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Relacién de Acréonimos
ATCC (American type culture collection): Coleccion americana de cultivos tipo.

BLAST (Basic local alignment search tool): Herramienta basica para el

alineamiento de secuencias

CCD (Charge-coupled device): Dispositivo de cargas interconectadas.
CECT: Centro espafiol de cultivos tipo.

CIC: Centro de instrumentacion cientifica.

CMI: Concentracion minima inhibitoria.

CPS (Capsular polysaccharides): Polisacaridos capsulares.

D-R: Dubinin-Radushkevich.

DSM (Deutche sammlung von mikroorganismen): Coleccion alemana de

microorganismos.

DSMZ (Deutche sammlung von mikroorganismen und zellkulturen): Coleccién

alemana de microorganismos y cultivos celulares.
EDX o EDAX (Energy dispersive X-ray): Energia dispersiva de rayos X.
EPS (Extracellular polymeric substance): Sustancia polimérica extracelular.

ESRF (European synchrotron radiation facility): Instalaciones europeas de

radiacion sincrotron.

EXAFS (Extended X-ray absorption fine structure): Espectroscopia de

absorcion de estructura fina de rayos X.

HPLC (High performance liquid chromatography): Cromatografia liquida de alta

eficacia.

HREM (High resolution transmision electron microscopy): Microscopia

electronica de transmision de alta resolucion.




ICCD (Intensified charge-coupled device): Dispositivo intensificador de cargas

interconectadas.

ICP-MS (Inductively-coupled plasma mass spectrometry): Espectrometria de

masas con fuente de plasma acoplado.

LPS (Lipopolysaccharides): Lipopolisacaridos.

MA (Marine agar): Agar marino.

MB y MBs (Marine broth): Caldo marino y caldo marino solido.

MEC: Ministerio de Educacién y Ciencias.

MM y MMs: Medio marino y medio marino solido.

MR-VP (Methyl Red - Voges-Proskauer): Rojo de metilo - Voges-Proskauer.
Nd-Yag: Neodimio-itrio-aluminio-granate.

REEs (Rare earth elements): Elementos de las tierras raras.

ROBL (Rossendorf beamline): Linea de luz de Rossendorf.

SEM (Scanning electron microscopy): Microscopia electronica de barrido.

TEM (Transmision electron microscopy): Microscopia electrénica de

transmision.
TM (Total membrane): Membrana total.

TRLFS (Time-resolved laser-induced fluorescence spectroscopy):

Espectroscopia de fluorescencia inducida por laser en tiempo resuelto.
TSA (Tryptic soy agar): Triptona y soja agar.

XANES (X-ray absorption near edge structure): Absorcion de rayos X cerca de

la estructura de borde.

XAS (X-ray absorption espectroscopy): Espectroscopia de absorcién de rayos
X.

XRD (X-ray diffraction): Difraccion de rayos X.
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Introduccién general

1.1. Geomicrobiologia y Biomineralizacion

La geomicrobiologia es la ciencia que estudia el papel desempenado por
los microorganismos en los procesos geoldgicos, tanto los que han ocurrido en
el pasado como los que estan sucediendo en el presente. Ejemplo de estos
procesos son el efecto de los microorganismos sobre los ciclos de muchos
elementos y la precipitacién de compuestos minerales (Wolicka y Borkowsky,
2007; Baskar y Baskar, 2009).

El origen de la palabra “geomicrobiologia” es algo oscuro, aunque
obviamente deriva del término “microbiologia geoldgica” (en ingles geological
microbiology). Beerstecher en 1954 defini6 geomicrobiologia como el estudio
de las relaciones entre la historia terrestre y la vida microbiana de la tierra.
Kuznetsov et al. (1963) la define como el estudio de los procesos
microbiolégicos que tienen lugar en: 1) sedimentos modernos localizados en
las masas de agua, 2) zonas en las que se produce una circulacion de aguas
subterraneas a través de rocas igneas y sedimentarias, 3) zonas erosionadas
de la corteza terrestre. Ademas, dentro de su concepto de geomicrobiologia,
engloba el estudio de la fisiologia de microorganismos especificos que toman
parte en los procesos geoquimicos. Ningun autor ha trazado la historia de la
palabra geomicrobiologia, pero si han hecho hincapié en la importancia que
cientificos como Winogradsky, Waksman y Zobell tuvieron en el desarrollo de

este campo.

Uno de los primeros contribuyentes al campo de la geomicrobiologia fue
Ehrenberg (1838), quien durante el segundo cuarto del siglo XIX descubrié la
relacion existente entre Gallionella ferruginea y depositos ocres de hierro.
Posteriormente Winogradsky (1887; 1888) descubrié la oxidacién de H,S a
azufre elemental por parte de Beggiatoa y la oxidacion del FeCO3s a éxido
férrico por Leptothrix ochracea. El creia que ambos organismos obtenian
energia de estos procesos. Otras contribuciones importantes al campo de la
geomicrobiologia, ya dentro del siglo XX, fueron las de Harder (1919), gedlogo
y microbidlogo que estudié la importancia microbiana en la oxidacion,
precipitacion y formacion de depdsitos de hierro, y las de Stutzer (1912), que al

igual que Winogradsky, estudio la importancia de los microorganismos en la
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Introduccién general

formacion de depédsitos de azufre. En relacion a este ultimo ejemplo, el
descubrimiento de las bacterias sulfato reductoras por parte de Beijerinck
(1895) supuso un impulso en la comprensién del papel jugado por parte de las

bacterias en la formacién este tipo de depdsitos (Erlich 2002).

Los estudios de Nadson (1903) y Bavendamm (1932) sobre la
precipitacion de carbonato célcico y los estudios de Beijerinck (1913) y Zappfe
(1931) sobre la oxidacion del manganeso y su precipitacion en ambientes
naturales pusieron de manifiesto la importancia de los microorganismos sobre

estos procesos.

El papel desempefiado por las bacterias en la erosion de las rocas fue
sugerido a finales del siglo XIX por Muentz (1890) y posteriormente por
Waksman (1932), que propuso que esta erosidon podria ser fruto de la
produccion de acidos por parte de diferentes organismos tales como las

bacterias nitrificantes, hongos y liquenes.

Durante el transcurso del siglo XX se produjeron numerosos
descubrimientos fundamentales para la geomicrobiologia. Por ejemplo, el
concepto de limite medioambiental de pH y E; para los microorganismos en
ambientes naturales, que fue propuesto e introducido por Baas Becking et al.
(1960). Los estudios de Colmer et al. (1950) demostraron la existencia de
bacterias oxidantes del hierro en minas de carbon y su relacion con el drenaje
acido producido en estas. Posteriormente, la localizacion de estos mismos
organismos en drenajes acidos de minas de sulfato de cobre en Utah y el
hallazgo de que estos microorganismos podian promover el lixiviado de
metales a partir de menas de sulfuro (Bryner et al. 1954) dieron lugar a la
primera aplicacion industrial con organismos geomicrobiologicamente activos
(Zimmerley et al., 1958).

Los primeros intentos para detectar visualmente fosiles de procariotas de
la era Precambrica en rocas sedimentarias se realizaron por Barghoorn y
Schopf, (1965). Los descubrimientos paleontologicos extraidos de estos
estudios han tenido una profunda influencia en las teorias sobre la evolucion de

la vida en la Tierra.
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Introduccién general

El descubrimiento de las chimeneas hidrotermales y la presencia de
microorganismos geoldgicamente activos, tanto en estas como en el lecho
oceanico, se perfilaron como nuevos temas de estudios geomicrobiolégicos a
finales del siglo XX e inicios del XXI (Jannasch y Mottl, 1985; Tunnicliffe, 1992;
Parkes et al., 1994; Dong y Yu, 2007; Ding y Valentine, 2008).

De todo lo anterior se deduce que la geomicrobiologia, ademas de ser
una rama de la ciencia multidisciplinaria que abarca diferentes conocimientos
tales como quimicos, microbioldégicos y geoldgicos, es una ciencia que se
encuentra en continua expansion y de la que, en la actualidad, todavia quedan

muchas areas por desarrollar y explorar.
1.1.1. Intervencion de los microorganismos en los procesos geologicos

En la biosfera, los microorganismos pueden ser considerados como
agentes geoquimicos, participando en numerosos procesos tales como

concentracion, dispersion o fraccionamiento de la materia (Ehrlich, 2002).

A) Como agentes de dispersion actuarian promoviendo la disolucién de
minerales insolubles. Por ejemplo, la reduccién bioquimica del éxido de hierro
o dioxido de manganeso a compuestos solubles (Tsutsumi, 2008; Langley et
al., 2009) o la erosion de la roca promovida por microorganismos (Tazaki, et al.,
2009) mediante la produccion de sustancias que atacan a ciertos minerales
presentes en esta, como es el caso de la producciéon de CO,, que al reaccionar
con el agua produce acido carbonico (H2COg4), o la produccion de acido nitrico

o sulfurico por algunos quimiolitotrofos.

B) Como agentes de fraccionamiento. En este sentido se entiende la
actuacion que selectivamente pueden ejercer sobre una mezcla de compuestos
inorganicos para promover cambios quimicos selectivos de uno o mas
compuestos de la mezcla, causando una concentracién o dispersion selectiva.
Por ejemplo, el caso de la oxidacidn de arsenopirita por Thiobacillus
ferrooxidans, en el que parte del hierro solubilizado por procesos de oxidacién
reacciona con arseénico solubilizado del mineral para producir un precipitado de
arseniato férrico (Ehrlich, 1964; Lizama y Suzuki 1989; Li et al., 2007).

19



Introduccién general

C) Como agentes de concentracion, llevan a cabo la acumulacion y/o
precipitacion de materia inorganica mediante distintos procesos que se

desglosan a continuacion.

o Promocién de la precipitacion de compuestos insolubles, tanto
extracelular como intracelularmente. En este sentido existen numerosos
ejemplos, como es el caso de las bacterias purpureas del azufre, y otras que
depositan los granulos de azufre dentro de sus células (Hensen et al., 2006;
Hggslund et al., 2009), o las bacterias magnetotacticas, como las especies de
Magnetospirillum, capaces de formar magnetita intracelularmente (Jogler y
Schuler, 2009). Otros ejemplos pueden ser los de su intervencion en la
formacion de minerales (biomineralizacion) tales como pirita (FeSz) (Shen et
al., 2009), aragonito y dolomita (Wacey et al, 2007), o estruvita
(NHsMgPO4-6H,0) (Laiz et al., 2009), entre otros, o la litificacion, que es un
proceso geologico en el cual los microorganismos producen o promueven la
formacion de compuestos que actuaran de cementantes entre las particulas
inorganicas dando lugar a la formacion de rocas sedimentarias (Havemann y
Foster, 2008).

o Procesos de sorcion: Dentro de estos procesos, incluimos: (i)
Adsorcion a nivel de la superficie celular, como es el caso de la union de varios
metales a la pared celular, y (ii) absorcion y fijacion a nivel de células, como en
el caso de la captacion del mercurio por algunas bacterias y hongos (Chang y
Hong, 1994; Ehrlich, 2002). Para el caso de la adsorcion y fijacion a las
superficies celulares, los metales se uniran a la pared celular reaccionando con
determinados grupos funcionales tales como sulfato, carboxilo o fosfato,
actuando como nucleos de cristalizacion para la formacion de sus

correspondientes minerales.

Los procesos de biosorcion, asi como la capacidad de los
microorganismos de precipitar metales y otros elementos gracias a su actividad
metabdlica, han sido de gran interés en los ultimos afios debido a su gran
utilidad para la bioremediacién de zonas contaminadas o el tratamiento de
efluentes industriales. Estudios como los de Gadd (2004; 2009) y Volesky

(2001; 2003; 2007) han resaltado el gran potencial que presentan muchas
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Introduccién general

algas, hongos y bacterias para el desarrollo de esta tarea, presentandose como
una alternativa a otras técnicas mas costosas. Mas adelante trataremos este

tema mas en profundidad.
1.2. Los procesos de biomineralizacién en bacterias

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual los organismos
intervienen en la formacion de los minerales. Estos procesos de
biomineralizacion pueden ser, en principio, divididos en casos en los que, de
alguna manera, se ejerce un control sobre la biomineralizacién y, aquellos
otros, en los que no. Asi, se podrian diferenciar procesos que no son disefiados
especificamente para la biomineralizacién, pero que provocan la formacion de
minerales, y otros procesos en los que se dispone de una "maquinaria”
especifica para el propésito de la biomineralizacion. Lowenstam (1981) acufié
el término mineralizacion inducida biolégicamente para la primera situacion. La
segunda se denomina como mineralizacién controlada biolégicamente y fue
propuesto por Mann en 1983. En el caso de las bacterias, salvo casos muy
concretos, como la formacién de magnetita y greigita en los magnetosomas, los
procesos de biomineralizacion llevados a cabo por estos organismos se
consideran como biomineralizacién inducida. En la Tabla 1.1 pueden verse, a
modo de ejemplo, algunos minerales en cuya formacion se encuentran

implicadas las bacterias.

Las bacterias pueden participar en la biomineralizacién inducida
mediante (a) la aportaciéon de superficies que actuen fijando iones y/o (b)
mediante su propio metabolismo. En el primer caso, las paredes celulares y
polimeros secretados por las bacterias contienen una gran cantidad de
ligandos que pueden tomar parte en procesos de fijacién de cationes. Los
cationes pueden asociarse en pequefios grupos dando lugar a un nucleo de
cristalizacion. En este sentido el tipo y el espacio existente entre ligandos de
una superficie puede influir en el tipo de catidbn que se fije, asi como en la
orientacion y estructura del futuro nuacleo (Fowle y Fein, 2001). En el segundo
caso, las actividades bacterianas pueden afectar la concentracién de
metabolitos de la solucidn y los parametros del entorno que determinan la

precipitacion o no de algunos compuestos.
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Mineral Bacteria Referencia
Calicita Bacterias del suelo Boquet et al., 1973
(ensayados 210
microorganismos)
65 cepas del genero Bacillus  Ramos-Cormenzana, 1975
Bacteria marina Morita, 1980
Azotobacter vinelandii Rivadeneyra et al., 1985
Azotobacter chroococcum Rivadeneyra et al., 1985
48 cepas de los géneros
Flavobacterium'y Ferrer et al., 1988
Acinetobacter
Synechococcus sp. Thompson y Ferris, 1990
Chafetz y Buczynski, 1992
Kropp et al., 1997
Bacillus licheniformis (EPS) Tourney y Ngwenya, 2009
Aragonito Bacteria marina Greenfield, 1963
Bacteria marina McCallum y Guhathakurta, 1970
Bacteria marina Krumbein, 1974
Bacteria marina Buczynski y Chafetz, 1991
Pedone y Folk, 1996
Bacterias sulfato reductoras Wacey et al., 2007
Dolomita Pseudomonas putida Rivadeneyra et al., 1986
Cepas dgl genero Vasconcelos et al., 1995
Desulfovibrio

Estroncionita

Estruvita

Siderita

Apatito e hidroxiapatito

Bobierrita

Fosfato calcico

Virgibacillus marismortui y
Halomonas meridiana

Bacillus sp.

Synechococcus sp. (Capa S)
Comunidad microbiana
Myxococcus xanthus
Mpyxococcus coralloides D

Myxococcus xanthus
Biofilm bacteriano
Escherichia coli
Providencia rettgeri
Serratia sp.

Acinetobacter sp

Staphylococcus aureus
Bacterias aisladas de salinas

Sanchez-Roman et al., 2009

Ramos-Cormenzana, 1975
Schultze-Lam y Beveridge, 1994
Douglas, 2004

Ben Omar et al., 1994; 1998

Gonzalez-Muioz et al., 1993,
1994

Gonzalez-Munoz et al., 1996

Brown et al., 1994
Ennever et al., 1974
Hirscheler et al., 1990
Medina Ledo et al., 2008
Rivadeneyra et al., 1987

Hutchison, 1961
Delgado, 2008

Vaterita M. xanthus Rodriguez-Navarro et al., 2007
Barita M. xanthus Gonzalez-Mufoz et al., 2003
Magnetita Shewanella oneidensis Pérez-Gonzalez et al., 2010

Tabla 1.1. Ejemplos de minerales de origen biogénico producidos por diferentes bacterias.
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Por ejemplo, las bacterias desnitrificantes o fotosintéticas pueden
promover un incremento del pH en la solucion, que es necesario para la
precipitacion de carbonatos, o las bacterias sulfato reductoras, que pueden
inducir la formacién de sulfuros metalicos mediante la generacién de H,S/HS
(Little et al., 1997).

Otro hecho a tener en cuenta es la modificacion del potencial de éxido-
reduccion (Ep) que puede ser ocasionado por el metabolismo microbiano.
Mediante la modificacién de este parametro, las bacterias influyen en el estado
de diferentes metales como el hierro y el manganeso, que pueden presentarse
como formas solubles reducidas (Mn*?, Fe*?) o como formas insolubles
oxidadas (Mn**, Fe*). Un ejemplo es la oxidacién de Fe*? llevada a cabo por
bacterias oxidadoras del hierro y reductoras de nitrato que pueden inducir la
formacion de hidroxidos de hierro segun la siguiente reaccion (Miot et al.,
2009):

2Fe*? + 5H,0 + NO3 —> 2Fe(OH); + 4H* + NOy

Sin embargo hay que resaltar que para que se produzcan estos
procesos es necesaria una sobresaturacion de un catidon o compuesto en la
solucién y deben darse también las condiciones termodinamicas y cinéticas
adecuadas. A continuacion, por ser parte de esta tesis doctoral, pasaremos a
describir con cierto detalle la formacion de carbonatos y fosfatos debida a la

intervencion de bacterias.
1.2.1. Produccién bacteriana de carbonatos

En la naturaleza, parte del CO, puede ser fijado por diferentes
organismos en forma de carbonatos. De hecho, se piensa que una gran parte
de los carbonatos presentes en la superficie terrestre tienen un origen
biogénico. Las bacterias, asi como otros organismos, se encuentran
relacionadas intimamente con la formacién de estos minerales. A continuacién
se citan algunos ejemplos de formacion de carbonatos por diversas bacterias

de grupos metabdlicos diferentes.
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La fijacién de didxido de carbono puede ocurrir en la oscuridad por una
diversidad de organismos quimiolitétrofos tales como las bacterias nitrificantes,
las bacterias oxidadoras del hierro, las bacterias verdes y purpureas
fotosintéticas anoxigénicas y las oxifotobacterias. Por lo tanto, en medios
adecuados, varias bacterias pueden formar calcita o aragonito, segun las

condiciones (Greenfield, 1963).

También la reduccidén de nitrato por heterétrofos (A) o la liberacién de
amonio tras la desaminacion oxidativa de los aminoacidos (B, C) pueden

inducir la deposicidén de carbonato calcico:
A) Ca(NO3), + 3H, + C(organico) —» CaCO3 + 3H,0+ N,
B) 2NH4OH + Ca(HCO3), — CaCO3 + (NH4).CO3 + 2H,0
C)(NH4)2CO3 + CaS0O4 — CaCO3; + (NH4)2S0O4

A continuacion, explicaremos algunos casos en los que las bacterias
median en la formacion de los carbonatos, tanto en condiciones de laboratorio

como en ambientes naturales.
1.2.1.1. Formacion de carbonato calcico

El carbonato calcico es un compuesto quimico que tiene la particularidad
de presentar tres variantes polimorficas cristalinas. La configuracidn mas
estable de todas ellas, a presion y temperatura ambiental, se denomina calcita,
presenta una estructura cristalina rombohédrica con alta simetria. La segunda
variedad, el aragonito, tiene una estructura cristalina ortorrombica con una gran
simetria también. Es ligeramente inestable con respecto a la calcita, por lo que
con el tiempo sus atomos pasan a adoptar la configuracién de esta. La ultima
variante, la vaterita, cristaliza en el sistema hexagonal con una estructura
bastante desordenada, es muy inestable con respecto a las otras dos
anteriormente citadas (Hou y Feng, 2006). Esta es la razon de que en los
sistemas biolégicos, en todos los phyla, puedan encontrarse agrupaciones
cristalinas de los dos primeros tipos de polimorfos, mientras que es mas dificil
encontrar grupos que precipiten vaterita. No obstante, actualmente, la

precipitacion de vaterita mediada por bacterias, ya ha sido descrita por
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numerosos investigadores, tanto en ambientes naturales (Giralt et al., 2001),
como en condiciones de laboratorio (Rodriguez-Navarro et al., 2003; Chekroun
et al., 2004). Por tanto, esto sugiere que su precipitacion es mas frecuente de

lo que se pensaba en un principio (Rodriguez-Navarro et al., 2007).

Entre los depdsitos de CaCO; existentes en la Tierra, un caso de gran
importancia lo constituyen los bancos sedimentarios de las Bahamas, en las
costas de Florida. Para algunos autores, estos depdsitos son debidos a
procesos fisicos/quimicos, afirmando que la precipitacion de carbonatos se
debe a la evaporacion, al aumento de los iones calcio y carbonato, al
incremento del pH, de la salinidad o de la temperatura (Bustos-Serrano et al.,
2009). Para otros autores son debidos a la actividad bacteriana. La
precipitacion bacteriana de CaCO; fue descrita por primera vez por Murray e
Irvine (1890). Estos autores relacionaron la precipitacion del carbonato calcico
con la actividad bacteriana al observar, en medios de agua de mar adicionados
de orina en descomposicién y en putrefaccion, formacién de este compuesto
cristalino. A partir de este momento la implicacion de las bacterias en la
deposicion de carbonato calcico fue puesta de manifiesto por varios autores.
En 1903, Nadson demostré que los depdsitos de CaCOs3 existentes en el lago
Veisowe de Karkou (Rusia) podian tener su origen en la actividad microbiana,
ya que al incubar sedimentos del fondo del lago con agua no estéril procedente

del mismo, se observaba la formacién de CaCO:s.

Posteriormente, de los sedimentos de este lago, Nadson aislo
numerosos microorganismos de diferentes especies como Proteus vulgaris,
Bacillus mycoides, Bacillus salinus, Actinomyces albus, Actinomyces verrucosis
y Actinomyces roseolus. Este autor observd, también, la formacion de este
compuesto cuando incubaba sedimento estéril con un cultivo puro de P.
vulgaris y cuando cultivaba B. mycoides en diferentes medios de cultivo (caldo
y agar nutritivo y medio de gelatina). Para Drew (1911; 1914), las bacterias
desnitrificantes eran las responsables de la deposicion de CaCO3; en
sedimentos marinos en las Islas Bahamas. A partir de estos sedimentos aislo
una bacteria desnitrificante que denominaron Bacillus calcis (= Pseudomonas

calcis), y demostré que era capaz de precipitar carbonato calcico en medios de
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cultivo artificiales, provistos de nitrato potasico y de una sal organica de calcio.
Asi mismo, afirmé que el nitrato potasico era un factor indispensable para que
ocurriera la precipitacion de CaCOs. Por otra parte, Lipman (1929), indicd que
las bacterias marinas son capaces de formar CaCO3; siempre que haya en el
medio gran cantidad de sales solubles, entre ellas sales de calcio. Ademas,
encontré que el nitrato potasico no era necesario para la precipitacion de
carbonato calcico. En ambientes marinos, las estructuras externas tales como
la capa S de algunas cianobacterias, han sido reconocidas como una de las
estructuras mas importantes a la hora de actuar como nucleos de cristalizaciéon

de carbonato calcico (Schultze-Lam et al., 1992).

Con objeto de dilucidar los grupos bacterianos implicados en la
precipitacion de CaCOj;, se hicieron varios estudios taxondmicos. Segun
Bavendamm (1932), la precipitacion de este compuesto es un importante
proceso geoquimico que no estd restringido a la actividad de un grupo
determinado de bacterias. Asi, las bacterias autétrofas y heterétrofas,
incluyendo bacterias del azufre, bacterias fotosintéticas, bacterias que
hidrolizan la urea, bacterias agaroliticas, celuloliticas y fijadoras de nitrogeno,
todas ellas estan implicadas en la formacion de CaCOj3;. Posteriormente Boquet
et al. (1973) afirmaron que la formacion de calcita por bacterias es un
fendbmeno general y que puede ser producido por cualquier bacteria en

condiciones favorables.

Tanto las conclusiones de Bavendamm et al. (1932), como de Boquet et
al. (1973) han sido corroboradas por numerosos estudios. McCallum vy
Guhathakurta (1970), realizaron un estudio con veinticuatro bacterias aisladas
del banco de las Bahamas sobre la precipitacion de CaCOj; en diferentes
medios de cultivo liquidos, modificando las condiciones de temperatura y pH.
Estas bacterias pertenecian a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Vibrio y
Streptomyces. Obtuvieron precipitacion de este compuesto en todos los medios
y condiciones experimentales ensayados. Rivadeneyra et al. (1983)
observaron, en experimentos con bacterias no haldéfilas, que todas las bacterias
capaces de mediar la precipitacion de estruvita también eran capaces de

precipitar calcita. Por otro lado, Sanchez-Roman et al. (2007) investigaron la
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produccion de carbonatos, en condiciones de laboratorio, de 19 especies
bacterianas perteneciente a los géneros Halomonas, Salinivibrio, Marinomonas
y Marinobacter. Todas las especies ensayadas fueron capaces de precipitar

calcita en el medio especifico para esta.

Rivadeneyra et al. (1996) han sugerido que el mecanismo de
precipitacion de carbonatos por bacterias implica la sorcion de cationes Ca*, lo
que causa un incremento local de la concentracion de este ion. Esto, junto con
la liberacion de CO, proveniente de la degradaciéon de la materia organica,
favorece la precipitacion de carbonato calcico. Por otra parte, Ferris et al.
(1995) han destacado que la produccion de carbonatos ocurre usualmente
sobre paredes celulares o en el material capsular. El EPS (sustancia polimérica
extracelular) de las bacterias juega un papel muy importante en la precipitacion
de carbonatos, no solamente por su capacidad de fijar y concentrar los iones
de calcio, sino también por la presencia de proteinas especificas que pueden
influir en la precipitacion (Braissant et al., 2003). En este sentido, Ercole et al.
(2007) estudiaron la importancia de las fracciones CPS (polisacaridos
capsulares) y EPS de Bacillus firmus y Bacillus sphaericus en la precipitacion
de carbonato calcico. De sus experimentos se deduce que ambas fracciones
tienen una importancia crucial en la formacién de los carbonatos y que dentro
del mecanismo de precipitacién podian estar involucradas diferentes particulas

de ambas fracciones (proteinas, glicoproteinas, grupos anionicos, etc.).

También se han realizado varios estudios para comprobar la influencia
de distintos factores sobre la precipitacion bacteriana de CaCOj;. Se ha
encontrado, por ejemplo, que un exceso de sales, tiene un efecto negativo

sobre la precipitacion bacteriana de aragonito (Ferrer et al., 1988).

