguas residuales de minería de uranio 

5.2.1.1 Análisis químico de muestras de agua de minería de uranio 

Se realizó un primer análisis químico con las muestras recogidas para determinar la 
concentración de uranio disuelto en cada muestra. El total de muestras recogidas de 
las charcas se muestra en la Tabla 1. Para el estudio químico más amplio, el estudio de 
diversidad fitoplanctónica y la experimentación posteriores, se utilizaron las aguas de 
cinco charcas escogidas por presentar concentraciones de uranio superiores a 1000 µg 
L-1 en la muestra. Las masas de agua seleccionadas fueron: (1) un lago de mina abierta 
en la mina de Mortórios (Portugal), (2) agua residual de lixiviación 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 evaporación en Saelices el Chico (Salamanca) y (5) una 
charca de efluentes mineros en Villavieja de Yeltes (Salamanca). Además, se muestreó 
una charca considerada prístina 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 concentración de 
uranio menores al límite de detección, indicando la idoneidad de la muestra para 
ejercer de control. 

Mina Cuerpo de agua Coordenadas U (µg L-1) 

No aplica* Charca de Zamarra 40° 30' 48"N 
6° 26' 41" W 

Bajo límites de 
detección 

Mina de Mortórios Charca de Mortórios 40° 53' 39"N 
7° 15' 11" W 

1256 ± 75 

Mina de Castelejo Lago minero de Castelejo 40° 30' 41''N 
7° 30' 29'' W 

5866 ± 469 

Mina de Quinta do Bispo Lago minero de Quinta do 
Bispo 

40° 33' 17''N 
7° 44' 52'' W 

1016 ± 61 

Mina de Fe Charca de Saelices 40° 38' 19''N 
6º 35' 44'' W 

25857 ± 1551 

Mina de Fe Piscina de Villavieja 40° 51' 23''N 
6º 26' 26'' W 

46574 ± 2794 

Mina de Prado Velho Lago minero de Prado 
Velho 

40° 36' 25”N 
7°06'22.9"W 

4,9 ± 0,3 

Antigua fábrica de U de 
Barracão 

Piscina de la fábrica de 
Barracão 

40° 30' 45"N 
7°14'23.8"W 

0.07±0,004 

Mina de Bica Mina abierta de Bica 40° 20' 28"N 
7°12'51.0"W 

0.37±0,02 

Mina de Urgeiriça Piscina de Urgeiriça 40° 30' 49"N 
7°53'40.3"W 

32 ± 2 

Mina de Urgeiriça Charca de Urgeiriça 40° 30' 49"N 
7°53'40.3"W 

460 ± 28 

Mina de Espinho Pozo de Espinho 40° 34' 12"N 
7°46'35.4"W 

8,6 ± 0,7 

Mina de Ervideira Pozo de Ervideira 40° 50' 0"N 
7°32'18.6"W 

0,83 ± 0,05 

Tabla 1. Información sobre las aguas residuales de minería de uranio estudiadas, incluida la 
concentración de uranio disuelto. Las aguas con una concentración superior a 1000 µg L-1 
fueron las utilizadas para los experimentos. *Charca de Zamarra, masa de agua considerada 
prístina y utilizada como control. 

En el análisis químico de las muestras consideradas para este estudio se determinaron 
los valores de pH, conductividad y concentración de los metales pesados arsénico, 
plomo, zinc y cobre, además de la ya conocida concentración de uranio. El análisis de 
la concentración de metales se realizó mediante espectrometría de masas con plasma 
acoplado inductivamente (ICP-MS VARIAN RedTop) en muestras de agua filtradas y 
acidificadas con 2% HNO3.  Se realizó una nueva medición de pH y conductividad en 
laboratorio con un pH-metro y conductímetro 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, así 
como de otros sustratos. Consiste en el estudio de inhibición de la fluorescencia de 
Aliivibrio fischeri. Esta bacteria presenta una bioluminiscencia natural inducida por 
quorum sensing dependiente de la densidad de población bacteriana [159]. Cuando el 
metabolismo se reduce, se produce a su vez una reducción 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 específica en 
microorganismos acuáticos (e.g. [161]–[165]) y ha sido ampliamente utilizado con 
muestras ambientales (e.g. [166]–[169]), además de tratarse de un ensayo 
normalizado en la legislación. 

El ensayo se llevó 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 tóxico, inoculando aproximadamente 1000 células de A. fischeri y 
midiendo la fluorescencia tras cinco minutos de contacto. 

5.2.1.3 Diversidad fitoplanctónica 

Se realizó una identificación y un recuento de especies de microalgas presentes en 
muestras de las cinco masas de agua estudiadas. La identificación se llevó a cabo con la 
guía de Bellinger y Sigee [170] y de acuerdo a la base de datos online de AlgaeBase 
(algaebase.org). Para esta parte del estudio se utilizó un microscopio óptico invertido 
Axiovert 35 (Zeiss, Alemania), realizando los contajes en cámaras de conteo (Fast read; 
Biosigma, Italia). 

Una vez identificadas las especies presentes y estimada la densidad de cada una, se 
calculó la diversidad α del fitoplancton en las muestras mediante los índices Simpson y 
Shannon [171], [172]. El índice Simpson se calcula mediante la ecuación 3. 

𝐷𝐷 = 1 −��
𝑛𝑛𝑖𝑖
𝑁𝑁
�
2

𝑠𝑠

𝑖𝑖=1

 

Ec. 3. Índice Simpson. Siendo s el número de especies y ni el número de células de la especie i 
por unidad de volumen y N el número total de células por unidad de volumen.  

Por su parte, el índice Shannon se calcula de acuerdo a la ecuación 4: 
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Ec. 4. Índice de diversidad de Shannon. 

Estos dos índices nos dan un número que permite valorar la diversidad α. En el caso 
del índice Simpson se da un gran peso a las especies con mayor densidad en la 
muestra, por lo que también se le denomina índice de Dominancia [173]. El valor 
resultante estará entre 0 y 1, siendo 0 el mínimo y 1 el máximo de diversidad. En el 
índice 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, interpretándose el resultado 
de forma análoga.  

5.2.2 Procedimientos experimentales con microalgas 

5.2.2.1 Especies utilizadas 

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

- Chlamydomonas reinhardtii Dangerad (ChlaA y ChlaB) 

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

 Su reproducción puede ser tanto asexual como sexual, dependiendo de la presencia 
de mating positivo y negativo en el cultivo. Si el cultivo es únicamente de positivo o 
negativo (aquí llamados ChlaA o ChlaB), la reproducción será asexual. En cambio, 
cultivos con ambos matings establecerían reproducción sexual. En nuestros 
experimentos se han usado únicamente de manera separada, estableciendo líneas 
clonales. 

• Dictyosphaerium chlorelloides (Naumann) Komárek y Perman 1978 (DC1M) 

Procedente de una laguna de montaña prístina en Sierra Nevada. De forma esférica y 
con un tamaño entre 2µm y 10µm. Taxonómicamente, 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, así 
como resistencia y adaptación de estos microorganismos.  
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• Desmodesmus sp. (CAFE) 

Cepa aislada de la charca Güelta de la Entreuka (Mauritania). Las células pueden 
encontrarse aisladas, con una forma más esférica, o en colonias de cuatro células con 
forma cilíndrica y prolongaciones puntiagudas en los extremos de no más de 1µm de 
longitud. El tamaño está entre 2µm y 10µm. 

Esta cepa fue clasificada taxonómicamente por primera vez para las investigaciones de 
esta tesis. Para identificar esta cepa se realizó la extracción del ADN y amplificación de 
las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) y del gen para la subunidad pequeña del 
ribosoma, el ARN 18s, con cebadores directos e inversos (primers forward y reverse), 
con posterior secuenciación. Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y unidas para 
cada región utilizando el programa BioEdit, a fin de aumentar el número de bases 
determinadas con seguridad y obtener una mejor comparación en la base de datos 
BLAST. Tras esta primera aproximación dos géneros compartían las mismas secuencias, 
Acutodesmus y Desmodesmus, ambos géneros recientemente separados del género 
Scenedesmus [175], [176]. La identificación como perteneciente al género 
Desmodesmus se realizó mediante observación de diferencias morfológicas basadas en 
imágenes en la base de datos AlgaeBase. Las secuencias pueden consultarse en la base 
de datos de GenBank bajo los números de acceso MT462646 y MW185780 para las 
regiones ITS y 18s, respectivamente.  

 

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” típicas 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 biotecnología. Desmodesmus pertenece a la 
familia Scenedesmaceae, orden Sphaeropleales y clase Chlorophyceae.  

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

Aislada en aguas marinas en la costa este de Cerdeña (Italia). Tiene una forma ovalada, 
de aproximadamente 10µm de ancho y 14µm 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 investigación y biotecnología 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 colección de cultivos de 
microalgas de la Universidad Complutense de Madrid, desde donde se obtuvieron para 
los experimentos. La colección se mantiene de manera axénica y realizando pases 
seriados a medio de cultivo nuevo cada 20 días, a mitad de la fase de crecimiento 
exponencial.  

• Medios 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) según 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 0.22µm. La composición química 
del medio de cultivo BG-11 se encuentra en la Tabla 2.  

Agua destilada 1L 
NaNO3 1,5g 
K2HPO4 0,04g 
MgSO4 · 7 H2O 0,075g 
CaCl2 · 2 H2O 0,036g 
Ácido cítrico 6mg 
Citrato amónico férrico 6mg 
EDTA 1mg 
Na2CO3 0,02g 
Solución de metales 
traza 

1mL 

Tabla 2. Composición química de 1L de medio BG-11. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Chlorodendraceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Chlorodendrales
https://en.wikipedia.org/wiki/Chlorodendrales
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A su vez, la composición de la solución de metales traza se muestra en la Tabla 3.  

H3BO3 2,86g 
MnCl2 · 4 H2O 1,81g 
ZnSO4 · 7 H2O 0,222g 
Na2MoO4 · 2 H2O 0,39g 
CuSO4 · 5 H2O 0,079g 
Co(NO3)2 · 6 H2O 49,4mg 

Tabla 3. Metales traza incluidos en la solución de metales para la preparación 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 añadieron 20mL de caldo de cultivo BG11, a lo 
que posteriormente se agregó una disolución de agarosa en agua (20 g/L) esterilizada 
en autoclave húmedo. 

- Medio F/2 

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

Agua marina filtrada 1L 
NaNO3 0,075g 
NaH2PO4 · 2 H2O 0,006g 
Na2EDTA 4,16g 
Solución de vitaminas 1mL 
Solución de metales 
traza 

1mL 

Tabla 4. Composición del medio Guillard’s F/2 sin incluir las características químicas del agua 
marina utilizada. 

La solución 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 solución de vitaminas para la preparación de medio F/2. 