De otra parte, se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre la
precipitacion de CaCOgj;. Para Ferrer et al. (1988) las altas temperaturas
favorecen la precipitacion de CaCOs3. Sin embargo, Rivadeneyra et al. (1991)
observaron que la temperatura solo influye en la formacién del carbonato
calcico cuando las condiciones externas no son las mas adecuadas para su
precipitacion. Asi, a altas concentraciones de Mg*? la precipitacién de CaCOs

se hace muy dificil y la temperatura puede tener un efecto importante sobre su
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formacién. Sin embargo, a concentraciones bajas de Mg*, que es una
condicion adecuada para la precipitacion de este compuesto cristalino, la
temperatura tiene poco efecto. En el caso de la precipitacion de CaCO3 por
bacterias haldfilas, Rivadeneyra et al. (1994), observaron que la temperatura y
la concentracion externa de sales influyen en la precipitacion, ya que estos dos
factores producen importantes cambios en la composicion interna y la actividad
fisiologica de estas bacterias, como habia sido demostrado por Morita (1980) y
Quesada et al. (1987). Otros trabajos corroboran el papel inhibitorio del Mg*?
sobre la precipitacion del CaCO; (Buczynski y Chafetz, 1991; Kropp et al.,
1997). Delgado et al. (2008) afirmaron que es mas influyente, en la
precipitacion de carbonatos, la relacion molar de los iones Mg*Z/Ca+2 que la
concentracion total de Mg*2. También hay evidencias del papel jugado por la
presencia de fosfatos y sulfatos en la precipitacion de carbonato calcico. De
hecho ambos pueden tener efectos inhibidores sobre la precipitacion de este
compuesto cristalino. En este sentido Rivadeneyra et al. (1985) describieron la
inhibicion de la precipitacién de calcita en cultivos de Azotobacter sp. al haber

en el medio sulfato amonico (0,05 %).

Otro factor que puede influenciar en la precipitacion de calcio es la
presencia o no de metales en el medio. En este sentido, Isik (2008) y Kurmag
(2009) realizaron estudios sobre el efecto de los metales pesados en los
procesos de precipitacion de calcio, en aguas residuales ricas en calcio,
llevados a cabo por bacterias ureoliticas. Encontraron que los procesos de
nitrificacion, que se producian en algunos de sus tratamientos, inhibian la
precipitacion de calcio soluble. Este efecto de la nitrificacion sobre la
precipitacion del calcio es debido principalmente a la disminucion del pH y de la
alcalinidad. No obstante, en las condiciones ensayadas, concentraciones de
plomo superiores a 16 mgL™ inhibian los procesos de nitrificacion y, por tanto,
los descensos de alcalinidad y pH que evitan la precipitacion de calcio y la
formacion de CaCOs;. Sin embargo, altas concentraciones de otros metales

como el niquel inhibian los procesos de biocalcificacion.
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1.2.1.2. Formacion de carbonatos de magnesio y manganeso

Los iones de carbonato también pueden combinarse con elementos
como el magnesio y el manganeso para dar lugar a minerales como la
rodocrosita (MnCOQO3), dipingita [Mgs(CO3)4(OH), - 5H20], kutnahorita
[Ca(Mg,Mn,Fe)(COs),] o dolomita [CaMg(CO3),].

Existen numerosos depdsitos de rodocrosita que han sido asociados a la
actividad de los microorganismos, un ejemplo son los depdsitos situados en la
bahia de Punnus-loky (Rusia). Sokolova-Dubinina y Deriugina (1967)
encontraron en esta region gran cantidad de bacterias reductoras de
manganeso y escasez de bacterias sulfato reductoras. La baja actividad sulfato
reductora en esta zona explicaria los bajos niveles de sulfuro de hierro y
manganeso Y la significativa formacion de carbonatos. Los sedimentos de las
fosas de Landsort (Mar Baltico) se caracterizan por estar compuestos de
carbonatos de hierro y manganeso, sulfuro de hierro y fosfatos de calcio y
manganeso. Es una zona andxica en la que se piensa que los minerales
formados se deben a la accion de los microorganismos (Suess, 1979). En
1999, Fan et al. encontraron indicios de la participacion microbiana en la
formacion de rodocrosita en los depdsitos de Sinian Gaoyan en China.
Ruebush et al. (2006) y posteriormente Fischer et al. (2008) demostraron la
participacion de la fraccion TM (membrana total) de S. oneidensis en la
formacion de rodocrosita a partir de 6xidos de manganeso. Ambos autores
afirman que la formacion de rodocrosita se debe a las enzimas con actividad
formiato-deshidrogenasa presentes en la fraccion TM. El ion carbonato se
formaria por hidratacién del CO; resultante del proceso de oxidacion del
formiato, mientras que la rodocrosita precipitaria debido a la saturacion del

medio con este ion e iones Mn*?.

Power et al. (2007; 2009) demostraron la participacién de cianobacterias
en la precipitacion en laboratorio de la dipingita [Mgs(COs3)4(OH), - 5H,0] v,
posteriormente, la formacién de hidromagnesita [Mgs(CO3)4(OH), - 4H,0] en
lagos temporales en Atlin (Canada). En sus estudios, sefalaron que la
actividad fotosintética puede dar lugar a la aparicibn de microambientes

alcalinos por la retirada de bicarbonato y aumento de aniones hidroxilo, que
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promoverian la formacion de ambos minerales. Ademas, la capacidad de estas
bacterias para fijar en su pared cationes, tales como Mg*? o Ca*?, promoverian
la formacion de dipingita, de manera que estos cationes actuarian como
puentes de unidn a aniones de carbonato y bicarbonato. Posteriormente la
hidromagnesita se produciria a partir de un proceso de deshidratacién de la

dipingita.

La huntita, un carbonato cuya composicion es CaMg3(CO3),, se describid
por primera vez en condiciones de laboratorio por Davis et al. en 1977.
Posteriormente, algunos autores han descrito su precipitacion en condiciones
de laboratorio, muchas veces junto con la precipitacién de otros carbonatos
como la dolomita, la Ca-Mg kutnahorita o la calcita magnésica (Rivadeneyra et
al., 2006). La dolomita es uno de los carbonatos que mas presencia tiene en
las rocas sedimentarias, sobre todo en rocas de carbonatos del periodo
Precambrico, y frecuentemente se ha encontrado asociado a estructuras
microbianas (Mckenzie y Vasconcelos, 2009). En cuanto a la kutnahorita, se
trata de un mineral perteneciente al grupo de las dolomitas cuya fase rica en
magnesio ya ha sido precipitada en laboratorios en condiciones de
hipersalinidad (Rivadeneyra et al., 2006). Sin embargo la precipitacién de
kutnahorita rica en manganeso (autentica kutnahorita) y en condiciones
similares a las encontradas en mares y oceanos aun no se ha logrado. La
precipitacion de este mineral en condiciones de salinidad de agua de mar es de
gran relevancia ya que seria un argumento a favor de la participaciéon
bacteriana en la precipitacion de dolomita en ambientes no hipersalinos,
pudiendo dar respuesta al “problema de la dolomita”, que trataremos en el
siguiente apartado. Ademas demostraria la precipitacion de verdadera
kutnahorita en estas mismas condiciones por influencia de las bacterias. En el
caso de la calcita magnésica, su precipitacion por bacterias ha sido descrita por
numerosos autores, sirviendo de ejemplo Gonzalez-Mufoz et al. (2000) que
describieron su precipitacion, en condiciones de laboratorio, en cultivos de M.

xanthus.
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1.2.1.2.1. El problema de la dolomita

El denominado “problema de la dolomita” es uno de los problemas
geoldgicos planteados, y aun sin resolver, desde la primera descripcion de la
dolomita por Dolomieu en 1791. Aun se desconoce por qué las grandes
formaciones dolomiticas ocurrieron durante las Eras Geologicas mas antiguas
(Proterozoico y comienzos del Fanerozoico), y por qué a partir del Terciario
sblo se ha producido calcita y aragonito en ambientes sedimentarios, siendo
asi a pesar de que el agua de mar esta sobresaturada con respecto a la
dolomita. Por otra parte, la produccién inorganica de dolomita sélo se obtiene
en condiciones de elevada sobresaturacion y salinidad, y a altas temperaturas,
condiciones que no corresponden con las que en el pasado se formd dolomita

de forma masiva.

Las investigaciones se han intensificado durante las ultimas dos
décadas, especialmente desde que se demostré que la precipitacion de la
dolomita puede estar relacionada con la actividad bacteriana (Vasconcelos et
al., 1995; Burns et al., 2000). Algunos autores relacionan la dolomita
encontrada en medios sedimentarios lacustres con la accidon bacteriana, pero
siempre en condiciones de hipersalinidad y, en general, relacionada con la
actividad de bacterias sulfato reductoras y por tanto en condiciones de
anaerobiosis (Vaconcelos y Mckenzie 1997; Warthmann et al., 2000; Garcia del
Cura et al., 2001; Mastandrea et al., 2006). Estas condiciones estan en
contradiccion con la presencia del yeso que tipicamente acompafia a las
formaciones dolomiticas. Si estas formaciones hubiesen ocurrido en presencia
de bacterias sulfato reductoras no tendria sentido la presencia del yeso. Por
otro lado esta el problema de explicar como, en estas formaciones, aparecen
fésiles que originalmente eran de calcita o aragonito, y que actualmente son de
dolomita. Por el momento no existe ningun modelo bibdtico (que incluya

precipitacion de dolomita por bacterias) que haya explicado este problema.
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1.2.1.3. Formacion de otros carbonatos

Ademas del carbonato de calcio y magnesio existen una gran variedad
de carbonatos cuya formacién puede ser inducida por microorganismos, de los

que son ejemplos los carbonatos de estroncio y los carbonatos de bario.

La estroncianita (SrCO3) es uno de los pocos minerales existentes que
contienen el estroncio y cuya precipitacion por microorganismos, a nivel de
laboratorio, ya fue demostrada por Roemer y Schwartz (1965) al conseguir la
formacion de este mineral a partir de celestita (SrSO4) mediante una bacteria
sulfato reductora. Anderson y Appanna (1994) produjeron SrCOj3 a partir de la
mineralizacion del citrato de estroncio por Pseudomonas fluorescens. Warren
et al. (2001) estudiaron la incorporacion de Sr'? en calcitas biogénicas
utilizando medio de urea adicionado con pequefias concentraciones de Ca*? y
Sr*2. La incorporaciéon de Sr*? se producia en forma de una solucidn sélida
homogénea de SrCOs; y CaCOs. Fujita et al. (2004) realizaron estudios
similares buscando posibles procesos de remediacion de aguas subterraneas
contaminadas con #*Sr. Ademas de obtener resultados similares, observaron
que la incorporacién del estroncio en la calcita se veia favorecida por la rapida
formacion de ésta debido a la presencia de bacterias ureoliticas, en este caso
de Bacillus pasteurei. Los procesos de formacion de calcitas con estroncio en
la naturaleza ya han sido observados por Ferris et al. (1995) en afloramientos
de serpentinita en zonas de emergencia de aguas subterraneas, como
resultado de la actividad de cianobacterias epiliticas. Douglas (2004) observé
precipitados de SrCO;3; en la superficie de bacterias presentes en depdsitos
evaporiticos de California, que probablemente se debian a la capacidad de
estas bacterias de concentrar el estroncio en la superficie celular y actuar como

nucleos de mineralizacion.

El bario es un elemento que facilmente es oxidado en el aire, es
altamente reactivo en el agua y suele encontrarse muy frecuentemente en la
naturaleza en forma de sulfatos como la barita (BaSO,4) y de carbonatos como
la witherita (BaCOs3). La formacién de witherita en condiciones de laboratorio
fue demostrada por primera vez por Roemer y Schwartz (1965) al crecer

bacterias anaerobias sulfato reductoras en un medio cuya unica fuente de
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azufre era sulfato de bario. Posteriormente, McCready et al. (1980), estudiando
el fraccionamiento isotépico del azufre producido por Desulfovibrio vulgaris al
utilizar como aceptor de electrones BaSO,4, encontraron que los niveles de
bario soluble presente en el medio se encontraban muy por debajo de lo
esperado, este efecto fue explicado por los autores como una consecuencia de
la formacién de witherita debido a la oxidacion de compuestos organicos y a la
produccion de CO.. Lu et al. (2004) describen a la witherita como un producto
metasomatico de la bio-barita consecuencia de la accion de bacterias sulfato
reductoras y de la reduccion de compuestos tanto organicos como inorganicos.
Sanchez-Moral et al. (2004) encontraron que varias bacterias de los géneros
Agromyces, Bacillus, Lysobacter, Streptomyces, Stenotrophomonas 'y
Ralstonia, aisladas de las criptas de St. Callixtus y Domitilla (Roma, lItalia), eran

capaces de producir la precipitacion de witherita.

Pye et al. (1990) encontraron indicios que sustentaban el posible papel
jugado por los microorganismos en la formacion de la siderita (FeCOg3) al
estudiar la formacion de diferentes minerales en sedimentos de North Norfolk
(Inglaterra). Fredrickson et al. (1998) realizaron estudios de biomineralizacion
de compuestos de hierro a partir de la reduccion desasimilitaroria del oxido
férrico hidratado por parte de Shewanella putrefaciens CN32, aislada de aguas
subterraneas. Encontraron que la cepa CN32 era capaz de producir siderita en
el medio de cultivo estudiado. Islam et al. (2005) obtuvieron siderita biogénica a
partir de un consorcio bacteriano reductor del Fe (lIl) aislado de aguas donde la
siderita dominaba como principal mineral de hierro, para, posteriormente, usar
esta siderita en la inmovilizacion de arsénico. Chistyakova et al. (2008)
también lograron la formacion de siderita utilizando, en este caso, la bacteria

Geoalkalibacter ferrihydriticus aislada de sedimentos del lago Khadyn en Rusia.
1.2.2. Precipitacién bacteriana de fosfatos

El fésforo se presenta fundamentalmente en la naturaleza en forma de
fosfatos, solubles e insolubles. Dentro de los fosfatos insolubles el mas
abundante es el apatito [(Cas(PO4)s(F,Cl,OH)], donde el radical libre puede
estar representado exclusivamente por F, Cl o grupos OH, o por una

combinacion de ellos. Ademas, se ha visto que su estructura es muy tolerante a
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las sustituciones, pudiendo incorporar la mitad de los elementos de la tabla
periddica en su estructura cristalina (McConnell, 1973). Los depdsitos de
apatito abarcan aproximadamente la mitad de las reservas de fosfatos presente
en la litosfera (Hughes y Rakovan, 2002) y muy frecuentemente aparecen
formando depdsitos en ambientes marinos. La formacion de muchos de estos
depdsitos ha sido ya relacionada con la actividad de bacterias del azufre y otros

microorganismos (Schulz y Schulz, 2005).

La precipitacion bacteriana de apatito ha sido puesta de manifiesto por
varios autores. En 1962, Rizzo et al., observaron la precipitacién de apatito por
Streptococcus salivarius, Actinomyces israelli, Actinomyces naeslundii y
Bacterionema matruchotii en el estbmago de animales, sugiriendo que estos
microorganismos estaban implicados en la formacién bioldgica del apatito. Mas
tarde, McConnell (1965), afirmo la intervencidn de los microorganismos en la
precipitacion de depoésitos de apatito en ambientes marinos. Posteriormente,
Ennever et al. (1974), estudiando el papel de los fosfolipidos bacterianos,
encontraron que, in vitro, su papel es mas de intermediarios de la precipitacidon
de apatito que de agentes cataliticos. Un afno después, Piper y Codespoti
(1975) afirmaron que la formacion de carbonato fluorapatito en aguas de mar,
es debida a la desnitrificacién bacteriana en las ultimas capas de oxigeno del

océano.

Posteriormente, Lucas y Prévot (1984; 1985), investigaron la
precipitacion bacteriana de apatito en agua de mar y agua dulce, adicionadas
de ARN vy fuentes de calcio, tales como calcita, aragonito y yeso. Como
consecuencia de los resultados obtenidos, propusieron un mecanismo de
precipitacion basado en la ruptura del acido ribonucleico por accion bacteriana;
la D-ribosa proporcionaria la energia necesaria para el desarrollo microbiano,
mientras que el acido fosférico precipitaria apatito por combinacion con el
calcio procedente de los carbonatos. Ademas, observaron que en los cultivos
de agua dulce el tiempo de aparicion de los cristales era mas corto que en las
aguas de mar, fendmeno que lo atribuyeron a un posible efecto inhibidor de los
iones de magnesio presentes en el agua marina. Estos autores sugirieron que

dicho modelo biogeoquimico puede explicar, en parte, la génesis de depdsitos
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de apatito en la naturaleza. No obstante, Omelon y Grynpas (2008) sugirieron
que la alta concentraciéon de fosfatos, presentes en poros de los sedimentos
marinos, unido a la alta concentracién de calcio y a una ligera alcalinidad del

agua de mar, podrian originar una precipitacion localizada de apatito

El fosfato también puede aparecer en la naturaleza en forma de sales de
calcio, aluminio, hierro, magnesio o incluso uranio. Estos precipitados son mas
frecuentes en suelos y sedimentos. Para algunos investigadores la
precipitacion de fosfatos en suelos y sedimentos es debida a la actividad
metabodlica de los microorganismos. Como consecuencia del metabolismo
puede producirse la liberacién de iones activos de calcio, aluminio y hierro a
partir de combinaciones organicas e inorganicas de dichos iones. Por otra
parte, su influencia sobre el pH y la energia libre puede ser también un factor
en la formacion de estos fosfatos insolubles (Williams y Patrick, 1971; Patrick et
al., 1973). Macaskie et al. (2000) estudiaron la bioprecipitacién de fosfato de
uranio mediada enzimaticamente por Citrobacter sp. La actividad fosfatasa
liberaria iones fosfatos que interactuarian con los iones UO," unidos al
lipopolisacarido externo (LPS). EI LPS al ser el sitio de union preferente de los
iones UO,"? actuaria como sitio de nucleacién de los cristales. La precipitacion
de fosfatos de uranio, como la autonita y la meta-autonita también ha sido
descrita por otros autores como Beazley et al. (2007) y Jroundi et al. (2007). En
ambos casos, al igual que Macaskie et al. (2000), destacaron la posible
mediacion de la actividad fosfatasa en la precipitacién del mineral, asi como la
importancia de este proceso con vistas a posibles técnicas de bioremediacion

de aguas contaminadas con este radionucléido.

Entre los fosfatos que han merecido especial atencion por los
microbiologos se encuentra la estruvita (NHsMgPO4-6H,0). Ello es debido, por
una parte, a que muchos tipos de bacterias pueden producir este mineral en
condiciones de laboratorio y, por otra, por haberse establecido una relacién
entre su presencia en los calculos renales y las infecciones urinarias (Gault et
al., 1995; Bruyere et al., 2008).

En la naturaleza, la estruvita puede encontrarse asociada con la materia

organica en descomposicion como, por ejemplo, en los depdsitos de guano
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(por ello también llamada guanita), en las tierras pantanosas, en estiércoles, en
sedimentos ricos en restos organicos, en cuevas basalticas (Dana, 1966;
Donovan y Grimm, 2007), en aguas residuales (Ryu et al., 2008) y en el tracto
urinario de diversos animales, incluido el hombre (Walsh y Murru, 1987;
Marrakchi et al., 2008; Osborne et al., 2009).

La primera descripcion de la produccidén de estruvita por bacterias fue
hecha por Robinson en 1889, quien sugirié que los microorganismos pueden
precipitarla como consecuencia de la combinacion de los iones amonio,
producidos por el metabolismo de compuestos nitrogenados, con el fosfato y
magnesio presentes en el medio. Robinson también adelanté la hipétesis de
que la formaciéon bacteriana de este mineral puede ser la razén de la presencia
de estruvita en la naturaleza. Resultados similares fueron encontrados, mas
tarde, por Beavon y Heatley (1962), trabajando en la produccion de estruvita
por S. aureus. Nelson et al. (1991), estudiando la produccién de estruvita por
Bacillus pumilus, explicaron la liberaciéon del i6bn amonio, necesario para la
formacion de estruvita, como consecuencia de la degradacion de las células

vegetativas por autolisinas.

En 1983, Rivadeneyra et al. observaron que no hay ninguna correlacion
entre la producciéon de estruvita y el grupo taxondmico de las cepas
productoras de este mineral. También mostraron que la produccién bacteriana
de estruvita no es un fendmeno general. Ademas, en este mismo trabajo, estos
autores demostraron que la produccion de amonio no era el unico factor
responsable de la precipitacién de estruvita por bacterias, ya que el 75% de las
cepas que no producen estruvita también liberan el amonio durante su
crecimiento. Posteriormente, Gonzalez-Mufoz et al. (1993) afirmaron que, para
la produccidn de estruvita por M. coralloides D, no basta con el suministro del
ion amonio y de un pH alcalino en el medio de cultivo, sino que es necesaria la

presencia fisica de la bacteria.

Se han realizado, ademas, estudios acerca del efecto de varios factores
sobre la precipitacion de estruvita. Beavon y Heatley (1962), encontraron que el
idn magnesio favorece su precipitacién, mientras el calcio la inhibe. Resultados

similares fueron encontrados por Rivadeneyra et al. (1983). Ben Omar et al.
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(1994) encontraron que el pH y el fosfato tienen efecto sobre la precipitacion de

estruvita.

En cuanto al efecto de la aireacion, Malone y Towe (1970) estudiaron la
formacion de estruvita en cultivos bacterianos de agua de mar sometidos a
distintos niveles de aireacion, concluyendo que la aireacion influia de forma
positiva sobre la precipitacion de la estruvita. Esto es similar a lo encontrado
por Saidou et al. (2009) al estudiar la influencia de la aireacién en la formacién
de estruvita en tuberias y bombas de recirculacion de aguas residuales. Pérez-
Garcia et al. (1990), trabajando sobre la precipitacion de estruvita en cultivos
de Arthrobacter sp y Pseudomonas sp, encontraron que la agitacion ayuda a su

formacién como consecuencia de su influencia sobre el crecimiento bacteriano.

La precipitacion de estruvita en medios de agua de mar (natural o
artificial) conteniendo cloruro magnésico o sulfato magnésico, ha sido descrita
por Shinano y Sakai (1975) en cultivos puros de Pseudomonas calciprecipitans,
y por Malone y Towe (1970) en cultivos de bacterias marinas. Los resultados
obtenidos con estas dos fuentes de magnesio muestran que ambas son
favorables para la precipitacion bacteriana de este mineral. Resultados
similares fueron encontrados, mas tarde, por Pérez-Garcia et al. (1989a), que
confirmaron que la fuente de magnesio juega un papel importante en la
formacion de estruvita por bacterias. Estos autores observaron que el sulfato y
el cloruro magnésico son las fuentes mas favorables para la precipitacion,
mientras el acetato y el carbonato magnésico son fuentes inapropiadas para la
formacién bacteriana de este compuesto cristalino. En 1975, Shinano y Sakai
estudiando el efecto de la concentracion de iones magnesio en la precipitacion
de carbonatos por P. calcipricipitans. observaron produccion de estruvita
cuando la concentracién de magnesio se aumenta con respecto a la de calcio.
Asi, con valores de la proporcion de Mg*?/Ca*? de 4, 5 y 6,33 encontraron una
cantidad considerable de estos cristales, mientras que a una proporcion de
Mg*?/Ca*? de 3, s6lo se produjeron trazas de este compuesto cristalino. En este
sentido, Le Corre et al. (2005) destacan que proporciones cercanas a 1
imposibilitan la cristalizacion de estruvita. Ademas destacan la importancia de

los iones Ca*? en el tamafio y forma de los cristales de estruvita producidos. Un
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incremento en los iones de calcio reduce el tamafo e, incluso, llegan a inhibir

su formacion.

En relaciéon al pH, Boistelle et al. (1984), observaron que la estruvita
puede formarse en orinas estériles tanto a pH acido como alcalino, siempre y
cuando las concentraciones de magnesio, amonio y fosfato sean idoneas para
la cristalizacion. Resultados similares fueron encontrados por Pérez-Garcia et
al. (1989b), quienes observaron que la precipitacion de estruvita por bacterias
se da en medios con valores de pH entre 5 y 9. Sin embargo, estos ultimos
autores afirmaron que los mejores resultados se obtienen para valores de pH
entre 7 y 8. Ademas, el pH final de todos los casos varia entre 7 y 8,4. Hao et
al. (2008) determinaron que el pH 6ptimo para la formacion de estruvita se
encontraba entre 7 y 9 usando agua ultrapura y que la presencia de iones Ca*?,
al utilizar aguas subterraneas, dificulta la precipitacion pura de estruvita debido
a la formacién de otros precipitados. En este ultimo caso encontraron muy

dificil la obtencion de precipitados puros de estruvita a partir de pH 8.

La temperatura también tiene un efecto sobre la precipitacion bacteriana
de estruvita. Asi, Rivadeneyra et al. (1993), trabajando con la precipitacion de
estruvita por 54 cepas bacterianas aisladas del suelo y de las aguas dulces,
encontraron que la precipitacion de este compuesto cristalino se da en todas
las temperaturas ensayadas. Los mejores resultados, sin embargo, se
obtuvieron a 5 °C y 25 °C. Ademas, encontraron que la precipitacién de los
cristales disminuye por encima de 30 °C. Resultados similares fueron obtenidos
por los estudios de Adnan et al. (2004) en los que la formacion de estruvita se

veia favorecida a temperaturas bajas.
1.2.3. Biomineralizacién y bioacumulacién intracelular

Muchos microorganismos son capaces de acumular en su interior
elementos como el azufre y el hierro y posteriormente, en muchos casos, dar

lugar a minerales.

Un caso especialmente llamativo es el de las bacterias magnetotacticas.
Estas bacterias son un grupo heterogéneo de procariotas capaces de

alinearse, de una manera pasiva, con las lineas del campo magnético terrestre
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y desplazarse en la direccion de estas (Blakemore, 1975). Esta caracteristica
especial radica en la presencia en su citoplasma de cristales de magnetita
(FesO4) o greigita (FesSs) envueltos en una membrana, dando lugar al
denominado “magnetosoma” (Balkwill et al., 1980; Bazylinski y Frankel, 2003).
En estas bacterias, la fase mineral de los magnetosomas parece estar bajo un
estricto control. Esto quedd patente tras los experimentos de Meldrum et al.
(1993) en los que diversas bacterias magnetotacticas continuaban sintetizando
magnetita, y no greigita, en presencia de sulfuro de hidrogeno en el medio. La
formacion del magnetosoma es un proceso complejo en el que se produce una
acumulacion de hierro en el interior celular y, posteriormente, un traslado al
interior de la vesicula del magnetosoma (Taoka et al., 2009). Una vez en el
interior de la vesicula se produce una biomineralizacion controlada de
magnetita o greigita. Aunque el proceso en si no esta claro aun, si se sabe de
la existencia de numerosas proteinas en la membrana del magnetosoma que
juegan un papel crucial para la formacién del cristal en su interior (Grinberg et
al., 2001; Wahyudi et al., 2003; Scheffel et al., 2008).

Otro caso interesante es el de algunos organismos relacionados con el
azufre, como son las bacterias purpuras del azufre o los géneros Beggiatoa y
Thiothrix. Estas bacterias son capaces de acumular granulos de azufre
elemental en su interior; en el caso de Beggiatoa mediante la oxidacion de
sulfuro de hidrogeno, para posteriormente oxidarlo a sulfato y utilizar los
electrones en la produccidon de energia (MuBmann et al., 2007). Nelson et al.,
(1996) encontraron que estas bacterias eran capaces, en determinadas

ocasiones, incluso de depositar selenio intracelularmente.
1.3. Estructura bacteriana y mecanismos de biosorcion en bacterias

Las bacterias, como ya hemos descrito, o bien debido a las numerosas
actividades que poseen o bien debido a su estructura, pueden influenciar en los
procesos geoldgicos y en los ciclos de los elementos. Dentro de estos procesos
la biosorcion®, que puede definirse como la captacién por parte de un material

*Proviene del término sorcion, que significa “Retenciéon de una sustancia por otra cuando estan en contacto”.

No esta recogida por la RAE, aunque ya algunos diccionarios enciclopédicos la incluyen (Diccionario Enciclopédico Vox
1. © 2009 Larousse Editorial, S.L.).
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bioldgico de sustancias presentes en una solucion, es de una gran importancia.
La biosorcion engloba los procesos de adsorcidn, absorcion, intercambio
idnico, unidn a una superficie y precipitacion (Gadd, 2009), procesos que, en
gran medida, vienen determinados por la composicién de los organulos y
membranas de la bacteria. En general, cualquier estructura que tenga
proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos, entre otras moléculas, proporcionan
lugares en donde se pueden fijar los iones metalicos y otros elementos, ya que
en su composicion existen diferentes grupos funcionales a los que el metal
puede unirse. En la Tabla 1.2 podemos ver los principales grupos funcionales

que pueden interactuar con los metales (Volesky, 2003; Wang y Chen 2009).

En este sentido, de entre todas las estructuras que componen la
bacteria, y en relacion a los procesos de biosorcion, la pared celular, los
polimeros extracelulares y la capa S serian de las mas importantes, debido
principalmente a que son las estructuras mas externas y se encuentran en

contacto directo con el medio que rodea a la célula.

Las paredes celulares de las bacterias no son todas idénticas; de hecho,
el analisis de la composicion de la pared celular es uno de los factores a tener
en cuenta en la diferenciacién de especies bacterianas. Segun el tipo de pared

existen dos tipos de bacterias.

A) Gram positivas, en las que la pared esta formada por una gruesa
capa de peptidoglucano (polimero lineal de N-acetilglucosamina y N-
acetilmuramico) conectado por puentes de aminoacidos en cuyo interior se
encuentra inmersos polialcoholes como el acido teicurdnico y el acido teicoico,
que en muchos casos puede estar unido a moléculas lipidicas dando lugar a

acidos lipoteicoicos (presentes solo en las bacterias Gram positivas).

B) Gram negativas, en las que la capa de peptidoglucano es mucho
mas delgada. Ademas, a esta delgada capa de peptidoglucano, hay que anadir

una membrana externa formada por LPS y lipoproteinas.
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Grupo funcional

Ej. de localizacién

(Férmula) (Denominacion)
R—0O—H Alcoholes, carbohidratos,
Hidroxilo polisacaridos sulfonados,
acido uroénico
/0
R—C /4 Carboxilo Amdqs grasos, prqtelnas y
\ acidos organicos
OH
H
I
R— C—NH, Amino Proteinas y acidos nucleidos
I
H
o
4 i
R—C Ester Lipidos
\0 —R
H
| .
R—C —SH Sulfidrilo Proteinas
I
H
(0]
74 | | , o
R—C Carbonilo (Terminal) Aldehidos y polisacaridos
\H
0
R |c| cl Carbonilo (Interno) Cetonas y polisacaridos
I
(o]

R—O—P—OH

OH

Fosfato

Sulfonato

Acidos nucleidos, fosfolipidos

Polisacaridos sulfonatados

Tabla 1.2. Grupos funcionales mas importantes capaces de interaccionar con metales y otros
elementos en los procesos de sorcion (tomado de: Talaro y Talaro, 2002; Volesky 2003).

Los grupos funcionales de caracter

anionico presentes en el

peptidoglicano, acido teicurénico y acido teicoico de las bacterias Gram

positivas y en el peptidoglucano, fosfolipidos, lipopolisacaridos y lipoproteinas

de las bacterias Gram negativas son los responsables de conferir a la pared

celular una carga global negativa, otorgandole, por tanto la capacidad de fijar
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diversos elementos (van der Wal et al., 1997; Zhou et al., 2007). Las proteinas
y péptidos que conforman muchos de estos compuestos, ofrecen una serie de
grupos de unién a los metales, tales como grupos amino y carboxilo terminales,
enlace peptidico desprotonado y, especialmente, sustituyentes de cadena. En
este sentido Golab y Breitenbach (1995) indicaron que la capacidad de fijar
cobre de Streptomyces pilosus era debida a la carga negativa de los grupos
carboxilo presentes en su pared, mientras que Kang et al. (2007) resaltaron la
importancia de los grupos amino presentes en la pared a bajos pH en la fijacion
del cromo. Por otro lado, en la pared abundan los grupos fosfato que pueden
participar en la unién a diversos metales. Un ejemplo lo encontramos el trabajo
de Ha et al. (2010), en el que se estudia el papel del EPS en procesos de
sorcion de zinc y de plomo. En este estudio comparan una cepa salvaje de S.
oneidensis con una cepa modificada genéticamente que produce poca cantidad
de EPS, en la que encontraron que el numero de uniones a grupos fosfato era
muy superior que en la cepa salvaje (donde abundaban mas los enlaces a
grupos carboxilo), posiblemente porque la baja cantidad de EPS permitia la
difusion del metal hacia la pared celular en donde la abundancia de estos

grupos fosfatos es muy superior.

Muchos microorganismos secretan en su superficie materiales viscosos,
generalmente formados por polisacaridos y, menos frecuentemente, por
proteinas. Algunas veces se utilizan los términos capsula y capa mucosa para
describir las capas de polisacaridos, aunque también se emplea el término
glucocdlix. El glucocélix se define como el material polisacaridico que se
extiende alrededor de la célula. Posee estructura y composicion diferente en
los distintos organismos, si bien contiene habitualmente glucoproteinas y un
gran numero de distintos polisacaridos, incluyendo polialcoholes vy
aminoazucares. Dependiendo del grado de ordenacién de esta estructura
pasaria a denominarse capsula cuando forman capas rigidas organizadas en
una matriz impermeable que excluye colorantes, o capa mucosa cuando el
glucocélix se deforma con facilidad, siendo incapaz de excluir particulas. Los
polimeros de la capsula de algunas bacterias estan cargados negativamente
debido a la presencia de uno o varios grupos del tipo de acido urodnico,

piruvato, fosfato o sulfato. Pradhan et al. (2007) estudiaron los grupos
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funcionales presentes en la capsula de una cepa de Microcystis, encontraron
que la cepa utilizada, podia fijar diferentes metales mediante procesos de
intercambio i6nico con los grupos carboxilo y amino presentes en su capsula.
En concreto, esta cepa mostré una buena capacidad de sorcién del hierro (a
grupos carboxilo), seguida del cromo y niquel (a grupos amino y carboxilo). Por
otro lado, Zhang y Min (2010) examinando la capacidad de sorcién del cadmio
por Burkholderia fungorum, encontraron la participacion de grupos carboxilo,
amino e hidroxilo, presentes en el exopolisacarido de la capsula, en la fijacién
de este metal. Ademas interpretaron esta sorcion como un posible mecanismo
de intercambio idnico, al igual que ocurrié en los estudios de Pradhan et al
(2007). Ademas existen numerosos trabajos en los que se alude a la notable
capacidad de sorcion del EPS. El término de EPS abarcaria cualquier tipo de
polimero secretado por la bacteria al exterior. Merroun et al. (1998; 2001; 2003)
demostraron la implicacion del EPS de M. xanthus en la sorcién de plata, plomo
y lantano, mientras que Gonzalez- Mufioz et al. (1997) lo hicieron, con este
mismo microorganismo, en la sorcion del uranio. Por otro lado, Baker et al.
(2010) estudiaron el papel del EPS de Hymenobacter aerophilus en la
reactividad quimica de la superficie bacteriana. En sus estudios se observa el
aumento en la concentracion de los ligandos presentes en el EPS (grupos
carboxilo, fosfato y amino) al entrar en contacto con el cadmio y, por tanto, un
aumento de la capacidad de sorcién del EPS. Otros autores, como Guibaud et
al. (2008), Morillo-Pérez et al. (2008) o Sun et al. (2009), han estudiado la

capacidad de sorcion de la fraccion EPS aislada de la bacteria.

Algunas bacterias poseen una capa externa de proteinas o
glicoproteinas denominada capa S o capa superficial paracristalina. La capa S
posee una apariencia cristalina con una simetria hexagonal y tetragonal
dependiendo del numero y estructura de las subunidades de proteinas vy
glicoproteinas que la forman. Esta capa se encuentra asociada al LPS de las
bacterias Gram negativas o al peptidoglucano de las Gram positivas y en su
ensamblaje participan diversos cationes divalentes (Velasquez y Dussan,
2009). Muchos elementos, como algunos metales, pueden unirse a esta
estructura. Merroun et al. (2005; 2007) describieron la capacidad de la capa S

de B. sphaericus JG-A12 en la fijacion de uranio, cobre, plomo, aluminio, y
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cadmio, asi como la posible utilizacién de la capa S en la formacién de
nanoparticulas de oro. En uno de estos estudios resaltan la implicacion de
grupos carboxilo y fosfato de la superficie celular en la fijacion de estos
elementos y la posible optimizacion de la captacion del uranio mediante la
insercion en la capa S de aminoacidos como el aspartico y el glutdmico, que
aumentarian la cantidad de grupos carboxilo en esta estructura. En este
sentido, Patel et al. (2010) consiguieron una fijacion del cadmio del 99,9 % (en
los controles era sélo del 11 %) mediante la introduccién del péptido

hexahistidina en la proteina RsaA de la capa S de Caulobacter crescentus.

1.3.1. Los procesos de biosorcion como solucion a problemas

medioambientales

Ocupando mas del 70 % de la superficie de la Tierra el agua es,
indudablemente, uno de los recursos naturales mas preciados que existen en
nuestro planeta, sin el cual la vida dejaria de existir. A pesar de este hecho bien
conocido, la contaminacion de los recursos hidricos es un problema muy
extendido (Katsoyiannis y Katsoyiannis, 2006; Lourino-Cabana 2010). Existen
numerosas fuentes de contaminacién de las aguas, aunque estas, se pueden
englobar en dos categorias: fuentes contaminantes directas e indirectas.
Dentro de las fuentes directas encontramos los efluentes que provienen de
industrias, refinerias y plantas de tratamientos de residuos, mientras que dentro
de las fuentes indirectas se incluyen contaminantes que entran al sistema de
suministro de aguas a través del suelo, aguas subterraneas y de la atmosfera
(a través de la lluvia). En general estos contaminantes pueden clasificarse en

dos categorias, organicos e inorganicos (Vijayaraghavan y Yun, 2008).

Dentro de los contaminantes inorganicos, y formando uno de los grupos
de contaminantes mas importante que encontramos, estan los metales. Estos
han sido utilizados extensamente en muchos tipos de industrias, entre las que
se encuentran la mineria, la industria metalurgica y las industrias
especializadas en la fabricacion de componentes electronicos. La presencia de
iones metalicos en los efluentes industriales es extremadamente indeseable ya
que son toxicos para cualquier tipo de organismo. Dentro de este tipo de

contaminantes, hay algunos de gran toxicidad como el mercurio (Jitaru vy
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Adams, 2004; Ebrahimpour et al., 2010), el plomo, el cadmio (Karmakar et al.,
2000; Feng et al., 2010) y el cromo (Pathe et al., 1996; Chen et al., 2009). A
modo de ejemplo citaremos el caso del plomo que produce varios tipos de
alteraciones (la gran mayoria a nivel del sistema nervioso central) debido a que
forma ligandos complejos (con grupos -SH, principalmente) con los sistemas
enzimaticos del organismo (Singh et al. 2010). Ademas, el metabolismo del
plomo interfiere considerablemente con el del calcio, dando lugar a un medio
intracelular que dificulta considerablemente el transporte iénico (Lafond et al.,
2004; Barhoumi et al., 2010). Por otra parte, compuestos como el tetraetil y el
tetrametil de plomo son liposolubles y se absorben con facilidad por la piel, el

tracto gastrointestinal y los pulmones.

Otros metales, como los pertenecientes al grupo de los radionuclidos
(uranio, americio, plutonio, neptunio o curio) poseen una gran toxicidad incluso
a concentraciones muy bajas. Para el caso del uranio, ademas de los efectos
propiamente radiactivos, se ha detectado la produccion de dafos nefrolégicos a

largo plazo (Zamora et al. 2009).

Actualmente existen muchos métodos para el tratamiento de los
efluentes generados por estas industrias y para la bioremediacion de zonas ya
contaminadas. Los métodos principales para la retirada de metales de
soluciones acuosas se pueden clasificar en tres grupos: métodos fisicos,
quimicos y bioldgicos. Dentro de lo métodos tradicionales (métodos fisicos y
quimicos), estan la precipitacidon quimica, filtracion, reduccién u oxidacién
quimica, 6smosis inversa, intercambio idnico, evaporacion y adsorcion a
materiales inorganicos. No obstante, muchos de estos métodos presentan
limitaciones: algunos son excesivamente caros, otros son dificiles de aplicar “in
situ” y algunos pueden generar otros residuos de dificil reciclaje (Volesky, 2001;
Gavrilescu et al., 2009)

La utilizacion de material biolégico, asi como el uso de procesos
microbianos, para la bioremediacién de zonas contaminadas ha ido ganando
interés progresivamente en los ultimos afios debido, entre otros factores, a que
estos métodos reducen de forma considerable el empleo de productos

quimicos y a que son procesos poco costosos, respetuosos con el
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medioambiente y eficientes incluso a bajos niveles de concentracion del
contaminante. En este sentido se han realizado muchos estudios con algas
marinas (Leush et al., 1995; Lee y Volesky, 1999; Mehta y Gaur 2005; Raja et
al., 2008; Pahlavanzadeh et al., 2010) y microorganismos (Gadd, 1990; 1997;
Haferburg y Kothe, 2007; Pal y Paul et al., 2008; Chatterjee et al., 2010). La
capacidad de los microorganismos para fijar y concentrar determinados
cationes es muy notable, sirviendo como ejemplo el citado por Mann 1990,
segun el cual algunos microorganismos marinos pueden fijar plomo y cadmio
concentrandolo hasta niveles de 10° veces mas que la concentracién en que

estos elementos se encuentran en el agua marina.

Las bacterias y otros microorganismos poseen una serie de mecanismos
por los que son capaces de tolerar diferentes concentraciones de metales. Y se
entiende que la capacidad de biosorcion que presentan muchos
microorganismos, y en particular las bacterias, viene determinada en gran
medida por la presencia de estos mecanismos de tolerancia. Estos
mecanismos pueden ser dependientes del metabolismo o independientes del
mismo, como el caso de la sorcion. En la Figura 1.1 se encuentran
representados algunos de estos mecanismos (Hughes y Poole 1989; Lloyd y
Macaskie; 2002; Ozdemir et al., 2009). De todos ellos, los procesos de sorcién
a las estructuras superficiales y a polimeros extracelulares secretados por las
bacterias son de los mas importantes. En la Tabla 1.3 puede verse la

capacidad de sorcion de algunos metales por diferentes bacterias.

En relacion con la sorcidon de los metales, las bacterias tienen especial
relevancia ya que son los microorganismos mas abundantes y versatiles que
existen. Se han utilizado en estudios de biosorcion debido a su pequefo
tamano (su alta relacidn superficie/volumen proporciona una gran area de
interaccion con los contaminantes), a su capacidad para crecer bajo
condiciones controladas y a su capacidad de resistencia y desarrollo en un
amplio rango de ambientes (Urrutia, 1997; Srivastava y Majumder, 2008),
incluyendo las chimeneas hidrotermales en las que la concentracion de
determinados metales puede llegar a ser muy alta. En concreto, este tipo de

ambientes se caracteriza por la presencia de altos niveles de metales que
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incluyen hierro, manganeso, zinc, cobre, cobalto o arsénico dependiendo de la
composicidn quimica de la roca basaltica que forme parte de la interfase fluido-
roca. En este ambiente extremo, se han desarrollado una gran variedad de
bacterias y otros microorganismos capaces de tolerar estos niveles de metales
gracias a la produccion de EPS y al secuestro del metal mediante union a
componentes cargados o, también, gracias a otros mecanismos dependientes
del metabolismo como transformaciones enzimaticas, produccion de proteinas
tales como las metalotioneinas y transporte activo del metal (Holden y Adams,
2003; Vetriani et al., 2005; Minic et al., 2006). Los dos primeros mecanismos
son de caracter meramente pasivo, siendo de gran interés en los estudios de
biosorcidn. Por tanto el estudio de microorganismos aislados de este tipo de
zonas y de microorganismos relacionados con ellos puede ser de gran interés
en vistas a la busqueda de nuevos organismos capaces de fijar metales en

condiciones mas adecuadas y de una manera mas eficiente (Zhou et al., 2009).

Biotransformacion

Biosorcion MO MO, Captacion

(Mediante ligandos celulares) U Intracelular
M2 T M2
N ° P

2L M2 Quelacion
(Ej. Siderdforos)

/ 21 \
H,S + M2 —> MS / \ HPO,2 + ME—> MHPO,

M2+ 20H" —> M(OH), M2+ (0, —> MCO,

Biomineralizacion
(Formacidn de compuestos
insolubles)

M= Metal

Figura 1.1. Principales mecanismos de resistencia a metales presentados por las bacterias y
otros microorganismos (tomado de Lloyd y Macaskie 2002)

47



Introduccién general

Metal Bacteria Sorciéon (mg/g)  Referencia

Pb Bacillus sp. 92,3 Tunali et al., (2006)
Corynebacterium glutamicum 567,7 Choiy Yun (2004)
Enterobacter sp. 50,9 Lu et al., (2006)
Pseudomonas putida 270,4 Uslu y Tanyol (2006)
Aeromonas hydrophila 163,3 Hasan et al., (2009)

Zn Streptomyces rimosus 30,0 Mameri et al., (1999)
Bacillus firmus 418,0 Salehizadeh y Shojaosadati (2003)
Aphanothece halophytica 133,0 Incharoensakdi y Kitjaharn (2002)
Pseudomonas putida 17,7 Chen et al., (2005)

Cu Bacillus firmus 381,0 Salehizadeh and Shojaosadati (2003)
Bacillus sp. 16,3 Tunali et al., (2006)
Pseudomonas cepacia 65,3 Savvaidis et al., (2003)
Pseudomonas putida 96,9 Uslu y Tanyol (2006)
Sphaerotilus natans 60,0 Beolchini et al., (2006)
Streptomyces coelicolor 66,7 Ozturk et al., (2004)

Cd Aeromonas caviae 155,3 Loukidou et al., (2004)
Enterobacter sp. 46,2 Lu et al., (2006)
Pseudomonas sp. 278,0 Ziagova et al., (2007)
Staphylococcus xylosus 250,0 Ziagova et al., (2007)

Cr(lV) Bacillus coagulans 39,9 Srinath et al., (2002)
Aeromonas caviae 2844 Loukidou et al., (2004)
Bacillus licheniformis 69,4 Zhou et al., (2007)
Bacillus thuringiensis 83,3 Sahin y Ozturk (2004)
Pseudomonas sp. 95,0 Ziagova et al., (2007)
Staphylococcus xylosus 143,0 Ziagova et al., (2007)

Ni Bacillus thuringiensis 45,9 Ozturk (2007)

Pd Desulfovibrio desulfuricans 128,2 de Vargas et al., (2004)
Desulfovibrio fructosivorans 119,8 de Vargas et al., (2004)
Desulfovibrio vulgaris 106,3 de Vargas et al., (2004)

Pt Desulfovibrio desulfuricans 62,5 de Vargas et al., (2004)
Desuilfovibrio fructosivorans 32,3 de Vargas et al., (2004)
Desulfovibrio vulgaris 40,1 de Vargas et al., (2004)

U Arthrobacter nicotianae 68,8 Nakajima y Tsuruta (2004)
Bacillus licheniformis 45,9 Nakajima y Tsuruta (2004)
Bacillus megaterium 37,8 Nakajima y Tsuruta (2004)
Citrobacter freudii 48,0 Xie et al., (2008)
Synechococcus elongatus 53,5 Acharya et al., (2009)
Pantoea sp. 196,0* Chabalala y Chirwa (2010)
Enterobacter sp. 182,0* Chabalala y Chirwa (2010)

Th Arthrobacter nicotianae 75,9 Nakajima y Tsuruta (2004)
Bacillus licheniformis 66,1 Nakajima y Tsuruta (2004)
Bacillus megaterium 74,0 Nakajima y Tsuruta (2004)

*mg respecto a la cantidad inicial (200 mg/l)

Tabla 1.3. Capacidad de sorcion de algunos metales por diferentes bacterias.
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Objetivos

Dentro de las diversas lineas de investigacion, que en el campo de la
geomicrobiologia se vienen desarrollando en nuestro Grupo de Investigacion,
se llevd a cabo en el afo 2004 una campana de aislamiento de bacterias
marinas, a fin de ampliar este tipo de estudios a bacterias procedentes de este
habitat. Entre las diversas cepas aisladas, una de ellas, la denominada MAH1,
llamo la atencidn debido, especialmente, a que, de una parte, presentaba la
capacidad de producir carbonatos con alto contenido en magnesio y, de otra,
mostraba una notable tolerancia a metales pesados, lantanidos y actinidos. Por
ello parecié de gran interés llevar a cabo un estudio en profundidad con esta
bacteria, partiendo de su caracterizacion y siguiendo con la investigacion de su
posible implicacién en la precipitacibn de carbonatos, en la captacion de
lantanidos y actinidos, asi como de la incorporacién de los mismos en alguno

de los minerales que fuese capaz de precipitar.

Con esta finalidad se propusieron los siguientes objetivos generales para

esta tesis doctoral:

1. Caracterizacion e identificacion de la cepa bacteriana MAH1,

aislada del Mar de Alboran.

2. Teniendo en cuenta que la produccidon bacteriana de calcita,
aragonito y vaterita en medios no hipersalinos ha sido descrita por diferentes
autores, pero que la produccion bacteriana de dolomita so6lo ha sido descrita en
condiciones de hipersalinidad y, habida cuenta de la importancia del
denominado “problema de la dolomita” y sus implicaciones: Investigar la
capacidad de producciéon de carbonatos ricos en Mg por esta bacteria en

diferentes condiciones de cultivo.

3. Investigar los mecanismos de interaccion de uranio como
representante de actinidos hexavalentes con la cepa MAH1, tanto en
percloratos como en agua de mar, mediante el uso de una metodologia
multidisciplinar combinando técnicas de quimica humeda, espectroscopia y

microscopia.
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4. Determinar la especiacion quimica de los lantanidos trivalentes
(lantano y europio), como analogos inactivos de los actinidos trivalentes (curio,

americio), asociados con la cepa MAH1.
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3.1. Introduccién

El género Idiomarina, perteneciente a la familia /diomarinaceae (lvanova
et al., 2004) y englobado dentro de las Gammaproteobacterias, fue propuesto
por lvanova et al. (2000) y comprende hasta el momento ocho especies
distintas aisladas de diversos habitats: Idiomarina abyssalis e Idiomarina
zobellii, descritas por lvanova et al. (2000) y ambas aisladas aproximadamente
a 4500 metros de profundidad en el océano pacifico, /diomarina baltica, aislada
de aguas someras del Mar Baltico por Brettar et al. (2003), Idiomarina
loihiensis, encontrada por Donachie et al. (2003) en muestras obtenidas de
corrientes hidrotermales submarinas en Hawaii, Idiomarina fontislapidosi e
Idiomarina ramblicola descritas por Martinez-Canovas et al. (2004) y aisladas
de suelo y agua en zonas hipersalinas de Malaga y Murcia respectivamente,
Idiomarina seosinensis (Choi y Cho, 2005, salinas de Corea) y, por ultimo,
Idiomarina insulisalsae (Taborda et al., 2009). Ademas, existen una serie de
bacterias, como Pseudoidiomarina homiensis (Kwon et al., 2006, aislada de
arena de playa en Corea) y Pseudoidiomarina salinarum (Yoon et al., 2007,
aislada de unas salinas en Corea), que, si bien pertenecen al género
Pseudoidiomarina, podrian pasar a pertenecer al genero Idiomarina
préximamente segun lo propuesto por Taborda et al. (2009). En este sentido,
Pseudoidiomarina homiensis y Pseudoidiomarina salinarum ya pertenecian, al
ser descritas, al genero Idiomarina hasta que Wen Dar et al., 2009, propusieron
su traslado al genero Pseudoidiomarina. La diferencia entre ambos géneros
radica principalmente en que las bacterias pertenecientes a las
Pseudoidiomarinas son inmoviles en su mayoria, con prostecas en algunos
casos, y con diferencias en el porcentaje de algunos acidos grasos minoritarios
como son el Cqs.1 isoF, el C430iso y el Cqs.1 wW7c. Por ultimo, en algunos casos,
son capaces de tener respiracion anaerobica mediante la reducciéon de nitratos

como aceptor final de electrones (Wen Dar et al., 2009).

De acuerdo con lo descrito anteriormente, las especies de la familia
Idiomarinaceae, en general, se caracterizan por encontrarse distribuidas en una
amplia gama de habitats, desde salinas hasta zonas profundas del océano

pacifico, y ademas pueden crecer en un amplio rango de pH, temperatura y
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concentraciones de cloruro sddico, lo que puede deberse precisamente a
poseer una composicidn de acidos grasos muy caracteristico y unico, ya que
estos son cruciales en la adaptacion a diversas temperaturas (Klein et al.,
1999) y salinidad (Lopez et al., 1998). Efectivamente, poseen un alto porcentaje
de acidos grasos ramificados de tipo iso entre los que cabe destacar el Cys.
iso, el Cq70 iso y el Cqy7.1w9c iso como componentes mayoritarios. Esta
caracteristica es poco comun dentro de las Proteobacterias, aunque existen
algunas excepciones como Marinobacter lutaoensis (Shieh et al., 2003) o

algunas bacterias de la rama de las Xanthomonas (Finkmann et al., 2000).