Los compuestos para preparar la solución de metales traza se indican en la tabla 6. 
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Agua destilada 1L 
FeCl3 · 6 H2O 3,15g 

CuSO4 · 5 H2O 0,01g 
ZnSO4 · 7 H2O 0,022g 
CoCl2 · 6 H2O 0,01g 
MnCl2 · 4 H2O 0,18g 

Na2MoO4 · 2 H2O 0,006mg 
Tabla 6. Componentes de la solución de metales traza para la preparación de medio F/2. 

- Medio agar LB  

Utilizado para observar posibles contaminaciones bacterianas o fúngicas en los 
biorreactores. Para su preparación, se añadieron los componentes dispuestos en la 
Tabla 7, y posteriormente se esterilizó en autoclave húmedo a 121°C durante 15 
minutos. Para la creación de las placas de cultivo sólidas, 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.), añadiendo 19mL de medio de cultivo nuevo y 1mL del cultivo 
anterior. Los cultivos - tanto de colección como los experimentales - se mantienen a 
22±2°C, con iluminación continua con fluorescentes, con 80 µmol m-2 s-1 de radiación 
fotosintéticamente activa y con longitudes de onda entre 390 y 700nm. 

Previamente a los experimentos evolutivos se quiso limitar la variabilidad genética de 
la población mediante la creación de cultivos con un número de células entre 100 y 
1000, aproximadamente, obtenidas por dilución.  

5.2.2.3 Experimentos evolutivos con quemostato 

El quemostato es un aparato diseñado 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 utilizó un biorreactor con 
condiciones similares a un quemostato para el crecimiento de especies microalgales, 
pero con una eliminación de medio semi-continua: cada día un volumen determinado 
de medio se retiraba en función del volumen total y la tasa de crecimiento de las 
microalgas. 
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Con un quemostato también se puede determinar si la población mutante tiene o no 
menor fitness que la original y el comportamiento de las diferentes poblaciones de 
mutantes que vayan surgiendo dentro de la metapoblación de microorganismos. 
Puede estudiarse esta dinámica mediante el muestreo periódico de las células que hay 
en el recipiente. Estas células al exponerse a un medio selectivo podrían dar lugar a 
diferentes escenarios: 

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

2. Que el agente selectivo sea lo suficientemente fuerte como para no permitir 
una adaptación fisiológica, pero sí suficientemente débil como para que en 
cierto punto aparezcan mutaciones que confieran resistencia. En los sucesivos 
muestreos debería verse un incremento en la concentración de células 
resistentes. Más tarde, si las células mutantes tienen menor fitness en el 
ambiente del quemostato, se producirá un equilibrio mutación-selección, por lo 
que las concentración de células resistentes llegarán a una meseta con 
fluctuaciones pequeñas en su número. 

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

 

Figura 3. Posibles escenarios supuestos de adaptación de microalgas a un nuevo medio tóxico 
tras el crecimiento en un quemostato. Cada tiempo representa un momento de muestreo 
desde el quemostato y su inoculación en el medio de cultivo a estudiar. 
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• Diseño de biorreactor semi-continuo 

El diseño consistía de un embudo decantador con capacidad de 2L como contenedor 
del cultivo. El embudo está conectado a un contenedor con medio de cultivo nuevo a 
través de un tubo con una válvula. A su vez, para asegurar la oxigenación, mantener 
una suspensión 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 está conectado a una bomba de aire Eheim 200. A la salida de la 
bomba de aire hay un filtro de jeringa de 0,22µm (BioFil Syringe Filter, Shanghái, China) 
para evitar contaminación. Para controlar la presión en el interior del contenedor del 
cultivo está situada también una salida de aire con un filtro de 0,22µm. 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 0.22µm a la salida del primer tubo. 

 

 

Figura 4. Representación esquemática 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. Válvula para la salida de medio del decantador. 6. Filtros de 0,22µm. 
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• Cálculos para el funcionamiento y estudio de las poblaciones en el 
biorreactor semi-continuo 

Se preparó un biorreactor por cada una de las especies de microalgas para realizar el 
experimento de adaptación a aguas residuales de la minería de uranio. El volumen 
diario de medio de cultivo a renovar se calcula según la ecuación 5: 

𝑤𝑤 = 𝑉𝑉𝑉𝑉 

Ec. 5. Cálculo 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 ecuación 
6: 

𝑁𝑁𝑡𝑡 = 𝑁𝑁0𝑒𝑒𝑟𝑟𝑟𝑟 

Ec. 6. Cálculo de la tasa de crecimiento de microorganismos. r es la tasa de crecimiento; Nt el 
número de células en un tiempo (t); y N0 el número de células a t=0. 

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

𝑤𝑤𝑡𝑡 = 𝑉𝑉
ln (𝑁𝑁𝑡𝑡𝑁𝑁0

)

𝑡𝑡
 

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

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

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

Para comenzar el experimento, se añadió un inóculo inicial de 105 células procedente 
de poblaciones clonales, un número no superior a la tasa de mutación habitual en 
clorofitas (10-5 - 10-6) [79]. El cultivo se dejó crecer durante al menos 22 generaciones, 
tiempo durante el cual se calcularon las tasas de crecimiento. Tras ello se comprobó 
cada tres días la densidad celular hasta alcanzar un equilibrio en el número de células, 
considerado éste como una variación menor al 20% entre densidades estimadas 
consecutivas. Se extrajeron alícuotas de las cepas del biorreactor antes del inicio del 
experimento, al tiempo de estabilización, y tras haber transcurrido aproximadamente 
30, 40, 50 y 60 generaciones, a fin de estudiar la aparición de células resistentes a las 
aguas residuales de la minería de uranio de nuestro estudio. La vigilancia de posibles 
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contaminaciones de bacterias u hongos en el biorreactor se realizó periódicamente 
mediante observación en el microscopio y siembra en placas de medio Luria-Bertani 
sólido (agar LB) [179]. 

Se estimó la proporción de microalgas resistentes dentro de la población del cultivo a 
diferentes tiempos para ver la dinámica de los mutantes resistentes a las cinco charcas 
dentro de las tres especies de microalgas diferentes. De las alícuotas extraídas a 
diferentes generaciones se inocularon 106 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 calculó la proporción de células resistentes a través del conteo de puntos en placa 
descrito por Weibel y col., 1966 [180]. Se creó una plantilla donde el área de la placa se 
encuadró 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 cálculo de proporción de células 
resistentes se hizo a través de las medias del número de puntos sobre el que se 
observaba presencia de colonias en los cultivos en agua tóxica y en el control con BG11 
agar. 

Figura 5. Representación esquemática del sistema de conteo de puntos coincidentes en placa. 
Utilizando una plantilla similar en una placa Petri se realizó un contaje de los puntos donde 
había presencia de colonias de microalgas. 
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5.2.2.4 Ensayo de captura y fraccionamiento 

Se realizó un experimento para analizar la captura y fraccionamiento isotópico de Li 
por parte de tres especies microalgales en cultivos expuestos a diferentes tiempos. El 
ensayo del fraccionamiento isotópico se basa en que algunos procesos naturales 
pueden separar los diferentes isótopos del mismo átomo. El paso a través de 
membranas de un ion, por ejemplo, podría provocar un efecto isotópico cinético 
donde el isótopo más liviano atravesaría ligeramente más rápido la membrana ya que 
necesita una menor cantidad de energía para su transporte. Por ello, sería plausible 
que durante la captura de un elemento las microalgas produjeran a su vez un 
fraccionamiento isotópico 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 inóculos de 7 x 105 células para ChlaA y 8 x 105 para CAFE 
y TmS1 estimados utilizando cámaras de contaje celular (Fast Read; Biosigma, Venecia, 
Italia) mediante contaje en microscopio (Zeiss 47 30 12 – 9902, Alemania). El pH de los 
medios permaneció invariable tras la adición del LiCl. Además se crearon cuatro 
controles químicos para cada medio, a modo de “cultivo” sin inóculo 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 inoculación y el resto a los 
3, 12 y 27 días. Para ello, el cultivo se centrifugó a 4000 rpm durante 15 minutos, 
separando el pellet del sobrenadante. Los pellets fueron congelados para 
posteriormente realizar su análisis. Los controles químicos 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 cuantificación de Li en los pellets y la relación isotópica se realizaron en el Centro de 
Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnológicas (CIEMAT). 

• Cálculos fraccionamiento 

Los análisis isotópicos en el pellet de los cultivos de microalgas aportaron la relación 
isotópica de 6Li/7Li. Para una mejor visualización y comprensión de los datos, 
generalmente se utiliza la unidad δ, detallada en la ecuación 8, en los procesos donde 
existe fraccionamiento isotópico, como estudios en geología. 

 

𝛿𝛿 = ��𝑅𝑅𝑚𝑚𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 − 𝑅𝑅𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟�/�𝑅𝑅𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟��𝑥𝑥 1000 
Ec. 8. Cálculo de δ. Rmedida es la relación isotópica medida de un isótopo al final de un proceso 
que pueda causar variaciones en su abundancia relativa. Rreferencia indica la relación isotópica 
medida de referencia. 

 
Esta ecuación se calcula con respecto a un isótopo y permite ver el enriquecimiento en 
ese isótopo en unidades por mil (‰). Como relación isotópica de referencia se utilizó 
la abundancia relativa obtenida en el mismo tiempo de los controles químicos. Valores 
positivos indican un enriquecimiento en el isótopo, mientras que valores negativos 
muestran reducción relativa del isótopo en la matriz medida. En nuestro estudio se 
calculó δ6, el enriquecimiento del isótopo 6Li, dado que presenta una menor 
abundancia en la naturaleza y su importancia económica es mayor. No obstante, 
muchos autores han calculado en sus artículos los valores con respecto al 7Li ya que es 
habitual utilizar el isótopo más pesado. Al ser el litio un elemento con únicamente dos 
isótopos estables, y basados en la ecuación 8, es fácilmente comparable ya que el valor 
de δ7 será el número opuesto del valor de δ6. 
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6. RESULTADOS 
6.1 Caracterización y selección de las aguas de estudio 
Para el estudio solo se eligieron las aguas que presentaron una concentración de U 
mayor a 1mg L-1, además de la charca control en Zamarra. Las charcas que cumplían 
este requisito son las mismas que en el momento del estudio no habían pasado por, o 
estaban en proceso de restauración. Se analizó la concentración de U, As, Pb, Zn y Cu, 
así 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. 