En el presente trabajo se aborda la caracterizacién de una bacteria
referida como cepa MAH1, aislada del Mar de Alboran, y perteneciente a la
coleccion de cultivos de nuestro laboratorio, mediante el uso de pruebas
bioquimicas y genéticas. El Mar de Alboran comprende la zona mas occidental
del Mediterraneo, desde el Cabo de Gata al Estrecho de Gibraltar, y se
caracteriza por ser una zona de gran productividad biolégica. Esto se debe al
desnivel existente entre la cuenca mediterranea y atlantica permitiendo un flujo
de agua superficial atlantica entrante compensada con un flujo de aguas
Mediterraneas en sentido contrario sobre el fondo del Estrecho. Aunque la
masa de agua atlantica no es de especial riqueza bioldgica al tratarse de agua
superficial, su menor salinidad y temperatura, convierten a este flujo en el
motor de la dinamica del Mar de Alboran originando dos zonas de alta
productividad biolégica: el giro occidental del Mar de Alboran y el frente
Almeria-Oran (asociado al giro oriental del Mar de Alboran). Estos giros, junto
con la ayuda de la topografia del fondo marino, y las condiciones
meteoroldgicas y atmosféricas originan procesos de convergencia y
divergencia de las masas de agua creando estas zonas de importante

productividad (Barcena et al., 2004).
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3.2. Material y métodos
3.2.1. Medios de cultivo
e Medios para el crecimiento y mantenimiento de la cepa

Para el crecimiento y mantenimiento de la cepa MAH1 se utiliz6 un
Medio Marino (MM) desarrollado en nuestro laboratorio, y cuya composicién

detallamos a continuacion:

Medio Marino (MM y MMs)
Extracto de levadura 5g

Triptona 109
Agar (solo MMs) 2049
Agua de mar filtrada 1000 ml

También se utilizé el medio comercial “Marine Broth” (DIFCO). Su

composicidn se describe a continuacion:

Medio “Marine Broth” (MB y MBs")

Peptona 59 Bicarbonato sédico 0,16 g
Extracto de levadura 19 Bromuro de potasio 0,089
Citrato férrico 0,19 Cloruro de estroncio 34 mg
Cloruro de sodio 19,45 g | Acido borico 22 mg
Cloruro de magnesio 59¢g Silicato de sodio 4 mg
Sulfato de sodio 3,24 g | Fluoruro de sodio 2,4 mg
Cloruro de calcio 1,89 Nitrato de amonio 1,6 mg
Cloruro de potasio 0,55 g | Fosfato disédico 8 mg
Agar’ 20 g Agua destilada 1000 ml

e Medios para la caracterizacion fenotipica

Para la caracterizacion fenotipica de la cepa MAH1 se utilizaron diversos
medios de cultivo, alguno de ellos modificando la cantidad presente de NaCl
para ensayar el crecimiento de la cepa en ellos. A continuacion se detallan
cada una de las pruebas con su medio correspondiente y la modificacion

realizada:
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- Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl

Este medio fue suplementado con cloruro sédico para alcanzar unas

concentraciones comprendidas entre el 0,6 % y 23 % (% p/v).

Medio “Triptona y Soja Agar” (TSA)
Triptona 179
Peptona de soja 39

Fosfato dipotasico 25¢g
Dextrosa 25¢g

NaCl 59

Agar 2049

Agua destilada 1000 ml

- Actividad gelatinasa y amilasa

La hidrdlisis de la gelatina e hidrdlisis de almidén se comprobaron en
medio MM y MMs, respectivamente. Para el primer caso el medio se

suplementd con gelatina (12 %) y para el segundo caso con almidon (2 %).
- Hidrélisis del ADN

Se utilizé el medio comercial de la casa Sharlau, suplementado con NaCl

hasta alcanzar una concentracion de 2 %.

Medio “DNasa Agar”
Triptosa 209
ADN 29
Cloruro sédico 5g
Agar 154
Agua destilada 1000 ml

- Actividad de la lecitinasa y la lipasa

Se utilizé el medio Agar yema de huevo (Egg Yolk Agar) descrito por
McClung en 1947. Al igual que los medios anteriores descritos, fue

suplementado con cloruro sodico (2 %).

84



Caracterizacion de la cepa MAH1

Medio “Agar yema de huevo”

Peptona 40 g Sulfato magnésico 019
Cloruro sodico 29 Fosfato sédico 59
Fosfato potasico 19 Agar 25¢
Dextrosa 29 Agua destilada 1000 ml
Solucién de yema de 110 ml

La solucion de yema de huevo se preparé anadiendo a la yema de

huevo su equivalente en peso de solucion salina.
- Reduccioén de nitratos y produccioén de nitrégeno N;

Para esta prueba se utilizO agua de peptona, cuya composicion

describimos a continuacion:

Medio Agua de peptona
Peptona de carne 1g

Cloruro sodico 0,59
Agua destilada 100 mi
pH 7,2

A este medio se le anadié 1,5 g de NaCl extra para alcanzar la
concentracion del 2 % necesaria para un crecimiento optimo de la bacteria y
KNOsal 0,2 %.

- Prueba del rojo de metilo, Voges-Proskauer y crecimiento en

Mackonkey

Para estas pruebas preparamos los medios MR-VP y agar
Mackonkey (Scharlau) suplementandolos con NaCl (hasta alcanzar una

concentracion del 2 %).

Medio MacKonkey Medio MR-VP
Peptona 20g Peptona 5¢
Lactosa 10g Glucosa 5¢
Sales biliares 5¢ Tampon fosfato 1000 ml
Parpura de bromocresol 0,01 g pH 7,2
Cloruro sdédico 5¢
Agar 2049
Agua destilada 1000 ml
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3.2.2. Caracterizacion fenotipica de la bacteria MAH1

La forma y coloracion de las colonias se estudido en medio MBs y MMs
tras 48 horas de crecimiento a 28 °C, mientras que la morfologia y tamario de
la bacteria, asi como la existencia de posibles estructuras como prostecas,
fimbrias o flagelos, se estudié a partir de un cultivo de 24 horas de crecimiento.
Para este ultimo caso, las bacterias fueron cultivadas en medio MM a 28 °C y
posteriormente una alicuota se prepard para su observacidén por microscopia
electronica de transmision (TEM) y otra alicuota para su observaciéon por
microscopia electronica de barrido (SEM) siguiendo los protocolos que

describimos a continuacion:
- Tincion Negativa para TEM.

Una alicuota de 25 pl de muestra se coloco en una rejilla con pelicula
soporte (formvar) durante 5 minutos. Posteriormente se realizaron dos lavados
con agua ultrapura y, por ultimo, se contrasté con acetato de uranilo (0,5-2 %)
en solucién acuosa durante 1 minuto. Las muestras una vez preparadas fueron

observadas en un microscopio electronico de transmision ZEISS EM 902.
- Preparacién de muestras para SEM.

En primer lugar la muestra fue fijjada afnadiendo el fijador a 1 ml de
suspension de bacterias. Para ello se desarrollé, en colaboraciéon con el
servicio de preparacion de muestras biolégicas del Centro de Instrumentacién
Cientifica de la Universidad de Granada, un fijador especial para bacterias

marinas cuya composicion se detalla a continuacion:

Fijador para bacterias marinas
Glutaraldehido 4 %
Tampdn Cacodilato 0,2M
CacCl 0,1 %
Sacarosa 0,4 M

Este fijador tiene la caracteristica de poseer una osmolaridad de 1205
mOsM, siendo muy parecida a la del agua de mar, con lo que se previene el

colapso de las células al afadir el fijador.
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Una vez fijada, la muestra fue postfijada con tetréxido de osmio al 1 %
en solucién acuosa durante 1 hora (4 °C y en oscuridad). A continuacion se
lavé con agua destilada (3 lavados de 10 min) y se deshidraté en un gradiente
de etanol (50, 70, 90 y 3x100 %, 10 min en cada uno). Por ultimo la muestra se
desecod por el método del punto critico (Anderson, 1951) con diéxido de
carbono en un desecador Polaron CPD 7501 (Quorum Technologies Ltd, UK) y
se recubrio con carbon en un evaporador Hitachi (Hitachi Group Ltd, Saitama,
Japdn). Las muestras fueron observadas en un microscopio electrénico de
barrido ZEISS DSM 950.

La movilidad fue estudiada en un cultivo fresco de 24 horas mediante
observacion en un microscopio Olympus BX-61 equipado con un controlador
Olympus BXUCB y una fuente de alimentacion Olympus U-RFL-T (Olympus,
Hamburg, Germany).

El crecimiento de la bacteria a diferentes concentraciones de NaCl se
estudid en medio TSA, anteriormente descrito, incubando las placas a una
temperatura de 28 °C. El efecto del pH se comprobé en medio MB ajustando el
pH entre 4 y 9,5, los tubos fueron incubados a 28 °C y en agitacion. El
crecimiento a diferentes temperaturas (2, 10, 28, 37, 40, 42, 43 y 45 °C) se
realizd6 en medio MMs y con las placas selladas con parafiim para evitar la

desecacion de estas.

La reaccion de la oxidasa fue comprobada segun lo descrito por Kovacs
(1956). La presencia de catalasa se determin6 anadiendo H,O, a una colonia
depositada sobre un portaobjetos (Tindall et al., 1997). Se considera una
reaccion positiva el viraje de las colonias a un color azul/violaceo para el primer
caso, y la aparicién de burbujas para el segundo; ambas pruebas se realizaron
a cultivos de 48 horas. La hidrdlisis de la gelatina y la actividad DNasa fue
comprobada en los medios anteriormente descritos tras 48 horas de
incubacion, la licuacidon del medio y la apariciéon de un halo traslucido alrededor
de las colonias después de adicionar HCI 1 M, respectivamente, se consideran
resultados positivos para estas pruebas. La hidrdlisis de almidén se revela
mediante la adicién a la placa de medio MMs de unas gotas de solucion de

iodina. La actividad de la lecitinasa y lipasa se estudio en el medio agar yema
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de huevo. La aparicién de zonas opacas alrededor de las colonias se considera
un resultado positivo del test para el caso de la actividad lecitinasa, y, para el
caso de actividad lipasa, la prueba se considera positiva tras examinar la placa
de petri con una iluminacién oblicua y detectar la aparicion de un brillo
aceitoso/iridiscente o por la aparicion de una capa perlada sobre y alrededor de
las colonias. Para detectar la produccidn de nitritos en el agua de peptona
modificada se le adicionaron al medio tras 24 horas de cultivo, unas gotas de
solucion de acido sulfanilico al 0,8 % y de a-naftilamina al 0,5 % (ambas en
acido acético 5 N). La produccién de nitrogeno N, se detecta por la presencia
de gas en las campanas de Durham presentes en los tubos, mientras que la
produccion de nitritos se revela por el viraje del medio a un color rojo intenso
(Skerman, 1967). La produccién de indol se comprobé en medio agua de
peptona, tras 24 horas de incubacién a 28 °C, mediante la adicién del reactivo
de Kovac (1928). El cambio de color del reactivo de Kovac se considera como
positivo para la presencia de la enzima triptofanasa. Para la prueba del rojo de
metilo y Voges-Proskauer se utilizé rojo de metilo y el reactivo de Barrit (1936)
ademas del medio anteriormente descrito. Un viraje del color del medio a rojo
para la prueba del rojo de metilo y a rosado para la prueba de Voges-
Proskauer, tras la adicion de los reactivos, indica que la bacteria realiza la
fermentacion acido-mixta y butilenglicolica, respectivamente. El crecimiento en

Mackonkey se comprob6 en el medio anteriormente descrito.

Para el estudio de otras actividades enzimaticas como la fosfatasa
alcalina o acida se utilizé las tiras APl ZYM (Biomerieux, Inc.), las tiras se
inocularon a partir de una suspension de la bacteria en solucion salina (0,9 %
de NaCl) con una densidad optica entre 0,5 y 0,6 y se incubaron a 28 °C. La

lectura del test se realizé a las 24 horas de incubacion.

Por ultimo, para estudiar el uso de diferentes sustratos por la cepa
MAH1 se utilizaron las tiras APl 50CH (Biomerieux, Inc.), para el uso de
sustratos en aerobiosis y en anaerobiosis, y la prueba Biolog GN2 (Biolog Inc.)
para el uso de sustratos en aerobiosis. En el primer caso la cepa se cultivo en
medio 50CH/BE (Biomerieux, Inc.) suplementado con NaCl al 2 %, se incubo a

28 °C durante 24 horas y posteriormente se distribuyd en los pocillos a razén
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de 20 ul por pocillo. Para la prueba de uso de sustrato en anaerobiosis,
ademas, se adicioné parafina siguiendo las indicaciones del fabricante. En el
segundo caso, un cultivo en fase exponencial y con una densidad Optica entre
0,3 y 0,4 se resuspendio en solucién salina, se inoculd el Biolog a partir de esta
solucion a razon de 125 pl por prueba y se incub6 a 28 °C. La lectura de los

resultados se realizd a las 24 y 48 horas de incubacion en ambos casos.

La susceptibilidad a antibiéticos se ensayd siguiendo lo descrito por
Bauer et al. en 1966 en medio MMs. Los antibidticos ensayados fueron:
amoxicilina, ampicilina, cloranfenicol y kanamicina, a una concentracion de 25,

10, 30 y 30 ug, respectivamente.

Por ultimo, el estudio del contenido en acidos grasos, lipidos polares,
estructura del peptidoglucano y composicién en azucares de la pared fue
realizado por el doctor B.J. Tindall en el servicio de identificacion del Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GMBH (DSMZ) en

Braunschweig, Alemania.

3.2.3. Andlisis filogenéticos basados en la secuenciacion del gen ARNr
16S

La secuenciacion completa del gen ARNr 16S se realizé en el Centro de
Investigacion de Dresden-Rossendorf (Alemania) en el transcurso de una
estancia subvencionada mediante el Subprograma de Acciones Integradas del
Plan Nacional [+D+l del Ministerio de Educacion y Ciencia. Este estudio se

realizé de la forma que detallamos a continuacion.

El ADN se obtuvo a partir de 2 ml de un cultivo en fase exponencial en
medio MB mediante el uso del kit de extraccion de ADN NucleoBond AXG 100
(Macherey-Nagel, Duren, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los fragmentos del gen ARNr 16S fueron amplificados usando los siguientes
cebadores: 16S7-27:F (5-AAGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3"), 16S1492-
1513:R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") para los extremos del gen y el
16S342F (5'-CTACGGGAGGCAGCAGTGGG-3') para la zona intermedia del
gen. El producto obtenido de la amplificaciéon se limpié mediante el kit

NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel, Duren, Germany) y se secuencié en un
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secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Perkin Elmer, Foster City,
California, USA). Las secuencias obtenidas se compararon con aquellas
disponibles en el GenBank mediante analisis por BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) y, posteriormente, alineadas con el programa
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Para el estudio de la relacion filogenética
de la cepa MAH1 con otras bacterias, se procedié a la construccion del arbol
filogenético, basandonos en la secuencia del gen ARNr 16S, mediante el
programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007) usando el método “neighbor-joining”
(Saitou y Nei, 1987). Las distancias evolutivas se calcularon mediante el
método “maximum composite likelihood” (Tamura et al., 2004). Por ultimo, la
topologia y robustez del arbol fue determinada mediante un test bootstrap de
1000 réplicas (Felsenstein, 1985).

3.2.4. Hibridacién de ADN y contenido en G+C

El ADN se extrajo usando una prensa francesa (Thermo Fisher Scientific
Inc, Waltham, USA), a fin de romper las células, y se purificd por cromatografia
en hidroxiapatita, segun lo descrito por Cashion et al., (1977). La hibridaciéon
de ADN se llevé acabo segun el método descrito por De Ley et al., (1970),
considerando las modificaciones descritas por Huss et al., (1983), usando un
espectrofotometro modelo Cary 100 Bio UV/VIS y equipado con un termostato

Peltier para el control de la temperatura in situ (Varian Inc., Palo Alto, USA).

El ADN, para comprobar el contenido en G+C, se hidrolizdé con nucleasa
P1 y posteriormente los nucledtidos se desfosforilaron con fosfatasa alcalina
bovina tal como lo describe Mesbah et al., (1989). Los desoxirribonucledtidos
asi obtenidos se analizaron por cromatografia liquida de alta afinidad (HPLC)
(Shimadzu Corp., Japon) bajo las siguientes condiciones: temperatura 45 °C,
10 pl de muestra, solvente 0,3 M (NH4) H,PO4/acetonitrilo, 40:1 (v/v), pH 4,4,
1,3 ml/min. Estos estudios fueron realizados por el servicio de identificacion del
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GMBH (DSMZ) en

Braunschweig, Alemania.
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3.3. Resultados

La cepa MAH1 aislada de aguas superficiales del Mar de Alboran, es
una bacteria aerobia, gram negativa, con forma de bacilo recto o ligeramente
curvado y con un alto grado de pleomorfismo, ya que, aunque sus dimensiones
generales oscilan entre 0,6-2 ym de largo y 0,3-0,5 pm de grosor, pueden dar
lugar a formas mas alargadas y curvadas. Poseen movilidad mediante un
flagelo polar como podemos observar en la Figuras 3.1 D y 3.1 E. Las colonias
tanto en medio MB como en MM tienen una coloracion beige-amarillo,
ligeramente convexas y de un tamafo que oscila entre 0,5y 2 mm (Figura 3.1
F). Las colonias aparecen entre las 24 y 48 horas de incubacion a 28 °C. La
cepa MAH1 produce polimeros extracelulares y, frecuentemente, forma

agregados.

La bacteria crecié bien a concentraciones comprendidas entre 0,7 % vy
20 % de NaCl, con un crecimiento 6ptimo a una concentracion del 2 % de
NaCl. Por otra parte, el crecimiento se produjo a pHs comprendidos en el
intervalo de 5 a 9,5, ambos inclusive, y, posteriormente, al realizar las curvas
de crecimiento se encontré6 que no habia diferencias significativas en el
crecimiento a los diferentes pH, salvo a pH 5 que fue algo mas lento como
puede apreciarse en la Figura 3.2. Por lo que respecta a la temperatura de
crecimiento, la cepa MAH1 crecié en un rango de temperatura entre 2 °C y 43

°C, siendo éptimo el crecimiento en el rango de temperatura 28 °C - 37 °C.

En cuanto a las pruebas bioquimicas, dieron como resultado que la
bacteria era catalasa y oxidasa positiva, pudiendo hidrolizar el ADN vy la
gelatina. Por otro lado los resultados fueron negativos para pruebas como la
reduccion de nitrato (tanto para la producciéon de nitrdgeno gaseoso como
nitritos), hidrélisis del almidén, actividad de la lecitinasa y lipasa, prueba del
indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, y crecimiento en MacConkey. La
utilizacién de sustratos por el sistema APl 50CH, resulté negativo para todos
los sustratos tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, mientras que el
sistema Biolog GN2 en aerobiosis resulté ser positivo para el uso de las
siguientes fuentes de carbono: acido a-cetobutirico, acido a-cetovalérico, acido

propionico, L-alaninamida y L-serina, y dando una baja respuesta a la
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utilizacién del tween 80, D-arabitol, a-D-glucosa, B-metil-D-glucésido, acido
acético, acido p-hidroxibutirico, acido y-hidroxibutirico, acido succinico, L-
alanina, L-alanilglicina, &cido glicil-L-glutamico, L-ornitina y acido L-
piroglutamico. Para el estudio de actividades enzimaticas se utilizd el sistema
APl ZYM dando positivo a la presencia de las enzimas fosfatasa alcalina y
acida, esterasa (C4), esterasa lipasa, leucina arilamidasa, cisteina arilamidasa,
a-quimiotripsina y naftol-A-S—Bl-fosfohidrolasa, siendo negativo para el resto.
La resistencia a antibidticos dio como resultado que la cepa MAH1 era

resistente a ampicilina, kanamicina y amoxicilina.

Algunos de estos resultados son mostrados y comparados con datos

bibliograficos de bacterias cercanas filogenéticamente en la Tabla 3.1.

El analisis de los acidos grasos muestra una predominancia de los
pertenecientes al tipo iso destacando el C1s.9 (29,01 %), el C17.0 (12,63 %) y el
C17:0 w9c (12,23 %) que en conjunto comprenden mas del 50 % de los acidos

graso presentes (Tabla 3.2).

Por otro lado, la cepa MAH1 mostré la presencia del acido meso-
diaminopimélico, componente que sélo se ha descrito para dos tipos de
peptidoglucanos, el A1y y el Ady. El peptidoglucano A4y sélo se ha encontrado
en bacterias muy alejadas filogenéticamente a la cepa antes mencionada, por
lo que se considera que puede ser excluido como componente de ésta,
quedando por tanto determinado que el componente de la pared bacteriana a
estudio es el A1y. Los lipidos polares encontrados fueron difosfatidilglicerol,
fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, aminolipidos y glicolipidos. Los azucares

componentes de la pared fueron mayoritariamente la glucosa y la ribosa.

En relacion a los estudios de secuenciacion e hibridacion, la
secuenciacion del gen ARNr 16s (1400 pb) dio como resultado que la cepa
MAH1 posee un 100 % de homologia con [I. loihiensis L2TR (DSM 15497)
descrita por Donachie et al. (2003), mientras que los estudios de hibridacion
ADN-ADN, dio como resultado que la cepa MAH1 tiene un porcentaje de
hibridacion del 96,1 % con la bacteria antes mencionada. Por ultimo, hay que

mencionar que el contenido en G+C fue del 48,2 mol%.
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1pm k i _. g Imm

Figura 3.1. Imagenes de la cepa MAH1. (A, B, C) Fotografias mediante Microscopio
Electrénico de Barrido (SEM). (D, E) Fotografias mediante Microscopio Electrénico de
Transmisién (TEM). (F) Fotografia mediante microscopio éptico de las colonias a las 48
horas de incubacion.
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Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
s Uno, polar Uno, polar
Flagelo/posicion Uno, polar o subpolar Uno, polar Uno, polar o subpolar Uno, polar Uno, polar Uno, polar Uno, polar
Longitud celular (um) 0,6-2 0,7-1,8 1-1,8 0,7-1,6 1-1,8 3-4 2-3 1-1,9 0,7-2,0
Diametro celular (um) 0,3-0,5 0,35-0,45 0,7-0,9 0,4-0,7 0,7-0,9 0,75 0,75 0,3-0,6 0,4-0,6
Contenido en G+C (mol%) 48,2 47,4 50,4 49,9 48 46 48,7 45 451
A o
g,rve)"'m'e"m en NaCl (% 0,7-20 0.5-20 0,6-15 1-10 1-10 0,5-20 0,5-15 1-20 1-15
Optimo de NaCl (% p/v) 3-6 7,5-10 3-6 3-6 3-6 3-5 3-5 7-10 3-5
Rango de temperatura (°C) 2-42 4-46 4-30 8-46 4-30 4-45 15-40 4-40 4-45
Optimo de temperatura (°C) 28-37 ND 20-22 30-40 20-22 32 32 30-35 25-30
Rango de pH 5-9,5 ND 5,5-9,9 ND 5.5-9.5 5-10 5-10 6-10 6-9
Biolog GN2:
Tween 40 - + - + - + + + -
Tween 80 +/- + - + - + + + +
Dextrina - + + - - ND ND - -
Glucégeno - + + - + ND ND + -
Metil piruvato - + + - - ND ND - -
Monometil succinato - + + - + ND ND - -
Maltosa - + - - - - - - -
Acido acético -+ + + - - -
Acido cis-aconitico - + - - - ND ND - -
Acido citrico - + - - - - - - -
Acido a-cetobutirico + + + + + ND ND + -
Acido a-cetoglutarico - + - - - ND ND - -
Acido a-cetovalérico + - + + + ND ND + -
Acido D-L lactico - + - - - - - - -
Acido mal6nico - + - - - - - - -
Acido propidnico + + + - - - - - -

Tabla 3.1. Caracteristicas generales de la cepa MAH1 y de otras especies relacionadas.1, Cepa MAH1 (este trabajo); 2, I. loihiensis (Donachie et al,.
2003); 3, I. abyssalis (lvanova et al., 2000); 4, /. baltica (Brettar et al., 2003); 5, I. zobellii (lvanova et al., 2000); 6, I. fontislapidosi (Martinez-Canovas
et al., 2004); 7, I. ramblicola (Martinez-Céanovas et al., 2004); 8, I. seosinensis (Choi and Cho 2005); 9, P. homiensis (Kwon et al., 2006; Wen Dar et
al., 2009). ND: No Determinado.

94



Caracterizacion de la cepa MAH1

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Biolog GN2:
Acido succinico +/- - + - + - - + -
Mio-Inositol - + ND ND ND - - - -
L-Arabinosa - + - + - - - - -
L-Alanina +/- + + - + - - + -
L-Alanil-glicina +/- - + - + ND ND + -
Glicerol - + + - - - - - -
Glucosa 6 fosfato - - + - - ND ND - -
L-Alaninamida + - + - + ND ND + -
L- Serina + + - - - - - - -
L-Ornitina +/- - - - + ND ND - -
API ZYM:
Fosfatasa alcalina + + + + ND + + + +
Esterasa (C4) + + + + ND ND ND + +
Esterasa lipasa (C8) + + + + ND ND ND + +
Lipasa (C14) - - - - ND ND ND - -
Leucina arilamidasa + + + + ND ND ND + +
Valina arilamidasa - - + - ND ND ND - +
Cisteina arilamidasa - +/- + + ND ND ND - +
Tripsina - + - - ND ND ND - +
Fosfatasa acida + + + + ND + + + +
Susceptibilidad a:
Ampicilina(10 pg) - ND - ND - + + ND ND
Kanamicina (30 ug) - ND - ND - + - ND ND
Cloranfenicol (30 ug) + ND ND ND ND + + ND ND
Amoxicilina (25 ug) - ND ND ND ND + + ND ND
E;;reptomlcma (10 ND ND + ND ) + ) ND ND
Sulfamida (250 pg) ND ND ND ND ND - + ND ND
Tobramicina (10 pg) ND ND ND ND ND + - ND ND
Corriente Océano Mar Baltico Océano Curso de agua Salinas Arena de
Habitat Mar de Alboran hidrotermal Pacifico Central Pacifico Zona hipersalina hipersalino (Seosin playa
(Superficie) submarina, noroeste (Superficie) noroeste (Malaga Espafia) (Murcia, Esparia) Corea), (Pohang,
Hawaii (Profundidad) P (Profundidad) » ESP Corea)

Tabla 3.1. Continuacion.
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_Acidos arasos (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Saturados:

Cio:0 0,22 0,20 - -

Cit:0 0,06 - <1,00 <1,00

Ci2:0 0,32 0,30 <1,00 <1,00

C13:0 - - <1,00 <1,00

Ci4:0 0,78 0,80 - - 1,92 0,61 0,50

Cis:0 - 0,50 - -

Cie:0 6,95 7,60 6,30 4,80 4,60 11,73 7,38 8,90 9,00

Cino 0,96 0,80 <1,00 <1,00 0,62 1,69 0,80

Cis:0 2,20 1,60 1,80 0,90 0,80 4,94 3,00 3,90 4,80

Total 11,49 11,80 5,70 19,21 12,68 14,10 13,80
Monoinsaturados:

Ci1:0isO 1,69 2,00 - 2,50 - 2,77 3,43 3,20 1,80

Ci3piso 1,51 1,80 1,00 0,80 1,10 0,92 1,46 -

Cis0isO 0,19 0,20 <1,00 <1,00

C14:1 W5¢C 0,12 - <1,00 <1,00 1,40

C1s:1 W7C - - <1,00 <1,00

C1s:0iS0O 29,01 32,60 33,70 36,90 40,60 26,75 24,79 17,10 19,30

C1s:0 anteiso 0,38 0,30 <1,00 <1,00 0,62 1,16 -

Cis.1iso F 1,70 1,30 2,30 1,50 1,60 1,46 1,91 0,60 1,70

C15:1 anteiso - - <1,00 <1,00

C15:1 W6C 0,09 0,10 <1,00 <1,00

C15:1 W8cC - 1,30 1,10 - - -

C16:0iS0O 0,70 0,50 - -

C16:0 anteiso - - <1,00 <1,00

Ci6:1 W7C 6,55* 6,00 7,00 8,40 8,30 11,33* 5,21* 2,50* 7,20*

Ci6:1 W9C 0,40 - <1,00 <1,00

Ci7,0 isO 12,63 11,00 11,90 11,20 12,50 8,83 12,92 15,20 10,90

C17.0 anteiso 0,42 0,30 <1,00 <1,00

C17;1 w6e - - 1,50 3,40 - - - -

C17:1 w8c 0,97 0,90 0,80 0,70 1,10 0,31 1,11 -

C17:1 w9c iso 12,23 11,90 - 10,00 - 4,04 11,03 8,80 11,90

C1s:1 W7C 7,06 5,50 6,70 6,00 5,90 9,32 5,92 8,70 10,40

Cis:1 W7c¢ 11-Metil - - - 1,80 - 0,93 0,18 -

C1s:1 w9cC 1,33 1,00 1,40 0,90 0,90 1,13 1,22 0,80 2,50

C1g:0isO 0,24 0,20 - -

C19:1 W6C - 0,60 - 0,40 - 2,10 -

Total 76,52 76,20 81,10 68,41 70,34 60,4 65,7
Hidroxilo:

C10:0 3-OH 0,73 0,80 - 1,20 - 2,34 1,10 1,30 1,20

C11:03-OH iso 412 4,10 - 3,70 - 2,56 5,64 500 4,40

C12:0 3-OH 0,79 0,70 - - 1,20

C13:.03-OH iso 3,61 3,30 - 3,20 - 1,61 2,27 4,20 3,60

C15:03-OH iso 0,29 0,50 - - 1,20

C16:0 3-OH 0,27 0,30 - -

C47:03-OH iso 0,20 0,20 - -

C17:02-OH - - - -

Total: 10,01 9,90 8,10 6,51 9,01 12,9 9,2
Otros:

C17:0 ciclo 1,14 1,70 - 0,6 - 1,22 2,53 4,50 0,70
Total analizados 99,16 99,60 95,50 9535 9456 91,9 89,4

Tabla 3.2. Composicion en acidos grasos de la cepa MAH1 y de otras especies
relacionadas.1, Cepa MAH1 (este trabajo); 2, I. loihiensis (Donachie et al,. 2003); 3, .
abyssalis (lvanova et al., 2000); 4, I. baltica (Brettar et al., 2003); 5, I. zobellii (lvanova et
al., 2000); 6, I. fontislapidosi (Martinez-Canovas et al., 2004); 7, I. ramblicola (Martinez-
Canovas et al., 2004); 8, I. seosinensis (Choi y Cho 2005); 9, P. homiensis (Kwon et al.,
2006; Jean et al., 2009). - Sin detectar. *16:1 w7¢/15:0 iso 2-OH.
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Figura 3.2. Curvas de crecimiento a diferentes pH de la cepa MAH1 en medio MB.
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Figura 3.3. Arbol filogenético construido mediante el método “neighbor-joining” en el que se
muestra la relacion filogenética de Idiomarina loihiensis MAH1 con otras bacterias.
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3.4. Discusion

Como ya hemos comentado antes, la cepa MAH1 posee un alto grado
de pleomorfismo, esto es similar a lo descrito por Donachie et al. (2003) para la
cepa tipo de I. loihiensis, la cual tras varios dias de incubacién en medio MB a
30 °C, podia alcanzar dimensiones de varias decenas de micras. Esta
caracteristica no ha sido descrita para ninguna otra bacteria del genero
Idiomarina, lo que puede ser un indicio de la relacion entre la cepa MAH1 y la
especie antes mencionada. Por otro lado, las pruebas de utilizacién de
sustratos indican notables diferencias entre la cepa MAH1 e I. loihiensis. Estas
diferencias son mas numerosas que las encontradas con las otras seis
Idiomarinas. Las diferencias y similitudes entre la cepa MAH1 y diferentes

bacterias relacionadas pueden observarse en la Tabla 3.1.

El analisis de los acidos grasos muestra una predominancia de los de
tipo iso, tipico de la familia Idiomarinaceae. Los niveles totales, tanto de acidos
grasos saturados (11,49 %) como de insaturados (76,52 %), son muy similares
a los encontrados en otras Idiomarinas, resaltando la gran similitud encontrada
con Idiomarina loihiensis en el porcentaje de acidos grasos totales. Al realizar
la comparacién para cada uno de los acidos grasos, aunque sigue existiendo
una gran semejanza entre los de MAH1 y |[. loihiensis, si se aprecian
desigualdades entre los porcentajes, pudiendo mencionar a modo de ejemplo
las encontradas en los Cqs.1 w7c (7,06 % y 5,50 %) y Cq70is0 (12,63 % y 11,00
%, respectivamente). También, la existencia o ausencia de acidos grasos
minoritarios como el Cq5.9 0 el Cy6:1 wW9c aportan diferencias importantes entre
las dos bacterias antes mencionadas. En comparaciéon con otras bacterias del
mismo género, las diferencias encontradas fueron mas apreciables que con
respecto a /. loihiensis (Tabla 3.2). La composicion de acidos grasos y su
variacién en respuesta a los cambios de temperatura y salinidad en diferentes
bacterias ha sido objeto de estudio de numerosos investigadores. Asi, sin ir
muy lejos, Brettar et al. (2003), en sus estudios sobre I. baltica, ya realizaron
varios experimentos con varias Idiomarinas para comprobar la existencia o no
de dicha respuesta. Encontraron que el aumento de la temperatura conllevaba

un aumento de la proporcion de los acidos grasos ramificados de tipo iso y un
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descenso de los monoinsaturados, y viceversa para los descensos en la
temperatura. Esto es comparable a lo descrito para otras
Gammaproteobacterias tales como Shewanella (Bozal et al., 2002) o
Stenotrophomonas (Rahmati-Bahram et al., 1995). Estudios similares han sido
llevados a cabo por Freese et al. (2008) con bacterias pertenecientes a otros
grupos bacterianos, tales como Paraccocus sp. (Proteobacterias), Arcobacter
sp. (Actinobacterias) o Oceanobacillus sp. (Firmicutes). De estos estudios se
desprende que no todas las bacterias poseen esta respuesta adaptativa e,
incluso, que bacterias pertenecientes al mismo género pueden tener
respuestas diferentes. Debido a esto, seria interesante comprobar si la cepa
MAH1 tiene este tipo de respuesta a los cambios de temperatura al igual que /.
baltica y otras Idiomarinas. Esto nos abre nuevas perspectivas para futuras

investigaciones sobre este tema.

Si bien es cierto que las diferencias fenotipicas mencionadas en los
parrafos anteriores (utilizacion de sustratos, acidos grasos, etc.) podrian
hacernos considerar a la cepa MAH1 como una nueva especie, no hay que
olvidar que los resultados de la secuenciacién del gen ARNr 16S dio una
coincidencia del 100 % con . loihiensis. Actualmente la secuenciacion de este
gen es mucho mas rapida que la hibridacion de las cadenas de ADN, con lo
que se ha venido utilizando como medio para la identificacion y estudio de las
relaciones filogenéticas entre bacterias. Sin embargo, muchos autores han
puesto en entredicho la exactitud de este método sobre todo cuando se intenta
elucidar las relaciones filogenéticas entre bacterias muy cercanas, a nivel de
especie y cepa. Las limitaciones que presenta ya han sido descritas por
investigadores como Alexander N. Glazer o Erko Stackebrandt. De estas
limitaciones podemos mencionar la existencia de microorganismos que pueden
tener multiples copias diferentes de ARNr en su genoma (ej. Thermospora
bispora bispora) o bacterias cuyo ARNr 16s son idénticos pero que, sin
embargo, a nivel del genoma completo difieren en numerosas regiones
variables (Glazer y Nikaido, 2007; Stackebrandt y Goebel, 1994). Stackebrandt
y Pukall (1999) ya advierten que incluso un 99,5 % de similitud entre genes es
insuficiente para afiliar un aislado a una especie determinada. Por tanto si bien

el analisis del gen ARNr 16S se revela como una herramienta de inestimable
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valor, no por ello debemos basarnos solamente en éste y obviar el resto de
pruebas bioquimicas utilizadas a la hora de asignar una bacteria a un género o
a una especie determinada. Por ello, para mayor seguridad de la ubicacién
filogenética de la cepa MAH1, se decidi6é realizar la hibridacion ADN-ADN.
Esta, al dar como resultado una hibridaciéon de 96,1 % con la especie tipo de I.
loihiensis, nos indica sin lugar a dudas que la cepa MAH1 es una cepa
perteneciente a la especie [. loihiensis, pasando por tanto a denominarse como
Idiomarina loihiensis MAH1.
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3.5. Descripcion de I. loihiensis MAH1

Teniendo en cuenta los resultados citados y discutidos concluimos que
Idiomarina loihiensis MAH1, aislada del Mar de Alboran, es un bacilo recto o
curvado, aerobio, gram negativo que puede alcanzar entre 0,6-2 ym de largo y
entre 0,3-0,5 uym de ancho, con movilidad mediante un flagelo polar y que
produce colonias de color beige-amarillo ligeramente convexas y de un tamafio
entre 0,5 y 2 mm en medio MM y MB. Crece bien en medios suplementados
con NaCl (entre 0,7 y 20 %, 6ptimo 2 %) y a temperaturas entre 2 °C y 37 °C
(6ptimo entre 28 °C y 37 °C). También crece bien a pH comprendidos entre 5 y
9,5. Posee las actividades enzimaticas catalasa, oxidasa, gelatinasa, fosfatasa
alcalina y acida, esterasa (C4), esterasa lipasa, leucina arilamidasa, cisteina
arilamidasa, a-quimiotripsina y naftol-A-S—Bl-fosfohidrolasa y hidroliza también
el ADN. En aerobiosis es capaz de utilizar como fuente de carbono los
sustratos acido a-cetobutirico, acido a-cetovalérico, acido propionico, L-
alaninamida y L-serina, y débilmente el tween 80, D-arabitol, a-D-glucosa, f-
metil-D-glucosido, acido acético, acido p-hidroxibutirico, acido y-hidroxibutirico,
acido succinico, L-alanina, L-alanilglicina, acido glicil-L-glutamico, L-ornitina y
acido L-piroglutamico. Es resistente a la ampicilina, kanamicina y amoxicilina.
El acido graso mayoritario es el C1s.9iso (29,01 %) seguido del C470iso (12,63
%). El peptidoglucano que forma la pared es del tipo A1y, posee
difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, aminolipidos vy
glicolipidos como lipidos polares, los azucares mayoritarios que componen la

pared son glucosa y ribosa. El porcentaje de bases G+C es del 48,2 mol %.
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4.1. Introduction

Carbonate precipitation has been widely discussed for the last few
decades with regard to microbial processes. Such processes have played an
important role mediating carbonate production throughout the Earth’s history
(e.g., Knorre and Krumbein, 2000; Wright and Wacey, 2004, 2005; Dupraz and
Visscher, 2005; Wright and Oren, 2005; Altermann et al., 2006). In particular,
precipitation of microbial dolomite has been the focus of extensive research and
special attention has been paid to so-called “dolomite problem” (e.g.,
Vasconcelos et al., 1995; Burns et al., 2000; Wright and Wacey, 2004, 2005).
While dolomite is relatively rare in modern natural environments, the abundance
of dolomite in ancient sediments suggests that the process responsible for its
precipitation in the past may have been significantly different, or operated at
much larger scale. In fact, this mineral is of key importance for understanding
biogeochemical processes and cycles in past and modern environments, linking
the geosphere with the biosphere (e.g., Burns et al., 2000; Wright and Wacey,
2005; Vasconcelos et al., 2006). Microbial dolomite precipitation has been
related to bacterial sulphate reduction and methanogenesis (e.g., Van Lith et
al., 2003; Wright and Wacey, 2004, 2005; Wright and Oren, 2005; Vasconcelos
et al., 1995, 2006; Altermann et al., 2006), and more recently aerobic
respiration has also been demonstrated to induce dolomite production at the
water—sediment interface (Sanchez-Roman, 2007). An understanding of the
microbiogeochemical processes involved in the bacterially mediated
precipitation of dolomite may offer insight into how other Mg-rich carbonates
form in similar environments. In this sense, recent experiments have revealed
that Ca—Mg kutnahorite, a mineral with a dolomite-ordered structure, can also
be precipitated by bacteria (Rivadeneyra et al., 2006). Kutnahorite,
CaMn(COs3),, is a calcium manganese carbonate mineral (Peacor et al., 1987)
member of the dolomite group. However, Ca-rich and Mg-rich phases with the
kutnahorite structure have been described, suggesting a solvus in the Ca and
Mg-rich and the Mn-rich members (Goldsmith, 1983; Mucci, 2004). As has been
the case for dolomite, precipitation of Ca—Mg kutnahorite crystals have been
obtained in hypersaline bacterial culture experiments (Rivadeneyra et al., 20006).

Thus, available data suggest that salinity is an important factor controlling
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microbial Mg-rich carbonate production. In this context, this work was designed
to investigate the bacterial precipitation of Mg-rich carbonates at modern
seawater salinities. With this objective, marine bacteria were isolated in order to
check their biomineralization capability. One of the isolated strains precipitated
Mg-rich carbonate. This bacterium was identified as a new strain of the

Idiomarina loihiensis species.

Due to the widespread distribution of Idiomarina genus in marine and
hypersaline habitats (Martinez-Canovas et al., 2004) different strains were
investigated. Since 2000, when the Idiomarina genus was proposed by lvanova
et al. (2000), numerous species of Idiomarina have been isolated (i.e., I
abyssalis and I. zobelli from the Pacific Ocean deep-sea, Ivanova et al., 2000; /.
loihiensis from hydrothermal vents at a depth of 1296 m, Donachie et al., 2003;
I. baltica from surface water of the central Baltic Sea, Brettar et al., 2003; /.
seosinensis from hypersaline water of a solar saltern in Korea, Choi and Cho,
2005; 1. fontilapidosi and I. ramblicola from a hypersaline wetland and a
hypersaline rambla, respectively, Martinez-Canovas et al., 2004; |. homiensis
from seashore sand in Korea, Kwon et al., 2006) Members of Idiomarina share
many phenotypic characteristics with other heterotrophic, oxidative, marine and
halophilic members of the y-Proteobacteria. Nevertheless, one eminent feature
of the genus Idiomarina is its high content of iso-branched fatty acids, which is
atypical of Proteobacteria with the sole exception of the Xanthomonas branch
(Martinez-Canovas et al., 2004). They can also be distinguished from other
marine bacteria by their physiological characteristics, in particular their ability to
grow in a broad range of temperatures, pH values, and NaCl concentrations
(Martinez-Canovas et al., 2004) Within the scope of this investigation the
biomineralization capability of the isolated novel strain from surface seawater
(the MAH1 strain) and three more related strains from culture collections were

used for carbonate production experiments.
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4.2. Experimental procedures
4.2.1. Bacterial strains

For this study, four bacterial strains belonging to the genus Idiomarina
were used. One was isolated from a surface seawater sample (westernmost
Mediterranean) within the framework of this research (strain MAH1) while the
others three were obtained from bacterial-type culture collections: I. abyssalis
(American Type Culture Collection, ATCC BAA-312), isolated from a depth of
4000-5000 min the north-western area of the Pacific Ocean (lvanova et al.,
2000); I. loihiensis (Deutche Sammlung von Mikroorganismen, DSM 15497),
isolated from hydrothermal vents at a depth of 1296 m on the Loihi Seamount,
Hawaii (Donachie et al., 2003) and /. baltica (DSM 15154), isolated from surface

water of the central Baltic Sea (Brettar et al., 2003).
4.2.2. Culture media

For biomineralization experiments, the solid médium used was the
marine medium (MM) (% wl/v, yeast extract 0.5 %, triptone 1 %, purified agar—
agar 2 % in seawater from the westernmost Mediterranean Sea, pH 7.6.
Seawater was previously filtered with a 0.2 pm porous membrane to eliminate
particulate material). For the novel strain identification, marine agar (MA) and
marine broth (MB) media (DIFCO), as well as tryptic soy agar (TSA; BBL) were
used. The MB medium was also used for liquid cultures and for preparing
inocula. The solid media (MM and MA) were nutritive solutions solidified by
agar—agar. These types of solutions, extensively used for microbial cultivation,
have a structure that supports bacterial growth while allowing the nutrients and

bacterial metabolites (CO,, NHj3, etc.) to diffuse at a slow rate.

All liquid and solid media were sterilized by autoclaving for 20 min at 120
°C. The liquid medium (MB) was placed in 20 ml tubes with 5 ml per tube and

the solid ones in Petri dishes at 20 ml per dish.
4.2.3. Cell-sample preparation for electronic microscopy

A 48-h-old culture in liquid medium MB was used. For transmission

electron microscopy (TEM, Zeiss 10C), negative staining of MAH1 bacterium
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with uranyle acetate (2 % for 1 min at room temperature) was prepared. For
scanning electron microscopy (SEM, LEO Carl Zeiss GEMINI-1530), cell
samples were bound to poly-L-Lys-coated slides (at 4 °C) and fixed in
glutaraldehyde 4 % in 0.2 M cacodylate buffer with 0.4 M sucrose and 0.1 %
NaCl (in order to reach an osmolality of 1205 mOsm similar to the MB medium).
After this, postfixing with osmium tetroxide (1 % in the same buffer) for 1 h was
performed. Following dehydration at room temperature, the samples were
critical-point CO, dried (Polaron, CPD5501 Critical Point Drier) and coated with

carbon.
4.2 4. Isolation and characterization of the novel bacterium strain MAH1

Bacterial strain MAH1 was isolated from a surface water sample of the
westernmost Mediterranean Sea. The MAH1 strain was deposited in the
Spanish Type Culture Collection (CECT) (http://www.cect.org), under reference
CECT 5996. Characterization of this strain was performed by Polyphasic
taxonomy that takes into account all available phenotypic and genotypic data
and integrates them in a consensus type of classification, framed in a general

phylogeny derived from 16S rDNA sequence analysis.

A phenotypic characterization was made and physiological and
biochemical features were established according to the methods described by
Mata et al. (2002) but using MA and MB media. Bacterial tolerance or
requirement of NaCl was assayed on TSA with 0.5-23 % (w/v) NaCl at 30 °C
for 10 days. The temperature range for growth was tested on MA plates
incubated at 2—45 °C. The Biolog GN system (Biolog, Inc.) and the APl ZYM
system (bioMérieux Vitek) were used to determine the biochemical profile,
following the instructions of the manufacturer. Cell morphology was visualized
with TEM and SEM, from samples of the 48-h-old liquid cultures in MB medium.
Chemotaxonomic analyses (DNA—-DNA hybridization, DNA base composition in
G + C and polar lipids pattern) were performed in the Identification Service of
the Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
Braunschweig, Germany. The complete sequence of the 16S rDNA (1447 pb)
was obtained in the Institute of Radiochemistry, Forschungszentrum

Rossendorf, Germany. Phylogenetic analyses were performed using MEGA 3
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(Kumar et al., 2004), after multiple alignments of the data using CLUSTAL_X
(Thompson et al., 1997).

4.2.5. Mineral production and characterization

The four strains studied were cultivated in MB médium for 48 h at 30 °C
in order to prepare inocula. Aliquots of 25 ul were streaked on the MM medium
and incubated at 20 °C for 30 days. As control, plates of MM médium non-
inoculated and inoculated with aliquots of 25 pl of the some bacterial cultures
but autoclaved, were incubated in parallel. All plates were examined once daily
with the naked eye and with optical microscopy (at a total magnification of 100)
to detect any possible precipitates formed. The pH was measured at the end of
the experiment using pH-indicator paper (Merck) applied directly on the cultura
medium surface. To recover the precipitate formed, a needle was used for the
largest crystals, and the small ones were recovered by melting the solid
medium in a microwave oven (600 W for 50 s). After this, crystals were washed
with distilled water to eliminate culture médium remains and cell debris. These

experiments were replicated three times.

Precipitate composition and morphologies were studied by SEM (LEO
Carl Zeiss GEMINI-1530), coupled with energy-dispersive X-ray (EDX)
microanalysis (QX, 2000 Link, at 20 kV) on carbon-coated samples. Precipitate
mineralogy was determined by X-ray diffraction (XRD) using a Bruker D8
Advance diffractometer. Scans were run from 3° to 80° 26 and an internal
standard (metallic silicon) was added to selected samples for a precise mineral
identification. Diffractogram interpretations were made using X-powder software
(http://www.xpowder.com, Martin-Ramos, 2004). This software uses least-
square methods to refine the unit-cell parameters of crystalline phases to

determine the exact term of any isomorphic mineral series.
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4.3. Results
4.3.1. MAH1 bacterial strain characterization

This novel strain was found to be Gram-negative, chemo-organotrophic,
and aerobic. It requires NaCl (0.7-20 %, optimum 2 %, thus it is a moderately
halophilic or halotolerant bacterium) and grows over a range of temperaturas
(2-43 °C, optimum between 28 and 37 °C). Colonies of MAH1 after incubation
for 48 h on MM and MA were translucent beige to yellow, 2 mm in diameter,
circular, low convex, smooth, shiny, entire and mucoid. When it was cultivated
in the liquid medium MB for at least one week, an abundant production of an
extracelular polymeric substance (EPS) was detected (the other three bacteria
used in this work also produced EPS and more or less mucoid colonies in MB

and MM media, respectively).

Electron microscopy revealed that cells had a slightly curved rod shape
(0.3—0.5 pym in diameter and 0.6—2 pm in long; Figure 4.1A and 4.1C) and that
they were motile by a single polar flagellum (Figure 4.1A). They were visible

either singly or in pairs, often forming cell aggregates (Figuere 4.1 A and 4.1C).

The strain MAH1 displayed a DNA base composition in G + C of the 48.2
mol%. The similarity of the 16S rDNA sequence and of the DNA-DNA
hybridization with respect to /. loihiensis (DSM 15497) was 100 % and 96.1 %,
respectively. Polar lipids were predominantly odd-numbered and iso-branched
(15 and 17). All these results clearly indicate that this strain belongs to the
species I. loihiensis (Donachie et al., 2003). The main differences between the
species type (DSM 15497) and MAH1 strains are given in Table 4.1, which
supports the description of MAH1 as a novel strain. The phylogenetic tree

resulting from neighbour-joining is shown in Figure 4.2.
4.3.2. Mineral precipitate production

Light microscopy (at a total magnification of 100) revealed that the
investigated strains precipitated some crystals in the bacterial colonies after 3—4
days of incubation with typical polyhedral or pseudo-polyhedral struvite
(NH4sMgPO4-6H20) morphology (Figure 4.1D). Following 7-10 days of culture
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growth, small spheres and dumbbells were also detectable, these gradually
covering the struvite crystals and increasing in abundance in the bacterial
colonies. After two weeks the crystal precipitates were visible with the naked
eye. These precipitates were not detected in any of the controls. The pH values
of the plates inoculated with the Idiomarina bacteria after 30 days of the

incubation was 9.0-9.3 while it was constant (7.6) in the controls.

Crystal composition and morphology were determined by EDX
microanalytical data and SEM observations, respectively. These observations
revealed that struvite crystals were encased by small spheres and dumbbells of
Mg-rich carbonate (Figure 4.1D and 4.1G), which were also regularly distributed
throughout the bacterial colonies (Figure 4.1E and 4.1F). Carbonate spheres
and dumbbells appeared to start crystallizing as porous textures that evolved
into smooth surfaces (Figure 4.1E and 4.1F). Dumbbells seemed to be initial

morphologies that would evolve into perfect spheres (Figure 4.1E and 4.1F).

X-ray diffraction was performed for crystalline phase identification. This
was done using X-powder software (Martin-Ramos, 2004) and refining the unit-
cell parameters. . abyssalis precipitated struvite, monohydrocalcite and Ca—Mg
kutnahorite in proportions around 45 %, 15 % and 40 %, respectively. . baltica
precipitated Ca—Mg kutnahorite as the most abundant mineral phase, 75 %,
with lesser proportions of struvite, 25 %. For I. loihiensis, struvite and Ca—Mg
kutnahorite were also the minerals precipitated at a proportion of around 50 %
each. The novel strain MAH1 precipitated abundant struvite, up to 80 % and
lesser proportions of Ca—Mg kutnahorite. Despite the different proportions found

in the cultures, all the strains precipitated Ca—Mg kutnahorite (Figure 4.1H).
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Figure 4.1. Bacterial cells of Idiomarina loihiensis MAH1 and crystals produced: (A) TEM
micrograph of negatively stained cells. (B and C) SEM micrographs of carbon-coated cells. (D)
Struvite crystal encased by kutnahorite spherules. (E) SEM micrograph showing morphologies
and texture of kutnahorite. (F) Backscattered image of kutnahorite spheres and dumbbells also
showing internal textures. (G) SEM-EDX microanalysis of kutnahorite crystals. (H)
Representative X-ray diffractogram (intensity vs. 26 of precipitates produced by /. loihiensis
DSM 15497; s and k: struvite and Ca—Mg kutnahorite peaks, respectively.

0
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Figure 4.2. Phylogenetic tree deriving from a neighbour-joining analysis of the 16S rDNA
gene sequences of the Idiomarina species and other species belonging to related genera
of c-Proteobacteria. Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position.

Characteristic I. loihiensis MAH1 |I. loihiensis (DSM 15497)®
G + C content (mol%) 48.2 47.4
NaCl range (% wiv) 0.7-20 0.5-20
NaCl optimun (% w/v) 2-6 7.5-10
Temperature range (°C) 2-43 4-46
Biolog GN2
Glycogen - +
Acetic acid +/- +
Cis-Aconitic acid - +
Citric acid - +
D-L-Lactic acid - +
Malonic acid - +
Succinic acid +/- -
L-Alanine +/- +
L-Alanyl-glycine +/- -
Glycerol - +
L-Alaninamide + -
L-Ornithine +/- -
Fatty acid
Ciroiso 1.7 2
C13:0 iSO 1.5 1.8
C15;o iso 29 32.6
C17;o iso 12.6 11

@ Data from Donachie et al. (2003).