Charca Zamarra 
(control) Mortórios Castelejo Quinta do 

Bispo Saelices Villavieja 

U (mg L−1) b.l.d. 1,256 5,866 1,016 25,857 46,574 
As (μg L−1) <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 80,79 1567,18 
Pb (μg L-1) <5,0 <5,0 19,7 <5,0 5,71 9,64 
Zn (mg L−1) <0,05 0,21 0,86 1,68 20,40 84,28 
Cu (μg L-1) <0,5 20,43 <5,0 99,64 603,81 11,213 

pH 6,98 5,1 6,3 3,6 3,7 2,7 
Radioactividad 

(μSv h−1) <0,1 1,1 0,8 0,6 4,0 4,1 
Conductividad 

(mS cm−1) 0,2 6,3 7,2 6,8 10,7 11,1 
% inhibición 

Microtox <0,5 >95 >95 >95 >95 >95 

Tabla 8. Datos físicos, químicos y de toxicidad de las aguas de estudio. b.l.d.: Bajo límite de 
detección. 

En la charca control de Zamarra todos los parámetros analizados se encontraban en 
rangos normales, pudiéndose considerar un ambiente prístino. Las características de 
concentración de metales pesados, pH y conductividad se corresponden con los 
valores esperados para aguas residuales de la minería de metales, con la característica 
añadida de presentar valores por encima de los normales de radiación ionizante al ser 
minería de uranio.  

6.2 Diversidad fitoplanctónica 

La Tabla 9 muestra los resultados de la identificación y densidad de especies, así como 
de los índices de diversidad α. 
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 Mortórios Castelejo Quinta do Bispo  Saelices  Villavieja 
Número de especies fitoplanctónicas 7 8 5 4 4 
Índice Shannon (H) 1,09 1,34 0,63 1,16 0,66 
Índice Simpson (D) 0,49 0,61 0,32 0,63 0,39 
Tabla 9. Contaje de especies e índices de diversidad para las diferentes aguas residuales de 
minería de uranio estudiadas. 
6.3 Estudio de adaptación con biorreactor semi-continuo 

Cepa Charca Ancestral Inicial ~ 30 gen. ~ 40 gen. ~ 50 gen. ~ 60 gen. 

ChlaA 

Mortórios 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 

ChlaB 

Mortórios 4,49 ± 0,74 10,39 ± 0,56 9,11 ± 0,32 13,96 ± 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 

DC1M 

Mortórios 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. Proporción calculada de células resistentes o tolerantes a las diferentes aguas 
residuales de minería de uranio en función de cepa y número de generaciones. Inicial hace 
referencia al momento de estabilización de la población dentro del biorreactor semi-continuo. 
En la primera columna se muestran las aguas utilizadas. QdB: Quinta do Bispo. 

Para las diferentes aguas tóxicas y especies se observan diferentes resultados. Las tres 
cepas de microalgas ancestrales, previo al inicio del experimento, se adaptaron a las 
aguas de Mortórios y Castelejo de forma fisiológica. 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 proporción de células que pueden 
crecer aumenta hasta llegar a un equilibrio entorno a las 40 generaciones, lo que 
indica que aumentan dentro de la población los individuos mutantes que facilitan la 
adaptación al medio. 

En las tres aguas restantes, i.e. Quinta do Bispo, Saelices y Villavieja, la presión 
selectiva inicial es suficiente como para no permitir la adaptación fisiológica. En Quinta 
do Bispo y Saelices aparecieron mutantes resistentes a las 10 generaciones, mientras 
que 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 adaptación a las charcas de Quinta do Bispo y 
Saelices tienen menor fitness en ambientes no selectivos ya que alcanzan un equilibrio 
mutación-selección. 

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 concentración de litio mayor que en el medio líquido 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 días para las tres 
especies, pero en términos relativos a la biomasa total obtenida hubo variaciones 
según la especie. TmS1 y ChlA presentaron la mayor concentración de litio en el pellet 
en el día 27, mientras que CAFE, justo tras la inoculación. Los resultados más 
detallados se presentan en la Tabla 11. 

Cepa Duración del cultivo 
(Días) 

Masa pellet 
(g) 

Masa de Li en pellet 
(ng) 

Masa de Li/biomasa 
(µg/g) 

TmS1 0 0,1273 887 6,96 
TmS1 3 0,2861 1946 6,8 
TmS1 12 0,1542 1113 7,21 
TmS1 27 0,4174 3447 8,26 
CAFE 0 0,0971 850 8,76 
CAFE 3 0,1888 1265 6,7 
CAFE 12 0,2261 1512 6,69 
CAFE 27 0,5786 4597 7,94 
ChlA 0 0,1214 885 7,29 
ChlA 3 0,1432 784 5,48 
ChlA 12 0,3876 1641 4,23 
ChlA 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 microalgas  

Cepa Tiempo (días) 
Relación isotópica (6Li/7Li) 

δ6 Pellet Medio  

TmS1 

0 0,08227 0,08239 -1,45 
3 0,08247 0,08201 5,58 

12 0,08269 0,08229 4,80 
27 0,08276 0,08207 8,35 

CAFE 

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 

ChlA 

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 6Li (δ6) en base a la relación isotópica en el medio. 

De acuerdo a la Tabla 12, existe fraccionamiento isotópico de Li, mayoritariamente 
enriquecimiento en 6Li, en los tres cultivos de microalgas. La δ6 varía con el tiempo del 
cultivo y la especie. La mayor δ6 se obtuvo con CAFE en el momento de la inoculación, 
coincidiendo también con la mayor captura relativa de Li en esta cepa. Esta situación 
se da también con ChlA y TmS1.  
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6.6  Rapid Colonization of Uranium Mining-Impacted Waters, 
 the Biodiversity of Successful Lineages of Phytoplankton 
 Extremophiles.  
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6.7  The Upcoming 6Li Isotope Requirements Might Be 
 Supplied by a Microalgal Enrichment Process.  
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6.8  Resultados adicionales: Cepas bacterianas y su uso para la 
 biorremediación de suelos contaminados con bifenilo y 
 óxido de difenilo (HTF).  
 

Nº publicación: ES 2 841 973 A1 
 

El documento de la patente publicada puede encontrarse en el Anexo. 
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7. DISCUSIÓN 
Las actividades humanas tienen un peso importante en el destino de los ecosistemas 
terrestres y acuáticos. La demanda de energía mundial continúa creciendo. Esto, 
sumado a los objetivos de descarbonización globales en aras de limitar el 
calentamiento planetario, está repercutiendo en las formas de obtener energía por las 
que apuestan los diferentes gobiernos de todo el mundo. La energía nuclear de fisión 
es una energía en alza. Su ciclo productivo no emite gases de efecto invernadero, es 
una energía eficiente y aporta energía a la red de forma ininterrumpida – al contrario 
que la mayoría de las renovables como las solares o la eólica. Además existen nuevas 
tecnologías, como los reactores modulares pequeños, que, previsiblemente, harán de 
la implantación de centrales nucleares un proceso más sencillo y menos costoso. 

De cara a un futuro medio-lejano se espera el mayor desarrollo de la energía nuclear 
de fusión. Aunque no se haya logrado aún obtener energía neta con ella, está 
avanzando rápidamente y se prevé que existan reactores comerciales en pocas 
décadas. Esta fuente de energía combinaría una gran eficiencia energética con la 
ausencia de residuos peligrosos. 

A su vez, una manera de lograr una mejor distribución de la energía es mediante 
baterías. Las baterías son un componente esencial en los aparatos tecnológicos 
actuales, pero también en la movilidad de presente y futuro para permitir su 
electrificación. El plan es también colocar baterías adheridas a centrales de producción 
intermitente, como las solares, para poder aportar energía a la red de manera 
continuada. 

Estos procesos tan determinantes para el futuro energético están basados 
mayoritariamente en dos elementos: el uranio y el litio. Ambos son el metal más 
pesado y el más ligero, respectivamente, que se encuentran de manera natural en la 
corteza terrestre, con una concentración 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 minería para obtener estos 
elementos de interés tiene un impacto medioambiental que no debe despreciarse, 
más teniendo en cuenta las futuras previsiones de demanda.  

7.1. Biodiversidad 

La minería de uranio lleva aparejada la creación de charcas de contención de aguas 
residuales. El proceso de lixiviación requiere grandes cantidades de agua ácida que 
arrastra consigo metales pesados. Estas charcas de nueva creación, entonces, 
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presentan características que pueden resultar tóxicas para los productores primarios. 
En este estudio se ha mostrado que los valores de diversidad α de microorganismos 
fotosintéticos en las charcas estudiadas están alejados de los valores que se 
encontrarían 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, Mortórios y Quinta do Bispo) y España (Saelices y Villavieja). 

Según las estimaciones por contaje realizadas, Villavieja es la charca que menos células 
por mililitro mantiene (poco más de 1000). Pese a ello, Quinta do Bispo tiene unos 
índices de diversidad inferiores debido al desequilibrio en la concentración de células 
de las diferentes especies que allí habitan (más de 30.000 céls/mL de Schroederia sp.), 
factor de pesada influencia en las ecuaciones. El ejemplo de lo contrario sería Saelices, 
que con una especie menos que Quinta do Bispo y un mucho menor número de células 
totales por mililitro, obtiene valores para los índices Shannon y Simpson superiores ya 
que las densidades de las especies están más equilibradas (Para Saelices se calculó un 
índice Shannon de 1,16 y un índice Simpson de 0,63, mientras que para Quinta do 
Bispo el índice Shannon fue 0,63 y el índice Simpson, 0,32). 

Dentro de las especies encontradas y analizadas hay taxones más sensibles a las 
condiciones presentes en las charcas residuales de minería de uranio: la presencia de 
cianobacterias en las charcas de estudio se restringe a las aguas de Castelejo y 
Mortórios, aquellas con un pH más alto, en relación con la exigua tolerancia a la acidez 
de las cianobacterias [185], [186]. Aunque también se han identificado cianobacterias 
en drenajes ácidos 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 
ácidos 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 minería [194], habiendo también especies 
relacionadas como E. gracilis apenas presentes en aguas ácidas pero que toleran pH 
ácidos [195]. Dentro del género Chlamydomonas está la especie Chlamydomonas 
acidophila, con un pH óptimo para su proliferación entre 3 y 5 [196], pero resistiendo a 
pH inferiores a 1 [197]. También en minas ácidas, pero de carbón, 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 habían detectado previamente en 
ambientes ácidos, 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 Mortórios, 
aparte de ser las únicas localizaciones para cianobacterias, también lo fueron para las 
conjugadas Spirogyra sp. y  Cosmarium parvulum (Zygnematophyceae).  