Table 4.1. Selected phenotypic characteristics for the differentiation of Idiomarina
loihiensis MAH1 strain nov. (Westernmost Mediterranean Sea surface) from type strain
I. loihiensis DSM 15497 (Hydrothermal vent , Hawaii).
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4.4. Discussion

As the scope of this work was to investigate the Mg-rich carbonate
production by marine bacteria at seawater salinity, seawater samples were
used to isolate marine bacteria. In order to explore the biomineralization
potential of the marine strains at such salinity, the MM medium was prepared.
Among the numerous bacteria growing in this medium, the strain MAH1 was
selected and further identified because of its Mg-rich carbonate production
capability. Since this novel strain was identified as /. loihiensis, other Idiomarina
strains from bacterial culture collections were also cultivated in the same
medium to assay the Mg-rich carbonate production. These strains, as indicated

in Section 4.2.1, are representatives from diverse marine habitats.
4.4.1. Mineral precipitation by Idiomarina strains

According to our results, the four strains assayed produced Ca-Mg
kutnahorite and struvite at seawater salinity conditions. All precipitated minerals
appeared to be related to the microbial growth and were observed within the
bacterial colonies. Consequently, production of these minerals can be
considered biologically induced as defined by Lowenstam and Weiner (1989).
Bacteria play both an active and a passive role in mineral precipitation by
increasing alkalinity in the microenvironments and by providing abundant
reactive sites in the EPS, cell walls and external sheaths of bacterial cells that
bind dissolved mineral- forming elements. Crystals may then nucleate and grow
from an oversaturated solution on the outside surface of individual cells (Wright
and Oren, 2005 and references herein). The EPS matrix represents an
extension for the microbial cell and functions as a chelator for cations and it can

also be the template for crystal nucleation (Dupraz and Visscher, 2005).

Regarding bacterially induced carbonate precipitation, it may occur as a
consequence of the bacterial presence and as a by-product of microbial
metabolic processes (e.g., Knorre and Krumbein, 2000; Ben Chekroun et al.,
2004). Among others, two factors, that are controlled by microbial processes
and physicochemical characteristics, govern precipitation: saturation index,
determined by the pH, [Ca®*] and [CO%3], and the exopolymeric substances

(Dupraz and Visscher, 2005). Subsequently, many types of bacteria may thus
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enable such precipitation when growing in adequate media (Boquet et al.,
1973). In the particular case of the Idiomarina strains cultivated in MM medium,
with amino acids and peptides (as source of carbon, nitrogen, and energy),
amino acid metabolism resulted in a release of ammonia and CO,, increasing
pH and, therefore, CO3(q” concentration. When a sufficient supersaturation
with respect to a particular calcium carbonate phase is reached, the
precipitation of such a phase is induced. On the other hand, it has also been
suggested that specific attributes of certain bacteria promote calcium carbonate
formation (Hammes et al., 2003 and references herein). Precipitation of
carbonates may thus be related to heterogeneous nucleation on negatively
charged bacterial superficial structures. These functional groups are able to
attract positive ions such as Ca?', as in vitro studies have shown (e.g.,
Beveridge et al., 1983; Thompson and Ferris, 1990). The “organic matrix-
mediated biomineralization” model attempts to explain this type of nucleation
(Mann, 2001). The nature of the organic matrix determines which ion is
preferentially adsorbed and, consequently, which mineral phase is formed.
Bacterial carbonate precipitation could therefore be strain specific. For instance,
bacteria that preferentially adsorb Mg?* onto their membranes induce dolomite
formation, whereas calcite precipitation is induced by preferential adsorption of
Ca?* (Van Lith et al., 2003). In this sense, a significant characteristic of the
Idiomarina genus is its unique high content in oddiso-branched fatty acids,
suggesting that this particular membrane characteristic would induce Ca-Mg
kutnahorite production. In fact, this production is not related to the medium
composition since other bacteria also cultivated in the MM medium did not
produce this mineral. On the other hand, the role of the EPS in the carbonate
precipitation and resulting morphologies has been demonstrated by several
authors (e.g., Dupraz and Visscher, 2005; Braissant et al., 2007; Ercole et al.,
2007). Subsequently, a potential EPS influence in kutnahorite production can be

suggested.

Regarding sphere and dumbbell morphologies of Ca—Mg kutnahorite and
monohydrocalcite precipitates, these are common to other biogenic carbonates
(e.g., Gonzalez-Muhoz et al., 2000; Braissant et al., 2003; Sanchez-Roman et

al., 2007). Habit and morphologies of bacterial precipitates are influenced by
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viscosity of medium (Buczynski and Chafetz, 1991). In fact, in a gellified culture
médium that contains calcium and magnesium, the counter diffusion of
microbial metabolites and cations contained in the culture medium produces
spatial-temporal gradients of concentration that create supersaturation
conditions with significant implications in the development of the morphology of
the precipitates (Gonzalez-Mufioz et al., 2000). Buczynski and Chafetz (1991)
proposed that carbonate spherules are the final stage of dumbbell growth, and
Ben Chekroun et al. (2004) also demonstrated that vaterite spheres are the final

growth stage of dumbbell fibrous-radiated aggregates.

Concerning the phosphate phase also originated in the cultures, struvite,
it rarely occurs in nature but is a common product of bacterial precipitation.
Robinson (1889) was the first to report the bacterial production of struvite that
could be the consequence of the combination of ammonium ions produced by
the metabolism of nitrogenous compound with phosphate and magnesium
present in the environment. In a recent study, Sanchez-Roman et al. (2007)
have investigated the struvite production by moderately halophilic bacteria, and
reported that these bacteria, belonging to 19 species from three genera,
precipitated both struvite and carbonate minerals. They suggest that the
moderately halophilic bacteria are more adapted for the struvite precipitation
than other nonhalophilic ones. In this sense, struvite precipitation by /diomarina
strains confirms that seawater salinities are also suitable for struvite bacterial
production, which is of special interest for investigation of conditions leading to
struvite formation. Although further work is required concerning this point,
obtained results suggest that bacterial metabolism provide the necessary NH;
and CO; required for supersaturation and crystal precipitation. At later stages of
bacterial growth, saturation index for carbonate precipitation is reached. Initial
precipitation of struvite may be related to the inhibitory effect of PO,> on the
calcite precipitation (Rivadeneyra et al., 1985). Thus, consumption of this ion

will contribute to carbonate precipitation following that of struvite.
4.4.2. Natural environments and implications of kutnahorite production

As the obtained Ca-Mg kutnahorite is a mineral with a dolomite-type

ordered structure, its precipitation at seawater salinity adds interest concerning

120



Ca—Mg kutnahorite and struvite production by Idiomarina strains at modern
seawater salinities
the “dolomite problem”. This has been a controversial issue for over a century
since it revealed to be of capital importance in past and present biogeochemical
processes (e.g., Vasconcelos et al.,, 1995; Burns et al., 2000; Van Lith et al.,
2003; Wright and Wacey, 2004, 2005; Wright and Oren, 2005; Altermann et al.,
2006). It has been demonstrated that sulphate-reducing bacteria promote
dolomite precipitation under anoxic conditions (e.g., Van Lith et al., 2003;
Vasconcelos et al., 1995, 2006), and also that aerobic respiration has been
related to dolomite production at the water-sediment interface (Sanchez-
Roman, 2007). However, most of the Mg-rich carbonate (dolomite, Mg-calcite,
Ca-Mg kutnahorite) precipitation experiments to date have dealt with
hypersaline environments. In this regard, the precipitation of Ca—Mg kutnahorite
by the investigated Idiomarina strains strengthens the hypothesis that the
precipitation of a carbonate with a dolomite-type-ordered structure may also
occur in marine environments at standard salinity. Precipitation of “ordinary”
kutnahorite (a Mn-rich carbonate) is unlikely due to Mn concentration in
seawater. However, further investigation with Mn-rich media could shed light on
bacterial precipitation of this mineral phase. All the results found open an
exciting field in which carbonate production in natural environments can be

further explored and better understood.

Ca—Mg kutnahorite precipitation within laboratory cultures has been
previously reported by Rivadeneyra et al. (2006) using Chromohalobacter
marismortui. As mentioned for experiments in Mg-rich carbonate production,
mineral production and optimum bacterial growth occurred at high salinities.
Although excess salt is relatively common in natural environments, seawater is
the most widespread natural environment and it is therefore of extreme interest
to demonstrate that there bacteria can induce Mg-rich carbonate precipitation.
Many more bacterial groups and respective metabolism processes should be
investigated in order to achieve a complete view of microbial carbonate

precipitation in natural environments.
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5.1. Introduccion

Durante las ultimas décadas, los niveles de metales pesados y
radionucléidos, incluyendo uranio, se han visto incrementados en la naturaleza
debido, en gran medida, a actividades humanas como la mineria, acuicultura e
industria nuclear (Mendiguchia et al., 2006; Courrat et al., 2009). En el caso del
mar Mediterraneo, estos radionucléidos entran por deposicion a través de la
atmosfera (debido sobre todo a pruebas nucleares llevadas a cabo,
principalmente, en los afios 50 y 60, y accidentes como el de Chernobyl en
1986), el transporte de materiales radiactivos y la circulacion de submarinos
nucleares (Periafiez, 2006; Garcia-Orellana et al., 2009). Papucci et al. (1996)
estimaron que la deposicion en el mar Mediterraneo a lo largo de 40 afos
(1956-1996) fue de 12 PBq y 0,12 PBq de *'Cs y 2°%*%Py, respectivamente,

debido, principalmente, a la realizacion de pruebas nucleares.

La contaminacion de suelos y de medios acuaticos (rios, aguas
subterraneas y océanos) por estos elementos conlleva un riesgo para la salud
humana (Moore, 1990; Ewan & Pamphlett, 1996; Malik, 2004; Poggio et al.,
2009). Por este motivo se ha originado un incremento en la busqueda de
nuevas tecnologias que puedan prevenir la acumulacion de estos
contaminantes en el medioambiente y remediar zonas ya contaminadas. Hoy
dia estas tecnologias se basan en la utilizaciéon de: |I) 6smosis inversa, Il)
electrodialisis, Ill) resinas de intercambio idénico, 1V) precipitacion quimica, V)
biosorcion* y bioacumulacion (Zhao et al., 1999; Ahalya et al., 2003; Gadd,
2009). De todas ellas, los procesos de biosorcion y bioacumulacion, a
diferencia de los métodos fisicos y quimicos, tienen la ventaja de ser
econodmicamente mas baratos, ya que la inversidon en energia y logistica es
mucho menor. Ademas, existen numerosos materiales faciles de obtener que
pueden ser utilizados en estos procesos (biomasa de algas, hongos y

bacterias, desechos organicos industriales, etc.) (Choi et al., 2009).

Muchos de los estudios sobre interacciones de metales pesados con
microorganismos se han llevado a cabo con biomasa de algas debido, en parte,
a su estructura macroscoépica, que es muy conveniente para la produccion de

particulas destinadas a la biosorcion, ademas de ser un material de facil
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produccion, y barato, y porque se ha demostrado que tiene una alta capacidad
de biosorcion (Sandau et al., 1996; Vieira and Volesky, 2000; Vijayaraghavan et
al., 2004; Basha et al., 2008). Otros materiales utilizados han sido la cascara de
cacahuete, el exoesqueleto de cangrejos, desechos industriales como
diferentes tipos de lodos, productos de la agricultura y biomasa microbiana (de
microorganismos viables y no viables) (Park et al., 2007; Dahiya et al., 2008).
En relacion a los microorganismos, los estudios se han centrado en bacterias
aisladas de sitios contaminados (tanto suelos como aguas naturales), lodos de
minas y habitats extremos, debido a la resistencia adquirida por los
microorganismos presentes en estos habitats a algunos metales pesados
(Suzuki & Banfield, 2004; Pollmann et al., 2006; Haferburg & Kothe, 2007). Sin
embargo, se han realizado muy pocos estudios sobre sorcion de metales
pesados (lyer et al., 2005; Ribeiro et al., 2008) y, mas especificamente, sobre
sorcion de uranio (Acharya et al., 2009) por bacterias aisladas de ambientes

naturales no contaminados.

En este sentido, los objetivos de este trabajo son dos, en primer lugar
estudiar los mecanismos de interaccion de uranio con Idiomarina loihiensis
MAH1 usando una metodologia multidisciplinar, combinando métodos de
tolerancia, quimica humeda (cinética e isotermas de sorcién), métodos
espectroscopicos y microscopicos y, en segundo lugar, determinar el papel de
esta bacteria marina en los procesos geomicrobianos (Ej. biomineralizacion de
uranio) ocurridos en ambientes marinos mediante el uso de métodos de

especiacion quimica tanto espectroscopicos como microscopicos.

Los métodos espectroscopicos empleados abarcaran XAS (del ingles “X-
ray Absorption Espectroscopy”, espectroscopia de absorcion de rayos X) que
comprenderia EXAFS (del inglés “Extended X-ray Absorption Fine Structure”,
espectroscopia de absorcion de estructura fina de rayos X) y XANES (del inglés
“X-ray Absorption Near Edge Structure”, absorcion de rayos X cerca de la
estructura de borde) y TRLFS (del inglés “Time-Resolved Laser-induced
Fluorescence Spectroscopy”, espectroscopia de fluorescencia inducida por
laser en tiempo resuelto). En cuanto a los métodos microscopicos se incluye

TEM (del inglés “Transmision Electron Microscopy”, microscopia electronica de

130



Estudios sobre la interaccién del uranio con Idiomarina loihiensis MAH1

transmision) y HREM (del inglés “High Resolution transmision Electron
Microscopy” microscopia electronica de transmision de alta resolucion)
acoplado a un sistema de EDX (del inglés “Energy dispersive X-ray”, energia

dispersiva de rayos X).

Idiomarina loihiensis MAH1 (Gonzalez-Mufioz et al., 2008) es una
bacteria perteneciente a nuestra coleccién de cultivos aislada del Mar de
Alboran (zona occidental del mar Mediterraneo) que destaca, entre otras
caracteristicas, por su alta tolerancia a los cambios de concentracion de NaCl y
por su gran produccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS, del
ingles “Extracelullar Polimeric Substance”). Esta ultima caracteristica la
convierte en un buen candidato para nuestros estudios, ya que el EPS
microbiano puede estar formado por una amplia variedad de sustancias
(carbohidratos, proteinas, acido urdnico, etc.) (Comte et al., 2006) que
confieren una gran capacidad de union a metales y otras particulas con carga
(Quigley et al., 2002; Bhaskar & Bhosle, 2006).
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5.2. Material y métodos
5.2.1. Microorganismo

Para la realizacion de este trabajo se ha utilizado la bacteria Idiomarina
loihiensis MAH1 perteneciente a nuestra coleccién de cultivos y originaria del
Mar de Alboran. Ademas, para el estudio de la tolerancia al uranio, se utilizaron
bacterias cercanas filogenéticamente: I. loihiensis L2TR (DSMZ 15497), I.
baltica OS145 (DSMZ 15154) e I. abyssalis KMM227 (ATCC BAA-312).

5.2.2. Medios de cultivo y soluciones empleadas
e Medio para el crecimiento y mantenimiento de las cepas

Para el mantenimiento de las cepas y para la obtencion de biomasa se
utilizé el medio comercial “Marine Broth” (DIFCO). Su composicion se describe

a continuacion:

Medio “Marine Broth” (MB y MBs")

Peptona 5¢ NaHCO; 0,16 g
Extracto de levadura 19 KBr 0,08 g
CeHs50O7Fe 0,1g | SrCl, 34 mg
NaCl 19,4 g | H3BO3 22 mg
MgCl, 59¢g Na,SiO3 4 mg
Na,SOq4 3,24 g | NaF 2,4 mg
CaCl, 1,89 | NH4NO3 1,6 mg
KCI 0,55 g | Na;HPO,4 8 mg
Agar’ 20g | Agua destilada 1000 ml

MBs: Variante solida del medio MB
e Solucion madre de uranio

Se prepard una solucion 1 M de nitrato de uranilo [UO2(NO3), - 6H,0]
disolviendo la cantidad correspondiente de nitrato de uranion en una solucién
de perclorato sddico 0,1M (NaClO4 - H,O) a pH 4. Posteriormente esta solucién
se esteriliz6 mediante filtracion (filtros millipore de 0,45 um de poro) y conservé
a 4 °C. A partir de esta solucion, se prepararon soluciones a diferentes

concentraciones y pHs para la realizacion de los diferentes experimentos.
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e Medio para el estudio de la tolerancia al uranio

El medio utilizado, para la determinacién de la tolerancia al uranio, fue

un medio bajo en fosfatos que denominamos LBT:

Medio LBT
Triptona 29
Solucion de sales 10 ml
Agar 249
Agua destilada 100 mi

La solucién de sales se prepar6 segun lo descrito por Rodriguez-Valera
et al. (1981).

Solucién de sales
NaCl 51,3 ¢
MgCl; - 6H,0 9g¢g
CaCI2 . 2H20 0,2 g
KCI 1,39
NaCO3H 0,05¢
NaBr 0,15¢
FeCl; - 6H,O 0,7 mi
Agua destilada 1000 ml

El FeCl; - 6H,0 se preparé como una solucién al 0,5 % p/v en agua
destilada para posteriormente anadir 0,7 ml a la solucion de sales. Esta

solucion se esterilizd mediante filtracion (filtro de 0,45 ym de diametro de poro)

Una vez preparado y esterilizado el medio (121 °C, 15 min), se le
adiciond la solucién de nitrato de uranilo. Las concentraciones utilizadas para
este estudio fueron las siguientes: 0,25 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 4 mM y 8
mM.

5.2.3. Preparacion de la biomasa para los diferentes experimentos

Para la obtencion de biomasa, se cultivaron las bacterias en matraces
con medio MB, en agitacion a 28 °C durante 24 horas. Posteriormente la

bacteria se recogio por centrifugacion (12000 rpm, 20 min) y el pellet obtenido
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se lavo dos veces con perclorato sédico 0,1 M para retirar los restos de medio
de cultivo (excepto para el estudio de la tolerancia al uranio que se lavd con
una soluciéon de NaCl al 1 %). Finalmente el pellet se resuspendi6é en la misma
solucion de lavado ajustando la densidad éptica a 0,530 aproximadamente (A =
620 nm).

5.2.4. Determinacion del peso seco

Aunque todos los experimentos de contacto bacteria/uranio se llevaron a
cabo utilizando biomasa humeda, se necesitd determinar el peso seco para
poder calcular posteriormente la cantidad de uranio fijado por gramo de
biomasa seca y para poder ajustar los datos experimentales obtenidos a los

diferentes modelos matematicos.

Para determinar el peso seco, una vez preparada la suspension
bacteriana segun el apartado 5.2.3, se distribuy6 en tubos a razén de 25 mly
se centrifugd (8000 rpm, 10 min). El pellet obtenido se resuspendié en 1 ml de
solucion salina (NaCl 0,9 %) y se transfirio a tubos eppendorf (previamente
secados y pesados). Se volvié a obtener la biomasa por centrifugacién (10000
rom, 10 min) y se secd en una estufa a 70 °C. Pasadas 24 horas se peso en
una balanza de precision Sartorius LA 120S. A la densidad 6ptica ajustada, a

25 ml del cultivo corresponden 6,5 mg de biomasa seca.
5.2.5. Estudio de la tolerancia al uranio

La tolerancia al uranio se estudi6 mediante la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del uranio. La CMI se define como la
concentracion mas baja del metal que inhibe el crecimiento del microorganismo
y la formacién de colonias (Rossbach et al., 2000). Para ello, placas con medio
LBT y preparadas a las concentraciones deseadas de uranio (por triplicado) se
dividieron en 4 sectores. Cada sector se inoculd con 2 ul de la suspension de
cada bacteria ensayada, preparadas segun el apartado 5.2.3. Las placas se

incubaron a 28 °C y se revisaron periddicamente durante dos semanas.
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5.2.6. Cinética de sorcion del uranio

A partir de la solucién madre de nitrato de uranilo 1 M se prepard una
solucién de contacto a una concentracion de 0,5 mM en perclorato sédico 0,1
My pH 4,3. Aproximadamente 6,5 mg de biomasa seca se recogieron por
centrifugacion (8000 rpm, 10 min) y se resuspendieron en 10 ml de la solucién
de contacto. Se realizaron 3 replicas por cada tiempo de contacto ensayado (5,
10, 20, 30, 60 min, 24, 48 y 72 h) que se incubaron a 28 °C en agitacion.

Tras el periodo de contacto, se centrifugd y se tomé del sobrenadante 1
ml para determinar la cantidad de uranio presente mediante Espectrometria de
masas con fuente de plasma acoplado (ICP-MS, del ingles “Inductively-Coupled
Plasma Mass Spectrometry”). La cantidad de metal fijado por gramo de
biomasa seca se determind mediante un balance de masa del metal segun la
ecuacion (Volesky 1990):

_Vv (Ci—Cp)
m

(1) q

Donde g son los mg de uranio fijjados por gramo de biomasa seca, V es
el volumen de la muestra en litros, C; y Cr son las concentraciones inicial y final
del metal en la solucién (mgL™) y m la cantidad de biomasa seca (g). Este

mismo proceso se utilizé para realizar la cinética de sorciéon a pH 2y 3.
5.2.7. Isotermas de sorcion del uranio

Para la realizacion de las isotermas de sorcion, se prepararon soluciones
de trabajo a 3 pHs diferentes (2, 3 y 4,3) y a seis concentraciones para cada pH
(0,015; 0,03; 0,06; 0,125; 0,25 y 0,5 mM). El proceso fue similar al descrito en
el apartado anterior, el tiempo de contacto fue de 48 horas vy, al igual que con el
tiempo para la determinacidn de la cinética, se prepararon 3 réplicas por
tratamiento. Por ultimo, tras determinar la cantidad de uranio fijado mediante la
ecuacion anteriormente descrita, se procedio al analisis de los datos obtenidos
mediante el uso de los modelos matematicos de Langmuir (1918) (2),
Freundlich (1906) (3), Temkin (1940) (4) y Dubinin-Radushkevich (1947) (5),

reflejados en las ecuaciones siguientes:
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K1Ce 1
(2) 4e = Gmax 1+IL<LCe (3) e = KFCe( ™

(4) ge = =-In (aC,)

(5) 9e = Gmaxexp {—B (RTln [1 + i])Z} ce= RTIn [1 . Cl]

e

En las que q. es la cantidad de metal fijado en el equilibrio, gmax la
capacidad maxima de sorcion de la monocapa saturada, K, la constante de
sorcion en el equilibrio (I/mg), Ke una constante relacionada con la capacidad
de sorcién, C, la concentracion del metal en el equilibrio (mg/l), n una constante
relacionada con la intensidad de la sorcion, R la constante de los gases (8.314
J/Imol°K), T la temperatura absoluta (°K), b la constante de Temkin (kJ/mol), a la
constante de la isoterma de Temkin (l/g), B la constante de la isoterma de
Dubinin-Radushkevich y € el potencial de Polanyi. Para este ultimo modelo

también se calculo la energia libre de sorcidn (E) (kd/mol) mediante la ecuacién

(6).
(6) E = (2B)™*°
Para determinar si el proceso de sorcion fue favorable, no favorable,

lineal o irreversible, se estudid el factor de separacion (R;) mediante la

siguiente ecuacion (7):

1
(1+K1.Co)

(7)R, =

Donde Cy es la concentracion de metal inicial y K, la constante de

sorcion en el equilibrio del modelo de Langmuir (Kiran y Kaushik, 2008).
5.2.8. Espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS)
e Preparacién de las muestras

Para los analisis por XAS, se recogio por centrifugacion (8000 rpm, 10
min) el equivalente a 50 mg de biomasa seca. El pellet se resuspendié en 80 ml
de solucion de contacto de uranio preparada en perclorato sédico 0,1 mM (0,5
mM, pH 4,3) y se incubd en agitacién durante 48 h. Tras las 48 h de contacto,

la biomasa se recogio por centrifugacion, se lavé con perclorato soédico 0,1 My
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se recogié nuevamente en tubos eppendorf (previamente secados y pesados)

para su secado a 70 °C. Por ultimo la biomasa seca se pulverizé en un mortero.
Este mismo proceso se realiz6 para preparar muestras a pH 2y 3.
¢ Analisis de las muestras por XAS

Los espectros de absorcion de rayos X del sub-nivel Ly del uranio se
recogieron en la linea de luz, ROBL (Rossendorf beamline), situado en las
grandes instalaciones europeas de radiacién sincrotron (ESRF, European
Synchrotron Radiation Facility) en Grenoble, Francia, mediante un
monocromador de doble cristal Si (111) y espejos de platino para el centrado y
eliminacién de armonicos superiores. Los datos se recogieron en el modo de
fluorescencia mediante un detector de Germanio (Ge) de 13 elementos
(Camberra). La energia se calibré midiendo el espectro de transmision del nivel
K de una lamina de itrio (Y) y definiendo el primer punto de inflexion a 17,038
eV. Las oscilaciones de EXAFS se extrajeron de los datos sin tratar,
promediados mediante la eliminacién del pre-borde, usando un polinomio de
primer orden, seguido de la eliminacién de la absorcién atdmica po por técnicas
de ajuste “spline” y normalizados mediante una funcién “Victoreen”. Se aplicé
una correccion de tiempo muerto. La energia de ionizacién, Ep, del electron U
Ly, se determind arbitrariamente a 17,185 eV para todos los espectros
calculados. Los espectros de EXAFS se analizaron segun los procedimientos
estandar usando el programa EXAFSPAK (Pickering y George, 1995). Las
funciones de fase y de amplitud de difusion tedricas usadas para el analisis de
los datos se calcularon usando el programa FEFF8 (Ankudinov et al., 1998)
mediante un modelo que contenia fragmento de dos moléculas, meta-autunita y

triacetato de uranilo (Merroun et al., 2005).

5.2.9. Espectroscopia de fluorescencia inducida por laser en tiempo
resuelto (TRLFS)

e Preparacion de las muestras

Para los analisis por TRLFS se prepararon muestras disolviendo el

uranio en dos tipos de solventes (o soluciones “background”), perclorato sédico
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0,1 M y agua de mar. Las muestras se prepararon de manera similar a las
muestras para el XAS, aunque para los analisis por TRLFS solo fueron
necesarios 12 mg de biomasa seca y, por tanto, el volumen de suspension
utilizado y de solucion del metal fueron menores. Ademas, cada muestra se

analiz6 en solido y en liquido.
1. Muestras de uranio en perclorato sédico 0,1 M

Se prepararon soluciones de contacto de nitrato de uranilo 0,5 mM en
perclorato sédico 0,1 M a los tres pH mencionados anteriormente. A
continuacion se obtuvo la cantidad de biomasa necesaria por centrifugacion y
se resuspendid en las soluciones de contacto. A las 24 horas de contacto, se
tomaron muestras de 3 ml, para el analisis de los complejos uranio-I. loihiensis
MAH1 en suspension (muestra liquida). Se centrifugaron (8000 rpm, 10 min),
se lavaron con perclorato sodico 0,1 M al pH correspondiente, se volvieron a
resuspender y se midieron por TRLFS. Tras 48 horas de contacto el resto de
las muestras se lavaron y se traspasaron a tubos eppendorf para su secado a

70 °C, y posterior molido y analisis por TRLFS (muestra sdlida).
2. Muestras de uranio en agua de mar

En este caso, las soluciones de contacto de nitrato de uranilo
(concentraciones de 0,01; 0,05 y 0,1 mM), se prepararon en agua de mar. Al
igual que las muestras preparadas en una solucion de contacto de perclorato
sédico, se tomaron muestras a las 24 horas y a las 48 horas para su analisis
por TRLFS.