El ensayo Microtox indicó además que las cinco aguas eran altamente tóxicas, con una 
inhibición de la luminiscencia de A. fischeri superior al 95% en todos los casos, 
mientras que en el agua de Zamarra, la charca prístina control, la inhibición fue menor 
al 5%. Esta toxicidad va acorde a lo encontrado en otras aguas residuales de minería de 
uranio donde las aguas resultaron tóxicas 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 minería de uranio crea ambientes acuáticos extremos donde la 
biodiversidad de productores primarios se ve reducida. Esto se debe a las propiedades 
físicas y químicas 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 prístina control en estas categorías de parámetros, 
aunque también existían diferencias entre ellas. No todas las charcas resultantes de la 
minería de uranio son iguales ni entrañan los mismos riesgos ecológicos [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 característica podría ser una razón subyacente de las diferentes 
características físicas y químicas de las charcas de estudio. Cabe destacar que Antunes 
y col. [200] determinaron diferencias considerables en el pH y concentración de 
metales en las aguas de minería de uranio -y una correlación con la toxicidad- según la 
muestra se tomara en primavera u otoño, siendo más tóxica el agua de otoño. Esta 
situación fue achacada a la elevación del nivel freático, arrastrando contaminación al 
agua de la charca procedente de la escorrentía de los suelos circundantes. 

Cuando analizamos las aguas residuales del proceso de lixiviación de la minería de 
uranio, la característica más 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 oxígeno y provoca inestabilidad en moléculas como la 
clorofila o el ADN [186]. Los microorganismos capaces de vivir en ambientes ácidos 
(acidófilos 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, además de la bomba ATP-H+ para 
expulsar protones [197]. Se ha observado que algunas microalgas también utilizan 
vacuolas para capturar en ellas ácido sulfúrico, aislándolo del resto de la célula [208]. 
La mayoría de las especies tienen un pH óptimo para su crecimiento alrededor de 7, 
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pero cuentan con un rango de adaptación fisiológica 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 tóxicas [209]. 

Respecto a la concentración de iones metálicos, las vetas de metales como el uranio 
rara vez contienen un único metal. El proceso de lixiviación arrastra los metales 
presentes en la roca hasta alcanzar concentraciones de diferentes metales pesados 
que pueden resultar tóxicas a las microalgas. En general, el efecto tóxico de metales 
pesados en especies modelo de microalgas está ampliamente estudiado. Los metales 
pesados provocan toxicidad en los microorganismos principalmente mediante 
(revisado por Kaplan [210]): (a) la unión y consiguiente bloqueo de grupos funcionales 
en moléculas biológicamente importantes como enzimas o proteínas transportadoras; 
(b) la sustitución o desplazamiento de iones esenciales en moléculas biológicas y (c), el 
favorecimiento en la generación de ROS; aunque la toxicidad específica dependerá del 
organismo y del metal (e.g. Levy y col. [211], Koppel y col. [212]). La resistencia a los 
metales estará entonces encaminada a defenderse de posibles daños oxidativos 
mediante la síntesis de enzimas antioxidantes [213]–[216] y/o evitar que los metales 
interaccionen con biomoléculas relevantes mediante mecanismos como 
transportadores de membrana [217], formación 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 minería de uranio, 
concentraciones altas de metales pesados disueltos en el agua van acompañadas de 
altas concentraciones de pH ácido. Las clorofitas Desmodesmus sp. MAS1 y 
Heterochlorella sp. MAS3 adaptadas a medio ácido (pH = 3,5) tienen cambios 
fenotípicos y mayor tiempo de generación al pasar a drenajes ácidos 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 ácido, los iones H+ compiten con los iones metálicos 
por su unión a las estructuras celulares. Conforme se incrementa el pH – disminuye la 
concentración de protones - también aumentan las cargas negativas en la superficie 
celular, lo que facilita la adsorción de iones metálicos [235]. Por otra parte, un pH más 
ácido también aumenta la concentración de los iones metálicos disueltos [236].  

El Zn resulta tóxico a concentraciones altas, a pesar de ser un oligoelemento necesario 
como cofactor enzimático 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 
último estudio también determinaron que con 8 mg/L se reducía un 24% el 
crecimiento de la misma especie, resultado similar al obtenido por Monteiro y col. 
[237], que determinaron una Concentración Efectiva 50 (EC50) del Zn a 96 horas de 4,87 
mg/L para Desmodesmus pleiomorphus y 16,99 mg/L para S. obliquus. Según estos 
artículos, en nuestro estudio se encontrarían concentraciones altamente tóxicas de Zn 
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para el fitoplancton estudiado en las charcas de Saelices y Villavieja, por lo que podría 
ser uno de los parámetros que afectaran a la capacidad de adaptación y biodiversidad 
de las microalgas a las charcas. Hay autores que señalan el límite de toxicidad del Zn 
para Scenedesmus sp. en límites inferiores [239], por lo que el Zn presente en otras 
charcas también actuaría como agente selectivo. Sin embargo, el pH se relaciona 
positivamente con la toxicidad del Zn, factor del cual no se estimó la influencia en los 
artículos citados. El Zn resultó hasta 50 veces más tóxico en Chlorella sp. con pH 8.0 
que a pH 5.5, con una Concentración Inhibitoria 50 (IC50) 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 
respiración y fotosíntesis [70], pero también llega a resultar tóxico para las microalgas. 
De manera general, el cobre es más 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 concentración de Zn y Cu en el medio, las clorofitas bioacumulan o 
bioadsorben diferentes cantidades relativas. A concentraciones bajas, la bioadsorción 
es mayoritaria, mientras que el porcentaje de metal bioacumulado aumenta conforme 
aumenta la concentración exterior [240], lo que afectaría a la toxicidad. La toxicidad 
del cobre en el fitoplancton también es dependiente del pH [228], [241]. De acuerdo 
con Wilde y col. [227], la recta de regresión entre las variables pH y la IC50 de cobre 
(µmol/L) es R2=0,99; altamente dependiente. De acuerdo a la recta extraída de ese 
mismo estudio (y=0,0083x + 0,0023), la IC50 (µg/L) de cobre con el pH de Villavieja 
estaría muy próxima a la concentración analizada, por lo que la concentración de cobre 
en la charca de Villavieja sería un agente selectivo. Con el pH de las charcas de Saelices 
y Quinta do Bispo, la IC50 sería mucho mayor que la concentración de cobre observada. 
No obstante, cabe mencionar que el pH de estas tres charcas está por debajo del límite 
inferior calculado para esta recta, por lo que la extrapolación no debe considerarse 
una conclusión definitiva. Para el pH de Castelejo y Mortórios, la IC50 estaría alrededor 
de 3 µg/L y 44,7 µg/L respectivamente, por lo que probablemente la concentración de 
cobre sea un agente selectivo ([Cu] < 5 µg/L para Castelejo y 20,43 µg/L para 
Mortórios). 

En cuanto al arsénico, se trata de un semi-metal muy tóxico en su forma inorgánica 
[242]. En su forma As(V), la más común en el medio ambiente, compite con el ion 
fosfato (PO4 

3-) en reacciones enzimáticas, inhibiendo la fotofosforilación y la 
fosforilación oxidativa [242], [243]. También inhibe el metabolismo del fósforo al 
unirse a moléculas fosforiladas. La célula cuenta con mecanismos para reducir la 
toxicidad del arsénico, pero si estos se saturan aumenta la concentración de ROS y se 
inhibe la división celular [244]. El As(III) es una especie química con niveles tóxicos 
similares, actuando a través de la unión a grupos tiol en moléculas como al glutatión 
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[244]. Dependiendo de la especie de microalga, será más tóxico el As(III) o As(V), con 
Chlorella sp. CE-35 siendo más sensible al As(III) (EC50 = 27 mg/L) que al As(V) (EC50 = 
1,15 mg/L) [245]. En el agua de Villavieja la concentración de arsénico fue de 1,567 
mg/L, por lo que probablemente sea un factor selectivo. Sin embargo, se ha observado 
que la co-ocurrencia de arsénico y cobre en el medio facilitaría la detoxificación del 
arsénico por parte de las microalgas al incrementarse la producción de especies 
volátiles de arsénico por biometilación [246]. 

El plomo en Chlorella sp. y Scenedesmus acutus tiene un impacto negativo en el 
fotosistema II, con diferentes efectos en las dos especies con la misma concentración 
[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 tóxicas 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 podría no ser un factor determinante en la presión selectiva de 
estas aguas. 

Respecto al uranio, a pH 5 la EC50 en C. reinhardtii del ion uranilo (UO2 2+), la forma de 
uranio más común disuelta en agua, es de 1,2 x 10-7 M [249]. En masa de U se 
correspondería a 28 µg/L, por lo que la concentración de uranio en las cinco aguas de 
estudio (por encima de 1000 µg/L), muy probablemente sea una fuerza selectiva. 
También en C. reinhardtii se determinó que afecta al rendimiento fotosintético [250]. 
De nuevo, la toxicidad del uranio en microalgas es dependiente del pH del medio. En 
Chlorella sp., la concentración tóxica crónica (a 4 días) de uranio a pH 6,5 y 5,7 fue, 
respectivamente, 13 µg/L y 34 µg/L [228].  De seguir una recta lineal en función del pH 
con los dos datos obtenidos, la concentración tóxica a pH 2,7 (pH de Villavieja, el valor 
más bajo registrado en las charcas), sería de 112,745 µg/L. Y en función de la 
concentración de ion H+, sería de 19962 µg/L. Ambas concentraciones por debajo del 
valor de concentración de uranio encontrado en Villavieja.  

Una de las particularidades de la minería de uranio es la presencia de isótopos 
radiactivos dada la naturaleza del metal que se quiere obtener. Los tres isótopos 
naturales del uranio son radiactivos: 234U, 235U y 238U. Además, en las minas de uranio 
hay radionucleidos como el radón o isótopos del plomo, bismuto o polonio. Estos 
isótopos radiactivos presentes en las charcas de uranio (y en otros lugares tanto 
antropogénicos como naturales), emiten radiación ionizante que puede comprometer 
la vida de los microorganismos en ese ambiente [233]. La radiación ionizante puede 
dañar directamente múltiples componentes celulares importantes como proteínas o el 
material genético hereditario (ADN). Pero también podría causar estrés oxidativo, 
provocando un daño indirecto [251]–[253] y causa modificaciones en el fotosistema II 
[253], [254]. Los mecanismos de resistencia o tolerancia de microorganismos a dosis 
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de radiación altas irán destinados a bloquear o sobreponerse a estos daños, como 
poseer varias copias del genoma, tener unos mecanismos de reparación del ADN 
extremadamente eficientes, contar con proteínas específicas que protegen el ADN de 
la radiación o, nuevamente, producción de moléculas antioxidantes [255]–[257]. La 
relación entre el Mn y el Fe intracelular también está relacionada con la resistencia a 
dosis de radiación ionizante [258]. En cuanto a Chlamydomonas reinhardtii, posee una 
fuerte adaptación, con mecanismos inducidos de reparación 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 (LD50) de radiación 
ionizante se encontraba en los 10.000Gy, pero con capacidad de aguantar dosis de 
radiación de hasta 20.000Gy, recuperándose la población en menos de dos semanas 
tras la exposición a la dosis radiactiva. Como referencia, Chlamydomonas reinhardtii 
presenta una LD50 de 500Gy [261] y los humanos una LD100 de 10Gy [262]. Villavieja 
presenta una radiactividad de 4,1 μSv h−1, lo que en un año equivaldría a 0,035 Sv, muy 
lejos de dosis dañinas para C. reinhardtii. 

Hecha esta revisión, podría decirse que las características particulares de cada charca 
crean una presión selectiva diferente, pero que los efectos se deben principalmente a 
la acidez y a la concentración de uranio, con particularidades. En Mortórios y Castelejo 
el pH no está en valores extremos, por lo que la toxicidad por acidez no sería un factor 
principal. Sí lo sería, no obstante, la concentración de metales. Mayoritariamente 
uranio, pero también podría afectar el cobre en Mortórios. En Quinta do Bispo, por el 
contrario, el factor fundamental sería el pH, que a su vez limitaría la toxicidad del U, el 
Zn y el Cu. En Saelices las variables previsiblemente más 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 característica 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 Adaptación 

Las cinco charcas del estudio cuentan con características que las convierten en 
ambientes extremos de los ecosistemas acuáticos naturales de aguas continentales. 
Los ambientes extremos antropogénicos ejercen una presión selectiva sobre los 
microorganismos. Solo aquéllos que estén adaptados a las condiciones que presentan 
podrán proliferar. Además, una de las diferencias con los ambientes extremos 
naturales es el tiempo geológicamente corto que ha transcurrido desde su aparición 
hasta el presente (con ambientes extremos antrópicos nuevos originándose cada día), 
limitando la cantidad de microorganismos que han entrado en contacto con ese medio 
y el número de generaciones transcurridas. A pesar de estas limitaciones, las 
características de los microorganismos -como poblaciones con número de individuos 
muy grande, tiempos de generación muy cortos y ubicuidad- permiten que en muchos 
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de estos ambientes extremos de nueva aparición haya presencia de microorganismos 
muy bien adaptados. El origen de estos microorganismos puede estar en las 
poblaciones que habitaran el ecosistema previamente a la contaminación o pueden 
haber aparecido por migración. En ambos hipotéticos casos, el origen estará en 
microorganismos extremófilos o extremotolerantes. Dentro de esta definición 
entrarían poblaciones mesófilas capaces de aclimatarse fisiológicamente 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 Evolución y quemostato 

El estudio de cómo funciona la adaptación del fitoplancton a estos ambientes es clave 
para predecir cambios en ecosistemas. La adaptación de las poblaciones a nuevos 
ambientes estará determinada por la plasticidad de la especie - la capacidad de 
cambios fenotípicos 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 consideración que se 
han utilizado cepas sin reproducción sexual. La transferencia genética horizontal 
también está 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 
teóricos y experimentales. La existencia de mutaciones pre-adaptativas en 
microorganismos, mutaciones aparecidas en una población que pueden resultar 
beneficiosas en condiciones estresantes posteriores, fue comprobada ya en 1943 por 
el magníficamente diseñado análisis de fluctuación de Luria y Delbrück [267]. El análisis 
de fluctuación se rediseñó para poder llevarse a cabo en medios líquidos y demostrar 
la existencia de estas mutaciones también en organismos unicelulares fotosintéticos 
acuáticos [79]. Pero mediante el análisis de fluctuación 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 mutación y puede ser 
utilizado como herramienta para realizar aproximaciones que permitan conocer la 
capacidad de la adaptación de diferentes especies a medios concretos [268] e, incluso, 
para obtener cepas biotecnológicamente 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 artículo donde describían un mecanismo para el control 
del crecimiento de microorganismos: el quemostato. Cuando una población 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 crearían una 
población que acabaría por estabilizar su número en el punto donde la tasa de 
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crecimiento de los microorganismos es igual a la tasa de eliminación de los que 
escapan del recipiente, además de contar con tamaños poblacionales muy grandes y 
controlables mediante el cambio en la concentración de nutrientes aportados. En un 
ambiente tal se pueden observar las dinámicas de mutación-selección sin la influencia 
de otros factores externos. Las mutaciones, al ser un proceso aleatorio, aparecerán en 
la población del quemostato siempre que permanezca un tiempo suficiente en relación 
al tamaño de población. 

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 población original, la abundancia 
relativa de la población mutante aumentaría linealmente y la población del 
quemostato en su práctica totalidad acabaría por ser mutante al sustituir a la 
población original, aunque una completa sustitución es poco probable que ocurra 
[269], [270].  

Si la mutación es neutra, con una fitness prácticamente igual a la cepa original, la 
abundancia relativa de la población mutante también aumentaría linealmente y podría 
llegar a sustituir la población original. Esto se debe a que en la población original 
continuarán apareciendo mutantes. No obstante, también podrían aparecer mutantes 
dentro de la población mutante, revirtiéndose. 

Si la mutación acarrea una reducción de fitness respecto a la cepa ancestral, se alcanza 
un equilibrio en su número determinado por la tasa de mutación y la menor fitness del 
mutante. Al tener una menor fitness la selección tenderá a disminuir la presencia de 
estos mutantes. Sin embargo, al haber también una aparición constante de ellos, se 
alcanzaría un equilibrio.  

En este estudio, además, no se utilizó ningún 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 selección 
ocurrida dentro del biorreactor será más inespecífica. 

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

Las charcas con aguas residuales de minería de uranio estudiadas son un ejemplo de 
ambiente antropogénico extremo, lugares con origen humano aparecidos en tiempos 
geológicamente cortos y donde la mayoría de las especies no proliferarían. El 
experimento llevado a cabo con el biorreactor semi-continuo permite observar cómo 
las microalgas mesófilas del estudio se adaptan a estos ambientes hostiles. Se observa 
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una gradación en la toxicidad de las aguas, en parte relacionada con la diversidad 
encontrada. Las tres cepas microalgales estudiadas se adaptaron fisiológicamente a las 
aguas de Mortórios y Castelejo, además de contar con un mayor número 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 situarían con una toxicidad 
intermedia dentro de las cinco charcas del estudio. Dentro de estas dos, se alcanzó un 
equilibrio mutación-selección. El equilibrio apareció antes para Quinta do Bispo, 
teniendo también una mayor densidad de mutantes respecto a Saelices, lo que 
indicaría una mayor tasa de mutación que confiere resistencia o mejor fitness de los 
mutantes en condiciones no selectivas. El agua de la charca de Villavieja ejerce una 
presión selectiva tal de no aparecer cepas resistentes a lo largo de 60 generaciones, 
por lo que muy probablemente las especies estudiadas requieran de más de una 
mutación para proliferar en este hábitat. 

En el Río Tinto, en el suroeste de la Península Ibérica, también encontramos un 
ambiente extremo [271]. Este río, 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 mesófilas cosmopolitas, 
lo que sugiere capacidad de adaptación rápida al medio [156], [272]. Esta capacidad 
fue demostrada por Costas y col. [273] mediante un análisis de fluctuación, 
observando que la clorofita Dictyosphaerium chlorelloides (Naumann) adquiría la 
resistencia a las aguas de Río Tinto gracias a mutaciones espontáneas ocurridas en 
poblaciones sin contacto previo con el agua tóxica. Estudios con diferentes aguas 
ácidas y con metales pesados de todo el mundo muestran que hay múltiples especies 
fitoplanctónicas 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 adaptación 
rápida de cepas en laboratorio a las aguas [157], [191], [275]. El estudio aquí expuesto 
aporta más datos apoyando la idea de que las especies aquí estudiadas tienen gran 
capacidad de adaptación y de que ésta puede lograrse mediante mutaciones pre-
selectivas, en contra de otras teorías que apoyan la adaptación gradual. Como 
expuesto por Low-Décaire y col. [157], tal vez la capacidad para habitar ambientes 
extremos esté ampliamente difundida entre comunidades de microorganismos 
mesófilos. 

La hipótesis de que en el mundo microbiano “todo está en todas partes y el ambiente 
selecciona” ha sido generalmente descartada con evidencias de patrones 
biogeográficos [276]. Las microalgas identificadas en las charcas tendrían su origen en 
poblaciones mesófilas anteriores que lograron adaptarse a las nuevas condiciones o en 
poblaciones extremotolerantes o extremófilas (o que simplemente tuvieran algún 
mutante posteriormente exitoso) que colonizaron el medio procedentes de otros 
lugares. La diversidad de taxones dentro de los nuevos ecosistemas dependería de la 
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llegada de especies y de la extinción, relacionado a su vez con la distancia hasta el 
lugar de origen de los microorganismos y el tamaño del nuevo ambiente [277]. Sobre 
estas poblaciones actuarán las fuerzas de selección, especiación/mutación, deriva y 
migración [278], [279] y donde habría que añadir particularidades de microorganismos 
como su pequeño tamaño y corto tiempo de generación, que influyen en su respuesta 
a cambios en el ambiente como fragmentaciones [277]. Además, la composición de 
comunidades planctónicas es particularmente difícil de interpretar y, a pesar de que 
“la Paradoja del plancton” fue formulada en 1961 [280], es aún hoy motivo creador de 
investigación y literatura científica [281], [282], aunque la dinámica de las 
comunidades microalgales queda fuera del ámbito de este estudio, requiriéndose para 
ello una investigación más dilatada en el tiempo. 

En base a esto y al experimento de adaptación en biorreactor, es plausible que las 
especies encontradas en Castelejo, Mortórios, Quinta do Bispo y Saelices procedan de 
especies mesófilas que en un inicio pudieron habitar las charcas por adaptación 
fisiológica o por tener una mutación previa al contacto que confiera resistencia, de 
manera similar a la adaptación en biorreactor. En Villavieja el mecanismo podría ser 
otro. Las mismas tres clorofitas encontradas en Villavieja se encontraron en Saelices. 
Teniendo en cuenta la distancia y la presión selectiva que ejerce la charca de Villavieja, 
podría hipotetizarse que las especies primero se adaptaron a Saelices, y después 
dieron el salto a la charca de Villavieja; aunque también podría haberse facilitado 
mediante la reproducción sexual en poblaciones totalmente sensibles [81]. De todas 
formas, tan solo son hipótesis aquí planteadas para cuya confirmación se requeriría 
mayor estudio: el objetivo de esta investigación no era determinar el origen específico 
de las cepas encontradas en las charcas, sino aportar información sobre las especies 
que en ellas habitan y sobre la adaptación de especies mesófilas a las aguas residuales 
de minería de uranio. 

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

7.3 Biotecnología 

Una posibilidad para aliviar los efectos perjudiciales que tiene la minería en el medio 
ambiente sería la utilización de microalgas en procesos biotecnológicos relacionados.  

De cara a una biorremediación de aguas residuales de minería de uranio, las 
microalgas aisladas de las charcas serían una buena opción. Cuentan con mecanismos 
propios que les permiten sobrevivir en estos ambientes, los cuales a su vez podrían 
permitir una mayor captura de metales. La idea está 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]. Sería de esperar que también exista captura del 
resto de iones metálicos.  