¢ Analisis de las muestras por TRLFS

Las medidas por espectrometria de fluorescencia inducida por laser en
tiempo resuelto se realizaron en la unidad de radioactividad del centro de
investigacion Dresden-Rossendorf en Dresden (Alemania). Como fuente de
excitaciéon se utilizé un haz pulsado de cuarto arménico generado por un laser
de neodimio en un cristal de itrio-aluminio-granate (Nd:Yag) (GCR 190, Spectra
Physics, Usa). El pulso del Iaser (velocidad de repeticion 20Hz, 5 mJ por pulso)

incidia directamente sobre la muestra. Para determinar el espectro de emision,
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la fluorescencia emitida en un determinado angulo fue recogida por una fibra
que propago la luz a un espectrégrafo (M1235, EG&G, USA) equipado con un

dispositivo intensificador de cargas interconectadas (ICCD)

El tiempo de retardo, entre el pulso del laser y el primer espectro (t=0),
se corrigio mediante un generador externo de retardo, mientras que, para la
medida de los espectros de fluorescencia en funciéon del tiempo, se utilizé un
generador de retardo interno. El “gate width” de la camara se programé a 50 ys
mientras que el “step width” del generador de retardo interno se hizo a 10 ps.
La longitud de onda de excitacion fue de 266 nm y se recogio el espectro

comprendido entre 450 y 600 nm.

Tanto las bandas de emision, como los tiempos de vida de los complejos
de uranio formados por la bacteria se analizaron mediante el programa Origin
8.0 (OriginLab Ltd., USA). Para el primer caso se utilizo6 el médulo Peakfiting
ajustando los picos del espectro a un modelo tedrico de funcion de tipo Gauss.
Para el segundo caso, se realiz6 un andlisis de curvas no lineales utilizando

ecuaciones de caida exponencial de 1%, 2%° y 3°" orden.

5.2.10. Localizacién celular del uranio fijado por |. loihiensis MAH1

microscopia TEM y microscopia HREM acoplada EDX

Las muestras se prepararon utilizando soluciones de contacto
preparadas en perclorato sédico 0,1 M (0,5 mM de nitrato de uranilo a pH 4,3;
3y 2)y en agua de mar (0,5; 0,1; 0,05 y 0,01 mM de nitrato de uranilo). Para
ello se desarrolld, en colaboracion con el servicio de preparacién de muestras
bioldgicas del Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de
Granada, un fijador especial para bacterias marinas cuya composicion se

detalla a continuacion:

Fijador para bacterias marinas
Glutaraldehido 4 %
Tampédn cacodilato 0,2M
CaCl 0,1 %
Sacarosa 0,4 M
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Este fijador tiene la caracteristica de poseer una osmolaridad de 1205
mOsM, siendo muy parecida a la del agua de mar, con lo que su utilizacion
evita el colapso de las células al anadir el fijador. Las muestras una vez fijadas
(4 h a 4 °C), se lavaron con tampdn cacodilato 0,1 M (3 lavados de 20 min a 4
°C). A continuacion, se postfijaron con tetréxido de osmio al 1 % en agua (60
min, 4 °C), se lavaron en agua destilada (3 lavados de 5 min a temperatura
ambiente) y se deshidrataron en un gradiente de etanol para su posterior
inclusion en resina EMbed 812. Una vez obtenidos los bloques se procedio a la
realizacion de cortes ultrafinos de 50-70 nm de espesor en un ultramicrotomo
Reichert Ultracut S con cuchilla de diamante. Estos cortes se montaron en
rejillas de cobre y se contrastaron con citrato de plomo segun Reynolds (1963)
en una atmosfera exenta de CO,, durante 5 minutos. Por ultimo las muestras

se recubrieron con carbén.

Las muestras se examinaron con un microscopio electronico de
transmision C. Zeiss EM 902 y un microscopio electrénico de alta resolucion
modelo Philips CM 200. Los analisis por EDX se realizaron a 200 kV con un
tiempo de exposicién de 100 s. Para el estudio de difraccion de electrones se
utilizd este mismo microscopio, en el modo de difraccion, con una camara de

1000 mm y un tiempo de exposicion de 15 a 20 s.
5.2.11. Calculo de la especiacion del uranio en agua de mar

La especiacién teorica del uranio, preparado en agua de mar, se estudio
mediante el programa Visual Minteq 3.0 (Gustafsson et al., 2009). Los datos
que suministrados al programa fueron: Calcio, 412 ppm; magnesio, 1291 ppm;
sodio, 10768 ppm; potasio, 399 ppm; cloruro, 19353 ppm; amonio, 0,03 ppm,;
nitratos, 0,29 ppm; alcalinidad, 141 ppm; sulfatos (SO4?), 2712 ppm; pH 7,2;
temperatura, 25 °C; pe 8,451.

140



Estudios sobre la interaccién del uranio con Idiomarina loihiensis MAH1

5.3. Resultados

Se estudid la tolerancia al uranio tanto de Idiomarina loihiensis MAH1
como de bacterias cercanas filogenéticamente a esta (/. loihiensis, I. baltica 'y |.
abyssalis). Este ensayo se realizé en un medio bajo en fosfatos para evitar la
precipitacion del uranio en forma de fosfatos de uranio. Los ensayos mostraron
que [. loihiensis MAH1, al igual que las otras bacterias del mismo género
ensayadas, toleré hasta concentraciones de 4 mM de uranio, tal y como se
muestra en la Tabla 5.1. Estos resultados de tolerancia fueron comparados con
datos bibliograficos de otras bacterias, tanto aisladas de zonas contaminadas
por metales pesados, como cercanas filogenéticamente a estas ultimas. La
tolerancia mostrada por I. loihiensis MAH1 no es solamente similar a la de
algunas de estas bacterias aisladas de zonas contaminadas, sino que ademas,
en algunos casos, es muy superior, tal y como puede observarse en los valores
de tolerancia obtenidos para Sphingomonas sp SW 366 y Microbacterium
oxydans SW 3 (Brottka, 2003). Todos estos resultados pueden verse en la
Tabla 5.1.

Bacteria CMI del uranio (mM) Referencia

oo

Idiomarina loihiensis MAH1 Este trabajo
Idiomarina abyssalis 4 Este trabajo
Idiomarina baltica OS 145 8 Este trabajo
Idiomarina loihiensis L2TR 8 Este trabajo
Microbacterium oxydans SW 3 (1) 4 Kathrin Brottka, 2003
Sphingomonas sp SW 366 (1) 2 Kathrin Brottka, 2003
Pseudomonas stutzeri DSMZ 5190 (1) 8 Kathrin Brottka, 2003
8
4

Pseudomonas stutzeri DSMZ 7136 (2) Kathrin Brottka, 2003
Pseudomonas migulae CIP105470 (2) Kathrin Brottka, 2003
Micrococcus luteus W-20 (3) 0,05 Haferburg et al., 2007
Streptomyces acidiscabies W-12 (3) 0,1 Haferburg et al., 2007
Bacillus Sp. W-28 (3) 0,1 Haferburg et al., 2007
Microbacterium Sp. S15-M4 (4) 4 Nedelkova et al., 2007
Microbacterium Sp. S15-M2 (4) 4 Nedelkova et al., 2007

Tabla 1. CMI del uranio de diferentes especies de Idiomarina y de otras bacterias. (1) Bacterias
aisladas de aguas contaminadas con uranio, (2) bacterias tipo relacionadas con bacterias
aisladas de ambientes contaminados, (3) bacterias aisladas de muestras de suelos recogidas
en zonas afectadas por minas de uranio y (4) bacterias aisladas de aguas subterraneas
cercanas a zonas de almacenamiento de radionucléidos.

En relacién a la cinética de sorcion, esta puso de manifiesto la buena
capacidad de fijacion de uranio por parte de la bacteria ensayada. La cantidad
de uranio fijada fue de 58, 132 y 197 mg/g biomasa seca para los pHs 2, 3 y

4,3 respectivamente. Ademas, para los ensayos realizados a pHs 3 y 4,3, la
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sorcibn maxima se alcanzé pasados los 60 minutos de incubacion, mientras

que para el ensayo a pH 2 la sorcion se alcanz6 a los 60 minutos (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Cinética de sorcion del uranio por /. loihiensis MAH1 a diferentes pHs

Las isotermas de sorciéon dieron una idea de la capacidad de sorcion de
la bacteria a diferentes concentraciones y pHs. Ademas, al correlacionar los
datos experimentales mediante diferentes modelos matematicos (Langmuir,
Freundlich, Temkin y Dubinin-Radushkevich) es posible realizar predicciones
sobre la capacidad de sorcion, asi como, tener una idea aproximada del tipo de
proceso ocurrido. En este sentido los resultados obtenidos mostraron que la
capacidad maxima de sorciéon fue similar en los tres pHs ensayados a
concentraciones bajas (0,015 - 0,06 mM), mientras que a altas
concentraciones fue a pH 4,3 donde se alcanzo6 el mejor nivel de sorcion (179
mg/g de biomasa seca), tal como puede verse en las Figuras 5.2 y 5.3 y en
concordancia con los resultados obtenidos en la cinética de sorcion. Por otro
lado, la mejor correlacion de los datos experimentales a pHs 2 y 3 se obtuvo
mediante el modelo matematico de Langmuir, mientras que a pH 4,3 la mejor

correlacion se obtuvo con el modelo de Temkin.
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Figura 5.2. Isotermas de sorcion del uranio por I. loihiensis MAH1 a diferentes pHs.
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También se estudiaron los datos experimentales mediante el modelo de
Freundlich y el modelo de Dubinin-Radushkevich, con este ultimo modelo dio
una buena correlacién con los datos obtenidos a pH 3 y 4,3. El ajuste de los
datos experimentales a los diferentes modelos matematicos, asi como los
diferentes parametros de cada uno, pueden verse en la Figura 5.4 y en |la Tabla
5.2. La energia libre de sorcion calculada para los 3 pHs estudiados fue
cercana a 0,3 kJmol” (Tabla 5.2). Por ultimo los valores de R, asi como la
forma de la curva que se obtiene al representar R. frente a Cy (Figura 5.5),
confirmaron claramente la sorcién favorable del uranio por parte de . loihiensis
MAH1.

R? g max (Mg) Ki (I/mg)
pH 4,3 0,7645 263,15 0,1237
Langmuir pH 3 0,9997 117,64 1,4409
pH 2 0,9995 71,48 0,696
R? K n
pH 4,3 0,83 26,961 1,2998
Freundlich pH 3 0,8827 39,075 2,3792
pH 2 0,917 19,656 2,5859
R? a b (kJ/mol)
pH 4,3 0,9978 3,672 0,059
Temkin pH 3 0,9846 43,302 0,166
pH 2 0,9813 19,471 0,25
R? B q max E (kJ/mol)
ph 4,3 0,9807 0,237 139,82 0,318
D-R pH 3 0,9165 0,031 74,343 0,34
pH 2 0,8846 0,05 46,09 0,361

Tabla 5.2. Principales parametros de los modelos matematicos utilizados para el
tratamiento de los datos de las isotermas de sorcién. R® = coeficiente de correlacion;
g max= capacidad maxima de sorcion; K = constante de sorcién en el equilibrio; K;=
constante relacionada con la capacidad de sorcion; n= constante relacionada con la
intensidad de la sorcion; a y b= constantes del modelo de Temkin; B= constante de la
isoterma de Dubinin-Radushkevich; E= Energia libre de sorcion.
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Figura 5.5. Factor de separacion R, frente a la concentracion inicial de metal a pHs 2, 3y 4,3

A fin de conocer la localizacién celular del uranio fijado, asi como el
estado de las células, se utilizé la microscopia electronica de transmision (TEM
y HREM) acoplada a microanalisis por rayos X (EDX) para el caso de la HREM.
Se observé que a pHs 3 y 4,3 el uranio se encontré localizado en la pared e
interior celular en forma acicular, y, para la muestra a pH 4,3, en muy baja
cantidad en el EPS. En la figura 5.6 puede verse la localizacion del uranio
fijado. A pH 2 no se pudo determinar la localizacién del uranio. Las células se
encontraban muy deterioradas a los tres pHs estudiados. Por otro lado, de las
muestras preparadas en agua de mar con uranio, solamente se pudo
determinar la localizacion del uranio en la preparada a mayor concentracion
(0,5 mM). En esta muestra el uranio se localizé en la pared celular en forma de
granulos densos y, minoritariamente, en forma de agujas (Figura 5.6 y 5.7).
Destacar que el pico de silicio que aparece en los diferentes microanalisis es
debido al propio detector del sistema EDX y no que se encuentre silicio en las

muestras.
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Figura 5.6. Fijacion de uranio por /. loihiensis MAH1. Depésitos de uranio en la pared y en el
interior celular a pH 4,3 (A, TEM; D, HREM) y 3 (C, TEM; E HREM). Dep6sitos de uranio en el
EPS a pH 4,3 (B, TEM; D, HREM). Depdsitos en pared celular en muestras preparadas en

agua de mar (F).
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El uso de la espectroscopia de fluorescencia inducida por laser en
tiempo resuelto sirvio para determinar las propiedades fluorescentes (tiempos
de vida y bandas de emisidén de fluorescencia) de los complejos de uranio
formados por I. loihiensis MAH1 bajo diferentes condiciones fisico-quimicas
(tipo de solucion “background” utilizada, concentraciones y pHs de las
soluciones del metal). En la Figura 5.12, como ejemplo de lo anteriormente
mencionado, se encuentran representados los espectros de emisién de
fluorescencia bajo diferentes condiciones de concentracion de uranio y de

solucion “background” utilizada.

En los ensayos utilizando como solucién “background” perclorato sédico
(muestras secas y en suspension), las bandas de emision de fluorescencia
principales para los tres pHs ensayados fueron cercanos a 498 nm, 518 nm y
540 nm, mientras que se determinaron cuatro tiempos de vida para cada uno
de los pHs (Figuras 5.8A y 5.9 izquierda, Tabla 5.3). Para las muestras
estudiadas en suspensioén los tiempos de vida difirieron ligeramente debido a la
presencia de moléculas de agua que atenuaron los tiempos obtenidos en las
muestras secadas (Figuras 5.8B y 5.9 derecha, Tabla 5.3). Por otra parte, en
los ensayos realizados utilizando como solucidon “background” agua de mar
(muestras secas y en suspension) se determind que las bandas de emisién de
fluorescencia principales fueron cercanas a 501 nm, 522 nm y 544 nm para las
concentraciones de 0,01 mM y 0,05 mM de uranio, mientras que para la
muestra de 0,1 mM de uranio las bandas de emisién de fluorescencia
estuvieron algo mas desplazadas (503 nm, 524 nm y 546 nm) (Figura 5.10A,
Tabla 5.3). El estudio del tiempo de vida de la fluorescencia mostrd la
existencia de 2 especies para las concentraciones de uranio de 0,01 mM y 0,05
mM mientras que, para la concentracion mas alta de uranio, se determinaron 3
especies (Figura 5.11 izquierda, Tabla 5.3). En los ensayos realizados con la
muestra en suspension, los tiempos de vida difirieron notablemente de los
anteriormente mencionados (Tabla 5.3), debido principalmente a la presencia
en solucién de carbonatos de uranio tal como puede verse en la especiacion
(CaUO2(CO03)3 (aq), 59,2 %; CaUO2(COs)s?, 36,6 %; UO(COs3)s™, 3,4 %),
caracteristicos en soluciones con pHs altos, y a la presencia de diversas sales

presentes en el agua de mar.
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Figura 5.8. Espectros de emision de fluorescencia de los complejos de uranio-I. loihiensis
MAH1 en muestras preparadas usando como solucion de contacto perclorato sédico 0,1 M y
posteriormente analizadas en seco (A) y en suspension (B).
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Figura 5.10. Espectros de emision de fluorescencia de los complejos de uranio-/. loihiensis
MAH1 en muestras preparadas usando como solucion de contacto agua de mar y
posteriormente analizadas en seco (A) y en suspension (B).
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Figura 5.11. Disminucion exponencial de la intensidad de fluorescencia de los complejos de
uranio-/. loihiensis MAH1 en muestras preparadas usando como solucion de contacto agua de
mar y posteriormente analizadas en seco (izquierda) y en suspension (derecha).
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Especie Bandas de emisién (nm) Tiempos de vida (us) Referencia
t1 t2 t3 t4

uo 471,40 487,90 509,10 532,70 558,70 1,8+0,1 Ginther (2007)

UO,OH" 480,70 497,30 518,40 541,30 566,40 32,8+2,0 Eliet (1995)

Fosfatos Inorganicos

UO,PO, 502,00 524,00 548,00 574,00 Bonhoure (2007)

(UO2)«(POq)y 488,00 503,00 523,70 546,90 572,50 Brendler (1996)

Carbonatos

Mg2[UO2(CO3)s] -18H,0 487,70 506,90 527,60 551,40 578,30 17,9+0,5 Amayri (2005)

Cay[UO,(COs3)s] -10H,0 482,90 502,70 524,50 545,40 571,50 145,0 £ 5,0 Amayri (2005)

Liebigita 483,10 502,70 524,10 545,90 571,90 313,0+10,0 Amayri (2005)

Sry[UO,(CO3)3] -8H,0 488,80 502,80 522,90 545,40 569,20 77,0+1,0 Amayri (2005)

Ba,[UO,(CO;);] -6H.0 487,70 507,30 528,90 552,20 570,50 16,3+ 0,4 Amayri (2005)

Na,Ca[UO,(COs)3]-6H,0 486,10 505,40 526,70 549,60 573,90 65,2+0,6 Amayri (2004)

Cay[UO,(COs3);] (en solucién) 484,00 504,00 524,00 0,04 £ 0,01 Bernhard (2001)

CaMg[UO(CO03)3]-12H,0 488,90 509,20 531,00 554,70 578,90 59,4 +0,1 Amayri (2005)

Aminoacidos

UO,HPTr 484,00 502,00 523,00 547,00 573,00 0,5+0,1 Ginther (2008)

Fosfatos

Autunita 488,60 504,00 524,20 548,00 573,90 51+0,3 Geipel (2000)

Metaautunita 491,30 501,80 522,90 546,90 572,20 0,7+0,1 Geipel (2000)

Saleeita 489,00 501,10 522,10 545,70 570,90 2,25+0,2 Geipel (2000)

Ranunculita 491,40 501,20 521,90 545,50 570,50 1,9+0,1 Geipel (2000)

LPS

R-0-PO;H-UO," pH 2,5 480,40 497,20 518,90 542,40 567,30 8,3+0,6 Barkleit (2008)

R-O-PO;-UO; pH 4 481,50 498,10 519,60 542,90 567,50 1,2+04 Barkleit (2008)

[R-O-PO3],-UO,%pH 7 483,60 499,70 521,00 544,30 568,90 133+1,4 Barkleit (2008)

Bacterias

B. sphaericus 501,90 523,90 545,80 571,10 Panak (2000)

I. loihiensis ( [UO22*] = 0,01 mM) (S) 482,66 501,27 522,22 543,64 564,66 235+0,8 132,04 Este trabajo

I. loihiensis ( [UO2*"] = 0,05 mM) (S) 482,17 501,07 522,28 544,63 566,98 17,6 +0,8 118,04 Este trabajo

I. loihiensis ([UO2*'] = 0,1 mM) (S) 487,70 503,61 524,17 546,29 569,24 2,2+0,10 129+3,2 83,0%£16,0 Este trabajo

I. loihiensis ( [UO,2"] = 0,01 mM) (L) 486,65 502,43 522,46 543,55 567,25 1,9+0,3 10,5+1,0 72,3+10,3 Este trabajo

I. loihiensis ( [UO2>"] = 0,05 mM) (L) 486,64 502,65 523,43 545,15 567,89 22+03 11,5409 516+164 Este trabajo

I. loihiensis ( [UO2*'] = 0,1 mM) (L) 487,16 502,75 523,36 545,86 569,58 25+0,1 13,8+0,9 74,2+261 Este trabajo

I. loihiensis (pH 4,3) (S) 465,18 481,60 498,16 518,30 540,77 565,11 1,0+£0,1 58+0,3 26,6 +0,7 93,7+3,6 Este trabajo

1. loihiensis (pH 3) (S) 465,35 481,06 497,70 518,22 540,64 565,72 1,1+0,1 56+0,4 229+04 97,5+14 Este trabajo

1. loihiensis (pH 2) (S) 481,04 497,45 518,09 540,91 565,93 0,8+0,0 55+0,3 26,6 +5,3 103,0+9,3 Este trabajo

I. loihiensis (pH 4,3) (L) 482,71 499,38 519,77 541,53 564,21 0,8+0,1 3409 14,3+ 3,2 60,0 -100,0 Este trabajo

1. loihiensis (pH 3) (L) 482,17 499,96 518,38 539,67 562,45 0,7+0,1 34+07 15,2+45 60,0-100,0 Este trabajo

Tabla 5.3. Bandas de emisién y tiempos de vida de diferentes complejos de uranio. (S) Muestras seca, (L) muestra en suspension.
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La espectroscopia de absorcion de rayos X o espectroscopia por EXAFS
se empled para determinar los parametros estructurales de los complejos de
uranio formados por las células de I. loihiensis MAH1, en una solucion de
contacto o “background” de NaClQ4, a una concentracién de uranio de 0,5 mM

y a valores de pH de 2, 3, y 4,3.

Se empled dos modelos para modular los espectros de EXAFS de las 3
muestras, en primer lugar se utilizé la meta-autunita, y en segundo lugar un
modelo que incluye a fragmentos de la meta-autunita y de complejos de U con
tres moléculas de acido acético. Estos modelos estan representados en la
Figura 5.13. El primer modelo se usé para modular las muestras a pH 2 y 3,

mientras que el segundo se empled para la muestra a pH 4,3.

Figura 5.13. Los dos modelos empleados para modular los espectros de EXAFS de las
muestras estudiadas en este trabajo. Modelo 1, fragmentos de meta-autunita y de complejos de

uranio con tres moléculas de acido acético (izquierda), Modelo 2, meta-autunita (derecha).

En las tres muestras (pH 2, 3, 4,3), el uranio se coordiné a dos atomos
de oxigeno en el plano axial (primer pico en las correspondientes
transformadas de Fourier), a una distancia de 1,76-1,78 A, y a 4-5 atomos de
oxigeno en el plano ecuatorial (segundo pico) a una distancia de 2,34-2,36 A.
La presencia de estos dos atomos de oxigeno en el plano axial indicé que el
estado de oxidacién del uranio fue de U(VI) y por lo tanto no ocurrié una

reduccion de este elemento. El segundo pico (con una distancia de 2,34-2,36
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A) es caracteristico de los enlaces entre U y grupos fosfato de un modo
‘monodentate binding mode” (Hennig et al. 2001; Merroun et al. 2003; 2005) lo
que demostré la implicacion de grupos fosfatos en la coordinacién de este
elemento en las tres muestras estudiados. Sin embargo, en el caso de la
muestra a pH 4,3, el valor del parametro “Debye-Waller factor” (Tabla 5.4) fue
alto (0,014 A?), lo que indicé la presencia de dos diferentes tipos de atomos de
oxigenos en el plano ecuatorial, el primer enlace “U-Oeq+” de corta distancia
procedente de los grupos fosfatos y un segundo enlace mas largo que podria
pertenecer a los grupos carboxilos. Estos resultados fueron confirmados por el
hecho de que el espectro de EXAFS de esta muestra es similar a la de los
complejos de uranio formados por la capa S de la cepa JG-A12 de B.
Ssphaericus donde el uranio estaria coordinado tanto a grupos carboxilo como a
grupos fosfato. Ademas los estudios TRLFS de esta muestra demostraron
también la implicacién de estos dos grupos funcionales bacterianos. El
espectro de la muestra a pH 4,3 contenia un pico que corresponde a un enlace
U-C a una distancia de 2,91 A y que corresponde al carbono de los grupos
carboxilos. En el caso de las muestras a pH 2 y 3 los valores del parametro
“Debye-Waller factor” (0,008-0,009 A?) fueron normales y por lo tanto indicé la
implicacién de un solo tipo de ligando donador de oxigeno, en este caso
perteneciente a grupos fosfato. En las tres muestras, las transformadas de
Fourier presentaron un pico a una distancia de 3,59-3,60 A% que corresponde
en los tres casos a la interacciéon de uranio con el fosforo de los grupos

fosfatos.

Los espectros de EXAFS, y sus correspondientes transformadas de
Fourier, de los complejos de uranio formados por esta bacteria, a valores de pH
de 2, 3, y 4,3, estan representados en la Figura 5.14. Ademas, esta figura
incluye como referencias los espectros de EXAFS de algunos compuestos de
uranio tales como los complejos de U formados por las capas S de Bacillus
sphaericus JG-A12, meta-autunita (Ca(UO;)2(POs), - 6 H20) y complejos de
U/fructosa-6-fosfato (como representante de complejos de uranio con fosfatos
organicos). Los parametros estructurales de los complejos de uranio formados

por esta bacteria estan resumidos en la Tabla 5.4.
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Figura 5.14. Espectros de EXAFS (izquierda) de los complejos de uranio formados por /.
loihiensis MAH1 y sus correspondientes transformadas de Fourier (derecha) a pH 2, 3y 4,3. En
esta figura se incluye también los espectros de EXAFS y FT de los compuestos usados como
referencias (m-autunita y U-fructosa (6) P) asi como los complejos de uranio formados por la
capa S de Bacillus sphaericus JG-A12.
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Muestra Esfera de N2 R(A® o*(A)° AE (eV)

coordinacion Distancia

radial del

enlace)
pH 2 U-Oax 2,0° 1,76 0,0022 -13,8

U-Oaxus) 2,0¢ 3,52 0,0044
U-Oeq1 4,4(6) 2,34 0,0098
U-Oeq2 0,9(2) 2,85  0,0038°
U-P 2,7(2) 3,59 0,004°
U-Oeq1-P (MS) 11,6 3,73°  0,004°

pH 3 U-Oax 2,0 1,77  0,0026  -12,0
U-Oaxms) 2,0 3,54  0,0052
U-Oeqt 3,2 (6) 2,35 0,008
U-Oeq2 1,2 (2) 2,87  0,0038¢
U-P 1,7 (2) 3,59 0,004
U-Ogqi-P (MS) 3,4 3,70 0,004*
pH 4,3
U-Oax 2,0 1,77 0,003 -10,5
U-Oaxus) 2,0¢ 2,54 0,006
U-Ogq 4,0 (6) 2,34 0,014
U-C 1,5 (2) 2,91  0,0038¢
U-P 2,1(2) 3,59 0,004°
U-Ogqi-P (MS) 4,2 3,70  0,004¢

? Los errores en el numero de coordinacion es de hasta + 25% y la desviacion estandar calculada mediante el
Erograma EXAFSPAK se da entre parentesis
Error en la distancia de +0.02 A
° Factor de Debye-Waller
9 Valor mantenido constante durante el proceso de calculo

Tabla 5.4. Parametros estructurales de los complejos de uranio formados por I. loihiensis
MAH1 a pH 2, 3y 4,3.
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5.4. Discusion

En la actualidad, muchos de los estudios realizados sobre la interaccion
entre metales pesados y microorganismos son estudios enfocados a la
busqueda de microorganismos con una alta tolerancia a determinados metales,
que puedan ser utiles para la bioremediacién de zonas contaminadas. Asi, la
busqueda de estos microorganismos se centra, casi inevitablemente, en dichas
zonas contaminadas ya que, como algunos autores han resaltado, los
microorganismos tolerantes a metales pesados suelen ser aislados de zonas
en las que existe una alta cantidad de metales debido a que estos producen
una respuesta adaptativa en los microorganismos presentes (Van Nostrand et
al., 2007; Stoppel y Schlegel, 1989). Sin embargo, los estudios centrados en
microorganismos aislados de zonas naturales no contaminadas son escasos
(Acharya et al., 2009). En este trabajo, estudiamos la interaccion del uranio con
I. loihiensis MAH1, bacteria aislada del Mar de Alboran y no de una zona
contaminada que, como hemos mencionado en los resultados, posee una
buena tolerancia al uranio. /. loihiensis MAH1 tolera hasta concentraciones de 4
mM de uranio (Tabla 5.1). Este valor es superior a los valores encontrados por
algunos autores al estudiar la tolerancia de bacterias aisladas de muestras de
suelos recogidas en zonas afectadas por minas de uranio (Haferburg et al.,
2007) y en muestras de aguas subterraneas recogidas en zonas de
almacenamiento de residuos radiactivos (Nedelkova et al., 2007). En concreto,
Haferburg et al. obtuvieron tolerancia a valores de 0,02 mM y de 0,05 mM para
M. luteus y S. acidiscabies, respectivamente, mientras que Nedelkova et al.
obtuvieron para diferentes bacterias del genero Microbacterium una tolerancia
de 2 mM. En todos los casos fueron bacterias que por su zona de aislamiento
deberian estar sometidas a esta presion adaptativa que hemos mencionado
anteriormente, mientras que nuestra bacteria a estudio no, lo cual es
sorprendente y nos hace preguntarnos cual podria ser el motivo de la misma.
En este sentido, cabe decir que durante los diversos experimentos realizados,
se observd una gran produccion de EPS por I. loihiensis MAH1, lo cual, en
principio, podria ser una explicacion de esta tolerancia como ya se ha
propuesto para otras bacterias (Bitton y Freihofer, 1977; Merroun et al., 2001).