La captura de los iones metálicos podría adscribirse a dos mecanismos, bioadsorción y 
bioacumulación. La bioadsorción se trata de un proceso físico-químico pasivo 
mediante el cual los cationes metálicos se adhieren a los lugares de la pared celular 
con carga negativa, por lo que serviría para la captación incluso con biomasa muerta. 
La bioacumulación, por su parte, es la interiorización activa de los iones metálicos 
mediante enzimas como fitoquelatinas [294]. 

Mediante la fotosíntesis se incrementa el pH del medio acuático, pero el crecimiento 
de microalgas también elevaría el pH al capturar nitratos [295], [296], colaborando con 
la biorremediación doblemente: disminuye la acidez y baja la solubilidad de los iones 
metálicos. 

La gran ventaja de las microalgas en biorremediación consiste en que además captan 
CO2 de la atmósfera para la fotosíntesis, contribuyendo a que el proceso sea neutro o 
incluso negativo en emisiones de carbono, además de ser las responsables del 75% de 
la producción de oxígeno global [45]. 

Como beneficio adicional del uso de microalgas, está la valorización de la biomasa. Los 
restos de biomasa pueden servir para múltiples propósitos en función de las 
propiedades bioquímicas de la especie utilizada. Como ejemplo, de algunas microalgas 
se extraen compuestos utilizados en nutrición humana, como el ácido γ-linoleico, ácido 
araquidónico, ácido eicosapentaenoico (EPA) o ácido docosahexaenoico (DHA) [297]–
[299]; o carotenoides como β-carotenos, utilizados en colorantes alimentarios y como 
antioxidante, y astaxantina, también con propiedades antioxidantes [265]. Pero el 
espectro es más amplio, utilizándose también para la producción de antibióticos y 
antifúngicos [300]–[304], en la preparación de cosméticos [305], [306] e incluso en la 
producción de bioplásticos [307]. Y, por supuesto, las microalgas pueden utilizarse 
como biodiésel para obtener energía [308], mejorando la producción de energía neta 
de las industrias energéticas implicadas. 

Algunos procesos biotecnológicos aplicados al litio también podrían resultar de interés 
industrial. Un gran aliciente es que el litio interactúa mediante diversos mecanismos 
bioquímicos con las estructuras vivas, lo que tal vez conllevaría una mejor eficiencia de 
procesos biotecnológicos. La minería 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 tecnológicos, por ejemplo. Es importante estudiar 
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las posibilidades para el reciclaje de este elemento y los efectos que podría tener en la 
biosfera. 

A pesar de no contar con funciones claras y específicas 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 señala como lo contrario: un elemento que en la mayoría de organismos no es 
utilizado biológicamente [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 cáncer [313]. 
A pesar de ello, la concentración de los iones Li+ en los fluidos animales no está 
regulada, lo que es indicativo de que no cumple funciones específicas [314]. En 
plantas, los efectos del Li son muy variados según especie y concentración (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+, Mg2+ y Ca2+ [316], 
[317], aunque según E. Jakobsson y col. [314], los efectos biológicos principales del ion 
Li+ se deben más específicamente a la competición con iones Na+ -el catión 
monovalente con peso atómico más parecido- y con iones Mg2+ - el cual cuenta con un 
radio iónico casi idéntico. En el tratamiento del trastorno bipolar, el ion Li+ actúa 
sustituyendo iones Mg2+ en determinadas proteínas relacionadas con la enfermedad, 
pero no en otras metaloproteínas 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 IC50 de 0,1mM [320], o a la inositol monofosfatasa [321]. 
Actualmente está planteada la hipótesis, apoyada por estudios como los citados y más 
(revisado por Birch [322]), de que el Li es capaz de inhibir enzimas dependientes de Mg 
ya que lo desplaza de sus sitios de unión, alterando las propiedades de la enzima. 

Respecto a la relación entre Na y Li, en aguas con el mismo origen pero que sufrieron 
un tratamiento en el que pasaron de tener una alta concentración en NaCl y baja en 
LiCl a concentraciones inversas, se han encontrado diferentes grupos de procariotas, lo 
que hace pensar que los mecanismos de tolerancia frente al Na y el Li puedan ser 
diferentes [323]. Por contra, un estudio proteómico en Rhodococcus sp. A5wh - 
procariota capaz de proliferar a concentraciones de Li 1M- reveló que en presencia de 
Li se activaban proteínas metabólicas que sintetizan metabolitos osmóticos orgánicos 
intracelulares como el glicerol - que otorga tolerancia a sales-, proteínas relacionadas 
con la respuesta a estrés y con la transcripción y traducción [324], una respuesta 
acorde con toxicidad por sal. 

En algas los efectos del ion Li+ también apuntan a estar relacionados con el catión Na+ y 
con el catión 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 inhibía el crecimiento [327]. El flagelo de Chlamydomonas 
reinhardtii pierde la motilidad a concentraciones de Li+ 5mM y se alarga hasta 1,4 
veces su tamaño en presencia de Li+ 50mM, inhibiendo a su vez la síntesis de proteínas 
para su regeneración [328]. El Li+ en C. reinhardtii inhibe la enzima glucógeno sintasa 
quinasa 3, relacionada con el flagelo [329] y aumenta varios ARNm flagelares [330], 
pero hasta aquí se limita el conocimiento en la acción del Li+ en esta clorofita modelo. 
En Chlorella vannielii se produce una inhibición 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 polisacárida 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 unión específico 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 
sobreexpresión 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 está 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 
estequiometría 1:1 con el ion K+ [340]. A su vez, en bacterias, el Li+ puede ser un 
sustituto del Na+ en el cotransporte de aminoácidos como prolina [341] y azúcares 
[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 órdenes de magnitud inferiores [344]–[347]. Este comportamiento se 
explica porque la presencia de cationes, entre ellos el Li+, pero también y con más 
eficacia Na+, K+, Ca2+ y Mg2+, 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 expulsión de iones Na+ conocidos en microalgas, el antiportador 
Na+/H+ [349]. Una vez aumenta la concentración 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 así ya que el Li+ es un inhibidor competitivo que bloquea el 
antiportador Na+/H+ sin comportar un intercambio Li+/H+, determinándose 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 fitoplanctónicas eucariotas 
podría hipotetizarse que el Li+ se mantendría en el interior celular. No obstante, es 
probable que existan mecanismos de expulsión aún desconocidos. 

En el caso de la clorofita Hydrodictyon reticulatum en presencia de luz, el Li+ es el ion 
que más 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 catión más 
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 eliminación de Na+ requieren energía para llevarse a cabo [349], 
existiendo también intercambiadores Na+/K+ dependientes de energía [356]–[358]. Se 
requieren estudios más 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 serían una herramienta muy útil en la captura del ion Li+. 

Existen más hipótesis respecto a la existencia de más mecanismos de control iónico 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 genómicos también han revelado la existencia de P-ATPasas en 
diferentes especies de clorofitas con función en la homeostasis de iones, aunque no se 
ha estudiado su influencia en la concentración de Li+ [359]. Y en la clorofita Tetraselmis 
subcordiformis existe un mecanismo de entrada de los aminoácidos alanina y serina 
dependiente de Na+ [360], que, de funcionar como el cotransportador de Na+/prolina 
en E. coli, captaría también Li+ [341]. 

Aún quedan muchos interrogantes en los mecanismos por los que la concentración de 
Li+ varía 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 bioquímica de la movilización del Li+ entre 
membranas.  

Además de mecanismos de internalización y posible expulsión, las clorofitas poseen 
una pared con cargas negativas donde se unen cationes. La biomasa de Dunaliella 
salina tiene capacidad de capturar Li+ en solución por la electronegatividad de la pared 
celular [361], característica común de algunas microalgas también vivas. Por su parte, 
en la clorofita Oocystis solitaria se vio que los grupos involucrados en la adsorción de 
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litio eran principalmente alcanos, fenoles y amidas [362]. Esta propiedad, unida a la 
demostrada internalización del litio, evidencia la utilidad biotecnológica de algunas de 
estas clorofitas en la captura de litio en solución. 

En el experimento de esta tesis, las tres especies de microalgas utilizadas mostraron 
captura de Li, al determinarse en el pellet una concentración de Li mayor que en el 
medio líquido. En términos absolutos, la masa de Li capturada fue mayor en el cultivo 
analizado tras 27 días para las tres especies, pero en términos relativos a la biomasa 
del pellet hubo variaciones según la especie. TmS1 y ChlaA presentaron la mayor 
concentración de Li en el pellet en el día 27, mientras que CAFE justo tras la 
inoculación. De cara a su aplicación sería necesario adecuar el tiempo de contacto 
entre solución y biomasa al óptimo para el cual la especie captura. 

La captura de Li ya se ha estudiado en microorganismos mediante experimentos 
enfocados al uso biotecnológico 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 observó una gran variabilidad en la 
captura de Li entre especies muy similares, por lo que deben existir características 
específicas que lo favorezcan [363]. También se han descrito variaciones en la captura 
con biofilms bacterianos, encontrando diferencias en la adsorción 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 unión a cationes, con la estación [364]. Cabe mencionar 
que en Saccaromyces cerevisae el Li+ se acumula preferentemente en vacuolas [340]. 
Un comportamiento similar en algunas microalgas sería 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 concentración 
iónica que las células con vacuolas pequeñas [365], por lo que éstas podrían ser de 
utilidad a la hora de capturar Li+. 

En la captura de Li influyen múltiples variables que podrían ser la razón de las 
diferencias encontradas. En un primer lugar estaría la concentración 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 concentración externa, pero no de manera 
lineal. Concentraciones 10 veces mayores de Li+ en el medio de cultivo tan solo 
suponía tres veces más concentración 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, sería esperable que la concentración 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 observó una disminución en la concentración de Li disuelto en el medio 
tras la fundación del experimento, pero progresivamente aumentó hasta llegar a 
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niveles cercanos a los 54 mg/L iniciales a los 10 días del cultivo y a pesar de un 
aumento importante de la biomasa [367]. Es indicativo de una desorción del ion. Un 
comportamiento similar podría argumentarse con ChlaA, en la cual disminuyó la 
concentración de Li en el pellet desde el día 0 al día 12, aunque en este caso tras 27 
días esta concentración aumentó 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 detectó expulsión de este elemento [366], señalando que existen 
comportamientos diferentes frente al Li en solución. Con los resultados obtenidos en 
este estudio podría argumentarse que existe desorción en las tres especies: ligera en 
TmS1 el día 3, mayor en CAFE el día 3 y también acusada hasta el día 12 en ChlaA.  

El pH también debe ser tenido en cuenta. Si hay altas concentraciones de H+, existirá 
una mayor competencia por los sitios de unión en la pared y la bioadsorción será 
previsiblemente menor, por lo que al aumentar el pH también aumentan los sitios de 
unión a metales [235]. Por el contrario, existen mecanismos de transporte de iones 
dependientes de la concentración de H+ que favorecerían la unión de más cationes 
[350]. En la clorofita Oocystis solitaria el pH óptimo para la captura de Li se estimó en 5 
[362], mientras que en otros microorganismos como la levadura Kluyveromyces 
marxianus, el pH óptimo fue 9 [368], y en la bacteria Arthrobacter nicotianae, la 
máxima captura es a pH 6 [363]. Además, en biomasa microalgal seca (Dunaliella 
salina), donde tan solo tendría lugar bioadsorción, el pH óptimo para la captura se 
sitúa en valores básicos [361]. La captura de Li en función del pH también sería 
especie-dependiente. A parte de los protones, la presencia en el medio de otros 
cationes también influye. Se ha señalado la influencia del ion K+ en la captura de 
Chlorella vulgaris de Li+, utilizando medios con la misma concentración 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 podrían ajustarse para alcanzar la máxima 
captura posible. En el estudio O. solitaria determinaron los valores que permitían una 
captura óptima de Li en solución para diferentes variables, alcanzando una retirada del 
99,95% de Li disuelto a pH 5, 30°C, 60 minutos de contacto en agitación, una 
concentración de Li de 200 mg/L y una biomasa algal de 1 g/L [362]. Se necesitarían 
estudios similares para averiguar cuáles son las condiciones que permitirían una mayor 
captura de Li con las tres especies del estudio de esta tesis. 

Estas investigaciones dan indicios claros de que las especies estudiadas podrían 
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 podrían ir más allá. 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 isótopos, el 6Li y el 7Li. 
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Determinadas tecnologías no solo requieren elementos específicos, sino isótopos de 
estos elementos. La medicina nuclear sería una de estas áreas, donde la mayoría de 
isótopos requeridos son radioisótopos, como el 99mTc, utilizado en el 80% de procesos 
de diagnóstico por imagen en medicina nuclear [369] o el 177Lu en terapia dirigida con 
radioisótopos [370]. También en campos de investigación muy variados, como por 
ejemplo estudiar los mecanismos de reacciones químicas, la captura de fertilizantes 
por parte de cultivos [371] o en estudios del metabolismo [372]. El otro gran campo 
donde se requieren isótopos precisos es el sector nuclear. La energía nuclear requiere 
de relaciones isotópicas que no se encuentran en la naturaleza. En los reactores de 
fisión nuclear son necesarios isótopos fisibles, principalmente el 235U, 233U y 239Pu, 
como combustible nuclear. Pero no son los únicos isótopos necesarios en la industria 
nuclear ya que, en ocasiones, dependiendo del tipo de reactor, se utilizan isótopos 
para hacer de moderador nuclear, tales como el deuterio (formando agua pesada) 
[373] o el 7Li en los reactores de sal fundida [374]. La pureza o el grado de abundancia 
de los isótopos es crucial para poder llevar a cabo estas reacciones. En el caso del 235U, 
el único isótopo 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 235U [375]. Debido a su amplio uso, los 
métodos para enriquecer uranio se han perfeccionado, descartándose otros como la 
separación electromagnética o la difusión térmica [376], y en la actualidad la práctica 
totalidad del uranio enriquecido del mundo se obtiene mediante centrifugación 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 64Zn [378]. La utilización 
de Zn empobrecido (con una abundancia de 64Zn menor al 5%, teniendo una 
abundancia natural del 48%) disminuye la cantidad de 60Co (altamente radiactivo) 
producida en un reactor. En este caso el producto deseado sería la matriz empobrecida 
en el isótopo 64Zn, al contrario que con el 235U donde el valor reside en el 
enriquecimiento de este isótopo, mostrando la doble cara de los procesos de 
fraccionamiento. 

Sin embargo, el enriquecimiento no siempre está optimizado para todos los isótopos 
(o relaciones isotópicas) que puedan resultar de interés para la industria energética. En 
ocasiones puede suponer un gasto energético demasiado alto, derivando en una 
disminución de la energía neta producida. Y también hay métodos de enriquecimiento 
contaminantes y cuya utilización comprometería los objetivos de sostenibilidad del 
proceso de obtención de energía: al fin y al cabo, el enriquecimiento no deja de ser 
otro paso más 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 isótopos de litio, obtenidos por el método de amalgama o COLEX, durante el cual se 
utilizan grandes cantidades de mercurio de difícil 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 día 
a fin de lograr mayor eficiencia energética y sostenibilidad. 

La biotecnología está en auge y está demostrado que los organismos vivos serían de 
utilidad también en este campo. Los seres vivos discernimos entre isótopos al 
interactuar con átomos y moléculas. En los microorganismos en particular, se ha 
demostrado que existe fraccionamiento con elementos esenciales para la vida como el 
oxígeno [379], el carbono [380]–[383], el nitrógeno [379], [381], el azufre [384], [385] 
o el hidrógeno [382], [383]; con oligoelementos como zinc [386], cobre [387], [388] o 
hierro [389], [390], y elementos sin funciones biológicas como el mercurio [391].  

La causa del fraccionamiento reside principalmente en las diferencias en masa de cada 
isótopo. Debido a esto, pueden darse dos fenómenos que fraccionen generalmente en 
favor del isótopo más ligero: efecto isotópico de equilibrio y efecto isotópico cinético 
[392]. El efecto isotópico de equilibrio ocurre cuando existe una reacción química en 
equilibrio, tal y como podría ser el intercambio de carbono entre CO2 atmosférico y 
ácido carbónico disuelto en agua. En estas situaciones de equilibrio no perturbado, el 
isótopo más pesado tiende a concentrarse en la molécula que tenga una unión química 
más fuerte. Sin embargo, situaciones de equilibrio tales no son comunes en sistemas 
biológicos, por lo que es probable que la razón principal del fraccionamiento isotópico 
con microorganismos se deba a un efecto isotópico cinético. Este efecto se da cuando 
los átomos pasan de una molécula a otra o se difunden a través de una barrera, por 
ejemplo. Se basa en la diferencia de energía cinética que requieren los diferentes 
isótopos para completar esta reacción o movimiento. De esta forma, los isótopos más 
ligeros necesitan menos energía, por lo que completarían el paso con mayor velocidad 
[392], [393]. Si el movimiento es incompleto, es decir, si no todos los átomos del 
sustrato pasan a formar parte del producto o no todos los átomos atraviesan la barrera 
de difusión, el producto contendría una abundancia relativa de isótopos ligeros 
superior a aquella encontrada en el sustrato. 

En estas diferencias de masas isotópicas y sus consecuentes efectos se basan la 
mayoría de los métodos de enriquecimiento actuales, como la centrifugación (donde la 
diferencia en masa es aprovechada directamente) o la difusión (donde la diferencia en 
masa provoca el efecto isotópico cinético). Pero, por lo general, el fraccionamiento 
que ocurre en un único proceso de este tipo es ínfimo, obteniéndose dos productos, 
uno enriquecido y otro empobrecido, que difieren muy ligeramente en abundancia 
isotópica relativa. Para alcanzar las relaciones isotópicas 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 volvería a ser utilizado al principio de la cadena para enriquecerlo. Este 
diseño se conoce como cascada. 
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Teniendo esto en mente, sería posible utilizar microorganismos con el objetivo de 
enriquecer isótopos. Una posibilidad sería el diseño de cultivos líquidos en 
biorreactores en cascada con microorganismos que hayan probado capturar 
preferentemente un isótopo. Cada tiempo establecido, se retiraría el cultivo y 
separaría la fase acuosa de la biomasa. Aquella matriz más enriquecida en el isótopo 
deseado pasaría a una nueva fase de enriquecimiento, previo tratamiento químico 
para separar el elemento del resto de biomasa y componentes del cultivo. 

Una tecnología así sería ecológicamente limpia y los subproductos –la biomasa- serían 
valorizables con fines muy diferentes dependiendo de los microorganismos que se 
utilizasen. Sin embargo, el desarrollo de esta tecnología es nulo y apenas se 
encuentran referencias sobre ello en la literatura científica. 

En esta tesis se ha realizado un screening en tres especies microalgales para valorar el 
fraccionamiento isotópico que conlleva su interacción con litio. Se ha demostrado que 
existe fraccionamiento isotópico de Li, mayoritariamente enriquecimiento en 6Li, en 
cultivos de microalgas. La δ6 varía con el tiempo del cultivo y la especie. La mayor δ6 se 
obtuvo con CAFE en el momento de la inoculación, coincidiendo también con la mayor 
captura relativa de Li en esta cepa. Esta situación se da también con ChlaA y TmS1.  

Estos resultados son la primera evidencia de la existencia de fraccionamiento isotópico 
de litio con microorganismos fotosintéticos eucariotas. Previamente con otros 
organismos también se observó fraccionamiento isotópico biológico del litio, 
principalmente en mamíferos [394] incluyendo humanos [395], sugiriendo y 
demostrando que el 6Li tiene un efecto mayor en el organismo que el 7Li al tener más 
capacidad de paso entre barreras biológicas [396]–[399]. En vegetales en medio 
natural también se puede producir fraccionamiento isotópico, con el trabajo de Li y 
col. [400] mostrando que hay un transporte preferencial de 6Li desde la raíz al follaje. 
Respecto a fraccionamiento isotópico de litio con otros microorganismos, Sakaguchi y 
Tomita [401], demostraron la preferencia de bacterias hacia la captura de 6Li.  Sin 
embargo, estudios ambientales previos determinaron que los blooms de microalgas no 
afectan a la relación isotópica del Li [402]. Este estudio tomó muestras de agua del 
único río que efluye del lago Myvatn (Islandia) durante un año, obteniendo una δ6 que 
oscilaba entre -16,7158 y -21,5264, sin poder adscribir la fluctuación a los blooms que 
se daban en el lago. Existen multitud de variables diferentes entre ambos estudios que 
podrían 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 isótopos de Li dadas otras 
condiciones. En segundo lugar, podría mencionarse la diferencia en la concentración 
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 órdenes de 



 DISCUSIÓN 
_____________________________________________________________________________ 
 

_____________________________________________________________________________
111 

 

magnitud por encima: 0,61 mM y 0,36 mM para BG-11 y F/2, respectivamente. La 
captura de Li podría ser tan pequeña que la variación en la relación isotópica cayera 
por debajo de los límites detectables. Otras variables serían la temperatura, la biomasa 
o procesos geoquímicos contemporáneos que también causen fraccionamiento 
isotópico, entre otros. En principio, en los cultivos experimentales no deberían existir 
otros procesos que fraccionaran isótopos de Li. En aguas naturales, no obstante, sí que 
existen procesos así, tales como la formación de minerales secundarios, que enriquece 
el agua en Li7 [403], [404], o la erosión [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 isotópico 
cinético o a un efecto isotópico de equilibrio. Para que se diera éste último, el Li 
captado por la célula debería estar presente formando otra molécula y existir un 
equilibrio químico 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 químico, además de haber cambios en el número de células que 
dificultarían dicho equilibrio. Sin embargo, es muy probable que la captura se deba a la 
unión con estructuras celulares y a la difusión entre membranas, por lo que el efecto 
isotópico esperable sería el cinético. Éste también es dependiente de la masa del 
isótopo, realizando las reacciones con mayor velocidad el isótopo más ligero. Por lo 
general, los resultados de nuestro estudio con las tres especies clorofitas van en el 
sentido que se esperaría de un fraccionamiento isotópico al tener la biomasa 
preferencia por el isótopo ligero. En cualquier caso, el enriquecimiento del pellet en 
uno u otro isótopo también dependerá del camino del Li en la célula. Si la única 
interacción de Li es la adsorción a la pared celular o la entrada por difusión, cabría 
esperar un enriquecimiento del pellet en 6Li ya que requiere menos energía para llevar 
a cabo el movimiento –el efecto isotópico cinético. Pero por este mismo efecto, si una 
vez interiorizado el Li existieran otros mecanismos de expulsión, se favorecería la 
expulsión del 6Li, enriqueciéndose así el interior celular en 7Li. Esta misma hipótesis 
explicaría por qué en las algas marinas comestibles Laminaria japonica y Porphyra sp. 
se detectó enriquecimiento en 41K, el isótopo más pesado del K [407] y por qué en 
TmS1 a tiempo 0, y ChlaA a 0 y 12 días el pellet está enriquecido (aunque ligeramente) 
en 7Li. 

Por el momento, todos los experimentos relacionados con seres vivos y los isótopos 
del litio tenían como objetivo la investigación básica. Únicamente la investigación 
desarrollada en esta tesis y el estudio de Sakaguchi y Tomita [401] proponen la idea de 
enriquecer isótopos de Li con seres vivos. Estos últimos 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 analizó la 
relación isotópica del Li de seis de las especies que más Li capturaron, alcanzando una 
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δ6 máxima de 58,7‰. A pesar de estos buenos resultados, no existen en la bibliografía 
registros de mayores investigaciones concernientes al enriquecimiento de 6Li 
utilizando microorganismos. De una manera análoga, en el ensayo de enriquecimiento 
isotópico con tres especies microalgales diferentes en medio de cultivo con Li+ 
sugieren fraccionamiento isotópico. Las δ6 obtenidas se encuentran en el mismo orden 
de magnitud que en el experimento con bacterias de Sakaguchi y Tomita, aunque la δ6 
máxima es superior en nuestras especies: 85,39‰, con la cepa CAFE en tiempo 0. Con 
esta cepa de Desmodesmus sp. se podrían llevar a cabo mayores estudios para 
determinar las condiciones que permitan una captura y fraccionamiento idóneos, pero 
solo con lo analizado en este ensayo esta cepa enriquece más comparada con otros 
métodos de enriquecimiento de 6Li. A su vez, la cepa ChlaA también resultaría 
interesante dada la gran captura de litio observada en el cultivo retirado el día 27 
(31,66 µg de litio/g de biomasa) junto a una δ6 de 38,8‰, cifra ésta última superior a la 
mayoría de los métodos de enriquecimiento de litio convencionales a pesar de ser 
inferior a la obtenida con la cepa CAFE.  Zhang y col. [144] han desarrollado un método 
sostenible y eficaz de enriquecimiento de Li, mediante un scrubbing con agua destilada 
- pasando preferentemente isótopos de 7Li desde una fase orgánica a una acuosa – con 
el cual han conseguido pasar de un 7,61% de abundancia relativa de 6Li en la fase 
orgánica a un 9,42% en 20 pases. Utilizando la cepa microalgal CAFE en tiempo 0 – 
contacto de biomasa con solución de Li y posterior separación de fases -, se logró pasar 
de un % de 6Li de 7.633% a 8.232% en un único pase. De mantenerse la δ6 en pases 
sucesivos con CAFE, en tan solo tres pases se alcanzaría una abundancia relativa de 6Li 
del 9,56%, mientras que se lograría una abundancia relativa del 30% (relación isotópica 
de ≈ 0,428) con 20-21 pases, siendo ésta la cantidad relativa mínima de 6Li para 
reactores de fusión nuclear [408]. La δ6 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] δ6 = 21.97, en Shi y col. [409] δ6 = 
16.26). 

A este respecto, las posibilidades de fraccionamientos isotópicos mayores utilizando 
otras especies podrían ser altísimas, ya que si utilizando una cepa aleatoria a modo de 
screening - que solo había tenido contacto previo con concentraciones traza de Li – se 
ha obtenido una δ6 máxima de 85,39‰, sería esperable que existieran otras cepas 
cuyo fraccionamiento sea aún mayor y, tal vez, acompañadas de una mayor captura 
que hiciera del proceso aún más eficiente. Para encontrar cepas con mayor capacidad 
de enriquecer 6Li o 7Li podrían ensayarse cepas salvajes o laboratoriales aleatorias, 
como se ha hecho en este estudio; o podría hacerse una búsqueda de especies 
adaptadas a vivir en ambientes con concentraciones altas de Li. Las especies presentes 
en estos hábitats es probable que cuenten con mecanismos celulares específicos para 
el movimiento del Li entre barreras u otras maneras de interactuar con el ion, lo que 
podría conllevar una mayor captura y enriquecimiento. Ya se han llevado a cabo 



 DISCUSIÓN 
_____________________________________________________________________________ 
 

_____________________________________________________________________________
113 

 

procesos de bioprospección similares con Li y microorganismos: con bacterias aisladas 
de salares con alta concentración de Li se ha conseguido realizar una captura eficaz de 
Li en solución [410], [411]. Existe también la posibilidad nada desdeñable de realizar 
una selección artificial o de conseguir capturas mayores de litio mediante ingeniería 
genética. Un experimento introduciendo el gen nhaAv -que codifica para un 
antiportador Na+/H+ en Vibrio alginolyticus- en la cianobacteria Synechococcus sp. PCC 
7942 mostró que no confería tolerancia al Na+, pero sí al Li+ [352], lo que, según 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 
que tal vez aumentaría la captura y el fraccionamiento al pasar por dos procesos 
donde habría efecto isotópico cinético: entrada al citoplasma y paso a los tilacoides. A 
su vez, también sería necesario encontrar las condiciones de cultivo óptimas como 
realizaron [362], determinando también más variables relevantes como la 
concentración de K+ [362], [367]. 

De cara a una implementación industrial cabe señalar que, al ser los dos isótopos de 
valor, el enriquecimiento de las especies utilizadas hacia uno u otro sería beneficioso. 
Además solo existen estos dos isótopos, por lo que el enriquecimiento en una de las 
fases en isótopo 6Li implicaría el enriquecimiento de la otra fase en 7Li. 

Sin embargo, la cantidad absoluta de Li presente en los pellets está varios órdenes de 
magnitud por debajo de la concentración en el medio, por lo que, aunque el 
enriquecimiento sea grande, se requerirían muchos pases para alcanzar masas 
significativas de isótopo purificado. Se podrían conseguir cantidades mayores de 
isótopos puros a través de enriquecimientos paralelos y secuenciales. 

Es muy probable que exista un amplio margen de mejora respecto a la cantidad de litio 
presente en el pellet. La optimización de las condiciones de cultivo y la elección de 
cepas encaminadas a aumentar la captación de Li – incluyendo posibles cepas 
mejoradas genéticamente- harían que la concentración de litio en la biomasa 
aumentase. Pero al ser un proceso con dos objetivos, captura y fraccionamiento, hay 
que tener en consideración que la captura total del elemento implica que no existiría 
fraccionamiento. En el otro extremo, si únicamente se capturase un átomo de Li, el 
enriquecimiento sería absoluto, pero la masa insignificante. Con más ensayos y análisis 
podría calcularse el óptimo de captura de Li a fin de tener una masa significativa del 
elemento enriquecido. El objetivo final sería obtener la mayor masa de isótopo puro 
en el menor tiempo posible.  

La ventaja del fraccionamiento con microalgas frente a otros métodos, además de la 
mayor δ6 obtenida, es que la biomasa puede reutilizarse. Tras la captura y 
fraccionamiento de Li en biorreactor con microalgas, se realizarían los procesos 
químicos oportunos encaminados a la recuperación del Li, sea desde la biomasa, desde 
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la fase acuosa o desde ambas. La recuperación del Li no debería ser un problema, ya 
que existen diversos métodos, como el uso de medios ácidos [412], y están más en 
estudio encaminados a recuperar Li de forma eficiente y sostenible desde matrices 
diferentes (e.g. [413]–[415]). 
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8. CONCLUSIONES 
 

1- La minería de uranio origina grandes volúmenes de agua ácida 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 físicas y 
químicas del agua: pH bajo y altas concentraciones de metales pesados. 

 

 
2- Las especies de microalgas clorofitas mesófilas estudiadas, Dictyosphaerium 

chlorelloides (DC1M) y Chlamydomonas reinhardtii A y B, lograron adaptarse a 
cuatro de las cinco aguas estudiadas, aunque con diferencias en función de la 
naturaleza de las aguas. El valor del pH y la concentración de metales 
determinaron la existencia de una gradación de toxicidad en las diferentes 
aguas residuales de la minería de uranio. 

 

 
3- En dos de las charcas, Mortórios y Castelejo, las de mayor diversidad y menor 

toxicidad, los resultados indican una aclimatación fisiológica, pero no podemos 
descartar la existencia de mutaciones que permitieran una mejor adaptación 
en las aguas residuales de minería de uranio. 

 

 
4- En las dos charcas restantes donde hubo adaptación, Quinta do Bispo y 

Saelices, se produjo exclusivamente por la aparición 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 disminución de fitness y la población 
está en equilibrio mutación-selección.  
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5- Las cepas estudiadas pertenecientes a las especies Chlamydomonas reinhardtii, 
Tetraselmis mediterranea y Desmodesmus sp., son capaces de capturar litio 
desde una disolución. A su vez, se comprobó que estas especies son capaces de 
discriminar los dos isótopos del litio y de llevar a cabo el fraccionamiento 
isotópico de este elemento, con un valor de δ6 (85,39‰) superior al que se 
consigue con las técnicas de fraccionamiento que han sido utilizadas 
industrialmente o que se están desarrollando en los últimos años basadas en 
procesos físico-químicos. La obtención de estos resultados bajo condiciones no 
optimizadas, con cepas sin adaptar y originarias de lugares prístinos hace 
pensar que las microalgas clorofitas tienen gran potencial en la captura y 
fraccionamiento isotópico de isótopos de litio. 
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