Sin embargo, como hemos observado mediante los analisis por EDX (muestras
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utilizando como solucién “background” agua de mar), el uranio no se fijo en el
EPS, mientras que se encuentran notables acumulos en la pared como se
discute mas adelante (Figura 5.6). Por ello, no es clara la relacién que pueda
haber en el caso de /. loihiensis MAH1entre la produccion de EPS y el grado de
tolerancia mostrado. Otra explicacion a esta tolerancia podria encontrarse en la
cercana relacion filogenética de esta cepa con la cepa tipo I. loihiensis L2TR
(Donachie et al., 2003). Esta bacteria fue aislada de corrientes hidrotermales
submarinas (volcan submarino Loihi, Hawai), zonas en las que existe una gran
cantidad de metales en solucion que pueden ejercer una fuerte presion
adaptativa. En este sentido, Hou et al., (2004) describieron en /. loihiensis L2TR
la existencia de genes de transporte y resistencia a algunos metales como el
arsénico o el cadmio, lo que podria estar relacionado con la resistencia al
uranio. Por tanto, seria interesante investigar la presencia o no de los mismos,
tanto en nuestra bacteria como en otras cercanas, lo que podria ser indicativo
de un caracter que evoluciond de un ancestro comun bajo ese tipo de presion
selectiva. Otros autores justifican la resistencia a metales pesados mediante
otros procesos como la bioacumulacion intracelular o la impermeabilidad de la
pared celular (Shashank et al, 2002), alguno de los cuales no se podria
descartar para nuestra bacteria. En el caso de la impermeabilidad, se ha visto
que el uranio solamente se localiza en el interior cuando la membrana se
encuentra muy deteriorada, como ya mencionaremos mas adelante, con lo que

podria considerarse como una de las razones a esta tolerancia.

Ademas de una notable tolerancia al uranio, la cinética e isotermas
realizadas revelaron una buena capacidad de sorcion del uranio por parte de la
bacteria estudiada. Como ya hemos mencionado anteriormente, la cinética de
sorcion realizada a pH 2, 3 y 4,3 dio como resultado que la bacteria captaba un
maximo de 58, 132 y 197 mg de uranio/g biomasa seca (Figura 5.1),
respectivamente,. Tsuruta (2002) estudio la adsorcion del uranio por diferentes
microorganismos (bacterias, hongos y levaduras) a pH 5,8. Este autor encontro
que de las bacterias estudiadas, las gram positivas podian fijar mas cantidad
de uranio (debido a los acidos teicoicos de la pared que aportarian numerosos
grupos fosfato ionizados) que las gram negativas. Segun estos resultados,

nuestra bacteria a estudio, al ser gram negativa, no alcanzaria (y de hecho

161



Estudios sobre la interaccién del uranio con Idiomarina loihiensis MAH1

ocurre asi) la capacidad de sorcidbn que una gram positiva; no obstante,
comparandola con las bacterias gram negativas estudiadas por Tsuruta,
podemos decir que la capacidad de sorcion es bastante alta. En cualquier caso,
esta comparacion hay que tomarla con precaucion, ya que Tsuruta realizd sus
ensayos a pH 5,8 y nosotros hemos trabajado a pHs 2, 3 y 4,3. Como varios
autores han puesto de manifiesto, a partir de pH 5, la capacidad de sorcion del
ion UO,*? decrece en gran medida debido a la formacion de compuestos
estables de hidroxidos y carbonatos de uranio (Tsuruta 2004; Gorman-Lewis et
al., 2005), por lo que la capacidad de sorcion a pH 5,8 teéricamente debe ser

menor que a pH 5y, posiblemente, que a pH 4,3.

Por otro lado, como puede verse en las Figuras 5.2 y 5.3, la cantidad del
metal fijado fue superior en los pHs mas altos. El efecto del pH en los procesos
de sorcion ya ha sido discutido por numerosos autores. Vianna et al. (2000),
estudiando la sorcién de diferentes metales por Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus oryzae y Bacillus lentus, llegaron a la conclusién de que, en sus
organismos a estudio, la sorcion del metal era debida a un proceso de
atraccion electrostatica entre las cargas negativas presentes en los grupos
fosfato y la carga positiva del metal y que, por tanto, un cambio en el pH
afectaria a los posibles sitios de unién de los iones metalicos. Mapolelo y Torto
(2004), llegaron a una conclusion similar aduciendo que el descenso en la
capacidad de adsorcion, de los diferentes metales ensayados, por S.cerevisiae
era debido al aumento de la afinidad de los protones por los sitios de unién de
la superficie de la levadura conforme descendia el pH, afinidad mayor que la
presentada por los metales estudiados. Por tanto, segun lo mencionado
anteriormente y atendiendo a la diferencia de sorcion encontrada a los 3 pHs
estudiados, es muy probable que las cargas electrostaticas generadas en la
superficie de I. loihiensis MAH1 jueguen un papel crucial en la interacciéon con

el uranio.

Para poder entender algo mas en profundidad los procesos ocurridos en
la sorcién del uranio, se procedid al estudio de las isotermas de sorcion
mediante diversos modelos matematicos (Figura 5.4, Tabla 5.2). Los modelos

de Temkin y de Langmuir fueron los que mejor representaron los datos
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experimentales obtenidos a pH 2 y 3, mientras que a pH 4,3 los mejores
modelos fueron los de Temkin y D-R. Mediante el ajuste de los datos
experimentales a los modelos de Temkin y, y la obtencion de los parametros b,
en la ecuacion de Temkin, y E, para el modelo de D-R, se concluyé que ambos
parametros eran inferiores a 8 kJmol™” (Tabla 5.2). Un valor situado entre 8 y 16
kJmol™” indica que el proceso de sorcién ocurre mediante intercambio i6nico,
mientras que valores inferiores a 8 kJmol™ indican que el proceso de sorcion
ocurre mediante fuerzas fisicas débiles tales como fuerzas de van der Waals y
otras interacciones idnicas débiles, es decir, un proceso de adsorcién (Aydin y
Aksoy, 2009). Una de las condiciones del modelo de Langmuir es que todos los
sitios de union al metal poseen las mismas caracteristicas de union (en este
sentido el modelo de Temkin y D-R son menos restrictivos). Por tanto, al
ajustarse bien los datos experimentales de los pHs 2 y 3 al modelo, podria
indicarnos una posible similitud entre los sitios de union al metal, es decir, que
la mayoria de las uniones son a un tipo de grupo especifico (fosfato o
carbonato o hidréxido, etc.), mientras que a pH 4,3 posiblemente exista mas de
un grupo funcional que interactue con el metal, o incluso que exista algun otro
proceso ademas de la adsorcion. Ademas utilizando la constante K. del modelo
pudimos calcular el parametro R, (Figura 5.5). Los valores de R, indicaron que
el proceso de sorcidon fue un proceso favorable. Esto es asi ya que, mientras
valores de R, comprendidos entre 0 y 1 indican que el proceso es favorable,
valores superiores a 1 indican una sorcion desfavorable y valores iguales a 1 o
a 0 indican una sorcion lineal o irreversible, respectivamente. Por ultimo, el
caracter no lineal de la grafica tras representar R_ frente a Cy confirmé el

caracter favorable de la sorcién (Figura 5.5) (Kiran y Kaushik, 2008).

En lo referente a la localizacién del uranio fijado, tanto a pH 4,3 como 3
se encontré uranio fijado a la pared celular y en el interior (Figura 5.6). Por una
parte, el uranio fijjado a la pared probablemente se encuentra unido mediante
interacciones electrostaticas a grupos fosfato o, tal y como muestran los
microanalisis por EDX realizados (Figura 5.7). De otro lado, el uranio
encontrado en el interior celular probablemente es debido al aumento de
permeabilidad o rotura de la membrana a consecuencia principalmente de

factores como el bajo pH utilizado, la diferencia de osmolaridad entre la
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solucion “background” utilizada (NaClO,4 - 6H,0O 0,1M) y el agua de mar (medio
natural de la bacteria) o a la propia toxicidad del metal bajo estas condiciones
desfavorables. Esta posibilidad ya ha sido considerada por otros autores al
estudiar la acumulacién intracelular de diversos microorganismos como
Streptomyces sp. (Golab y Orlowska, 1991) y Acidithiobacillus ferrooxidans
(Merroun et al., 2003). El uranio, una vez dentro de la célula, se uniria a los
grupos anionicos de los diferentes componentes citoplasmaticos o precipitaria
debido a cambios quimicos en la solucién, como el pH (Sar et al., 2004). Otra
posible explicacion seria la existencia de mecanismos activos que
transportaran el uranio al interior celular, pero hasta la fecha, a diferencia de
otros metales como el Fe o el Zn, no se conocen mecanismos que puedan
transportar el uranio. Por tanto se considera que el transporte al interior celular
debe ser una consecuencia de la rotura o aumento de la permeabilidad de la
membrana, tal y como hemos mencionado (Merroun y Selenska-Pobell, 2008).
Por otro lado, solamente a pH 4,3, se localizé uranio en el EPS a muy baja
concentracion. A pH 2 no se pudo determinar la localizacion celular debido al
mal estado de las células y al bajo pH utilizado. Por ultimo, en los ensayos
realizados empleando como solucion “background” agua de mar el uranio se
localiz6 principalmente en forma de granulos densos en la pared celular,
probablemente unidos a grupos fosfato, al igual que sucedia en las muestras
preparadas a pH 4,3 y 3. No se localizé uranio en el interior celular, lo que
puede ser indicativo del mejor estado de las células bajo estas condiciones.
Tampoco se encontré uranio fijado en el EPS. La composicion del EPS
bacteriano ha sido ampliamente estudiada por numerosos autores. Freire-Nordi
et al. (2005) estudiando la fijacion de metales por el EPS de Anabaena
spiroides, analizaron la composicion del EPS de esta cianobacteria,
concluyendo que mayoritariamente estaba formado por carbohidratos (glucosa,
manosa y ramnosa, y en menor proporcién acido urdnico) y proteinas. Estos
autores destacan la gran importancia medioambiental que puede tener el EPS
generado por A. spiralis en la fijaciéon de diversos metales. Acharya et al.
(2009), estudiando la sorcidbn del uranio en la cianobacteria marina
Synechococcus elongatus, encontraron que el EPS de esta bacteria jugaba un

papel importantisimo en la fijacion del uranio en condiciones similares al medio
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marino (pH 7). En nuestro caso, como ya hemos comentado, no se encontrd
uranio fijado al EPS, al estudiar la fijacion en agua de mar, con lo que no
parece que el EPS generado por . loihiensis juegue un papel tan importante en

la fijacion de este elemento como en el caso de S. elongatus.

Los datos extraidos de los analisis por TRLFS de las muestras
preparadas utilizando como solucién “background” perclorato sodico
claramente indican la uniéon del uranio a grupos fosfato y carboxilo,
principalmente. Las bandas de emision obtenidas mediante TRLFS a pH 2, 3 y
4,3 en muestras secas (Figura 5.8 A, Tabla 3), son similares a las encontradas
por Barkleit et al. (2008) y Gunther et al., (2008) al estudiar la especiacion del
uranio unido al LPS de Pseudomona aeruginosa y unido a biomasa de
Chilorella vulgaris (pH3) respectivamente. En el primer estudio, asociaron estas
bandas de emision a la unién del uranio a grupos fosfatos presentes en el LPS
(sin descartar la posible implicacién de grupos carboxilo), destacando que
estas uniones pueden formar complejos muy estables que incluso pueden
llegar a dificultar la formacioén de otros complejos al incrementarse el pH (ej:
complejos con grupos hidroxilos a partir de pH 7). En el segundo estudio,
Gunther et al. asociaron las bandas de emisién de fluorescencia a la
especiacion del uranio con grupos carboxilo, siendo estos los enlaces
predominantes a bajos pHs, también sin excluir la posible implicacién de
grupos fosfato en la especiacion del uranio. En nuestro caso parece clara la
implicacién de ambos grupos en la especiacion de este radionucléido en los 3

pHs ensayados.

En relacién a la posible implicacion de los grupos carboxilo, la existencia
en el espectro de una banda de emision en los 465 nm (pH 3 y 4,3) (Figura
5.8A), apoya la hipotesis de la unidn a estos grupos. Esta banda de emision
también ha sido encontrada por Gunther et al. en el estudio anteriormente
mencionado que, como ya hemos dicho, subraya la importancia de los grupos
carboxilo en la especiacion del uranio. Otros autores han asociado bandas de
emision localizadas entre 460 y 470 nm a carbonatos de uranio, Reitz et al.
(2010), en un estudio sobre la especiacion del uranio por biomasa de

Sulfolobus acidocaldarius, y Amayri et al. (2005), al caracterizar diferentes
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carbonatos de uranio mediante TRLFS. En nuestro caso no parece probable la
precipitacion de carbonatos debido al bajo pH utilizado, pero si la especiacion
con grupos carboxilo presentes en la superficie e interior de la célula. En este
sentido, aunque no es clara la existencia de un pico a esa longitud de onda en
los ensayos a pH2, no podemos descartar la implicacion de grupos carboxilos
al igual que en los otros dos pHs ensayados, aunque su contribucién seria
menor a la de los grupos fosfato debido al hecho de que a este valor de pH

muchos de los grupos carboxilos estarian protonados.

El analisis del descenso de la fluorescencia (Figura 5.9 izquierda, Tabla
5.3) concluyé en la existencia de cuatro tiempos de vida (t;, fo t3y t4),
correspondiente a cuatro especies de uranio, en cada uno de los 3 pHs
ensayados. De estas cuatro especies encontradas, aunque es dificil su
asignacion a un tipo de unioén u otro, es posible que el tiempo t, corresponda a
la unién del uranio con un grupo carboxilo. Un tiempo tan alto solo ha sido
encontrado en carbonatos de uranio por autores como Amayri et al., (2005) o
Bernhard et al., (2001) Por otro lado, los tiempos t; t, y t; es posible su
asignacion tanto a fosfatos organicos como a uniones a grupos carboxilo. Reitz
et al. (2010), encontré carbonatos con tiempos de vida muy bajos (10,9 us), con
lo que podemos sugerir que el tiempo f, encontrada por nosotros podria
pertenecer a una unidén con grupos carboxilo, al igual que los tiempos mas

altos.

Las muestras estudiadas en suspensiéon mostraron similitudes en las
bandas de emision y diferencias en los tiempos de fluorescencia en
comparacién con las sélidas (Figura 5.8 B y 5.9 derecha, Tabla 5.3). Tanto las
pequenas desviaciones observadas en las bandas de emisibn como las
diferencias de los tiempos de vida se achacaron principalmente a la presencia
de moléculas de agua en las muestras analizadas en suspension. Algunos
autores ya han descrito que los tiempos de vida pueden diferir entre una misma
muestra analizada en suspension y en seco (Arnold et al., 2006). Esto es
debido principalmente al efecto atenuador “quenching” que producen las
moléculas de agua que rodean a la molécula de U(VI) (Geipel et al., 2000). Por

tanto los tiempos de vida encontrados, aunque son diferentes, pueden ser
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asociados a las mismas especies antes mencionadas También destacar que de
los tiempo de vida obtenidos, el tiempo t; no fue posible determinarlo con

exactitud.

Para los ensayos realizados, utilizando como solucion “background”
agua de mar y posteriormente secados, las bandas de emision (Figura 5.10 A,
Tabla 5.3) de las tres concentraciones ensayadas se encuentran en el rango de
los parametros de fluorescencia obtenidos para muestras minerales. Las
diferencias existentes en las bandas emision de la concentracién 0,1 mM con
las de las otras dos concentraciones fueron debidas a la existencia de una
especie (t;) que desplazé las bandas hacia la derecha. Al sustraer de los
analisis los espectros correspondientes a esta especie de uranio, los valores de
las bandas de emision de fluorescencia obtenidos fueron similares a las
encontrados para las concentraciones de 0,05 y 0,01 mM. Este dato sugiere la
formacion de un carbonato de calcio y uranio. Este carbonato podria tratarse de
un carbonato doble de ambos cationes, como, por ejemplo, la liebigita
(CaU0O,[COg]3 - 10H,0). Amayri et al. 2005 ya encontraron bandas de emision
de fluorescencia similares en este tipo de carbonatos de uranio y calcio con un
tiempo de vida de 145 us, tiempo parecido al encontrado por nosotros (f,
concentracion 0,01 y 0,05). En estudios previos, Gonzalez Muhnoz et al. (2008)
han puesto de manifiesto la capacidad de esta bacteria para inducir, en agua
de mar, la precipitacibn de minerales tales como Ca-Mg kutnahorita
(Ca(Mg,Mn,Fe)(COs3), y estruvita (NHsMgPO, - 6H,0), por lo que no es de
extraiar la produccion o precipitaciéon de otros minerales como es el caso que

NOS ocupa.

Los analisis del descenso de la fluorescencia (Figura 5.11 izquierda,
Tabla 5.3) pusieron de manifiesto la existencia de dos especies de uranio para
las concentraciones 0,01 y 0,05 mM y de tres especies de uranio para la
concentracion de 0,1 mM. En el caso de las dos primeras concentraciones, el
tiempo t; podria corresponder a la unién con fosfatos organicos de la pared
celular o a la formacion de alguna otra fase mineral como metaautunita o
ranunculita, aunque, en este ultimo supuesto, si bien las bandas de emisién de

fluorescencia coinciden bien, no es asi con los tiempos de vida descritos por
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Geipel et al. (2000), para el caso de la metaautunita o ranunculita, con lo que
tendrian que considerarse otras posibilidades. Panak et al., (2000) ya describio
bandas de emisién parecidas a las obtenidas por nosotros asociandolas a
uniones con grupos fosfato de la pared celular. Por otro lado la especie con
tiempo t, posiblemente corresponda a un carbonato de calcio y uranio como ya
hemos mencionado en el parrafo anterior. En el caso de los estudios a
concentracion 0,1 mM, las especies con tiempos f, y f3 pueden ser similares a
las anteriormente propuestas para las concentraciones 0,01 y 0,05. Ademas se
encontré una especie (t/) que, como ya hemos dicho, desplazaba las bandas
de emision. Esta especie podria ser algun fosfato inorganico como la saleeita
(Mg[UO2]2[POu4)2 « 10[H20]). En este sentido Geipel et al. (2000) describié para
este mineral un tiempo de vida de la fluorescencia similar al obtenido por
nosotros, aunque las bandas de emision de fluorescencia descritas por ellos
serian demasiado parecidas a las obtenidas sin incluir esta especie en los

analisis con lo que no podria producir ese desplazamiento antes mencionado.

Los resultados obtenidos para las bandas de emision de fluorescencia
en muestras en suspension fueron similares a los obtenidos para las muestras
con biomasa secada (Figura 5.10B, Tabla 5.3). Mientras que los tiempos de
vida obtenidos fueron algo distintos (Figura 5.11 derecha, Tabla 5.3). Esto fue
debido no solamente a la presencia de las moléculas de agua, como ya se
menciono en las muestras preparadas en perclorato sodico 0,1 mM, sino
también a la presencia de numerosas sales presentes en el agua de mar, asi
como la existencia de especies de cabonatos en solucion. En este sentido en
estas muestras se encontraron para las tres concentraciones tres especies de
uranio que posiblemente correspondan a carbonatos o fosfatos anteriormente

descritos asi como a carbonato de uranio en solucion.

Para determinar la naturaleza de los complejos de uranio formados por
las células de la cepa MAH1, en funcion del pH de la solucion de uranio, asi
como los parametros estructurales de los mismos se ha recurrido al uso de
espectroscopia de absorcion de rayos X. XAS es una técnica moderna, basada
en radiacién sincrotrén, utilizada para determinar tanto el estado de oxidacién

(X-ray Absorption Near Edge Spectroscopy, XANES) como identificar el
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namero de atomos y sus distancias en la estructura local (Extended X-ray
Absorption Fine Structure, EXAFS) de los radionucléidos y lantanidos fijados
por las células bacterianas. Es una de las pocas técnicas analiticas que permite
aportar informacion en cuanto al ambiente local de los actinidos en muestras

bacterianas a concentraciones muy bajas.

Los resultados obtenidos (Figura 5.14, Tabla 5.4) indican que la
especiacion del uranio asociado con las células de la cepa MAH1 es
dependiente del pH de la solucion de uranio. A valores de pH 2 y 3 el uranio
estd coordinado con los grupos fosfato de origen organico, ya que los
espectros de uranio formados por las células a estos dos valores de pH
presentan gran similitud con el espectro de los complejos de uranio con
fosfatos organicos tales como U-fructosa-6-fosfato (Koban et al. 2005). Estos
grupos fosfato proceden, probablemente, tanto de los fosfolipidos de la
membrana plasmatica como del LPS de la membrana externa de la pared
celular. En el caso del pH 2, tanto los datos del HREM como los del TRLFS
indicaron la implicacion de los fosfatos organicos en la acumulacién de uranio
por esta cepa bacteriana. Sin embargo, a pH 3, la espectroscopia TRLFS llego
a identificar ademas de los grupos fosfatos, los carboxilos como principales
sitios de unién del uranio. El hecho de que EXAFS no llege a poner de
manifiesto el papel de los grupos carboxilo en la coordinacion de uranio podria
explicarse probablemente por la insensibilidad de esta técnica para detectar
grupos funcionales que jueguen un papel minoritario en la especiacion de este

radionucléido.

Los parametros estructurales de los complejos de uranio formados por
las células de MAH1 a pH 4,3 son similares a los de los complejos formados
por la capa S de B. sphaericus JG-A12 (Merroun et al. 2005). En este caso el
uranio estaria coordinado tanto a grupos carboxilo como a grupos fosfato.

Estos resultados estarian de acuerdo con los del TRLFS.

Este trabajo demuestra el efecto del pH (2, 3, y 4,3) sobre la especiacion
de uranio asociado a las células de MAH1 (grupos fosfato en el caso de pH 2 y
3; y fosfato y carboxilo para el pH 4,3). Estos resultados estan de acuerdo con

los resultados obtenidos por Kelly et al. (2002) que demostraron la implicacion
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de los grupos fosfato de la pared celular de B. subtilis en la coordinacion del
uranio a valores de pH 1,5 y grupos fosfato y carboxilo a valores de pH entre 3
y4,5.

Esta dependencia se debe sobre todo a los cambios quimicos de la
pared celular de esta bacteria en funcion del pH ya que al aumentar el pH de la
solucion de contacto, ocurre una deprotonacién de los grupos carboxilo (a
partir del pH 3). Por lo tanto, cabe esperar que a pH 2 y 3 los grupos
mayoritarios implicados en la unidén del uranio sean fosfato ya que en estas
condiciones los grupos carboxilo estan protonados. A pH 4,3, los carboxilos

pierden protones y se encuentran disponibles para la coordinacion del uranio.
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6.1. Introduccion

Los grupos de los lantanidos (o REEs, del ingles “Rare earth elements”)
y actinidos se encuentran formados por una serie de elementos cuyo uso se ha
extendido rapidamente durante los ultimos afios. En el caso de los lantanidos,
han proliferado mucho los estudios encaminados a su uso en la medicina,
como agentes antitumorales para enfermos de cancer (Kostova, 2005), contra
la osteodistrofia renal (Malluche et al., 2008) o para el tratamiento de la
hiperfosfatemia en enfermos renales (Szeki y Hutchison, 2009). También se
han utilizado en la industria agraria, como fertilizantes en forma de REE(NOs3)3
(Tyler y Olsson, 2005; D'Aquino et al., 2009) y en la fabricacion de muchos
objetos de la vida cotidiana tales como cristales, ceramicas, bombillas vy
materiales fluorescentes. En el caso de los actinidos, el desarrollo de su uso ha
estado mas relacionado con las industria de la energia y la armamentistica
(Gavrilescu et al., 2009), aunque tienen importancia, en menor medida, en
otras ramas como en la medicina o, al igual que algunos lantanidos, en la

fabricacion de ceramicas y cristales.

Si bien hoy dia se discute tanto el posible impacto medioambiental como
el posible efecto perjudicial de los lantanidos en el ser humano (Feng et al.,
2006; Damment et al., 2007), si que se conoce ampliamente el efecto de los
actinidos en este sentido. Desde el punto de vista de la salud humana, el
uranio se ha asociado a dafos renales (World Health Organization, 2005) y a
diferentes tipos de cancer como el de pulmén (Schubauer-Berigan et al., 2009),
y el contacto con torio, plutonio, americio o curio, se considerado como factor
de riesgo en relacion al cancer (Canu et al., 2008; Sokolnikov et al., 2008)
debido, en gran medida, a la emision de particulas alfa y particulas beta que
provocan (Nankawa et al., 2006; Lee et al 2009). Ademas se ha demostrado
que el curio [Cm(lll)] puede sustituir al calcio en numerosos procesos
fisiologicos (Evans, 1983). Desde el punto de vista medioambiental, muchos de
estos elementos pueden pasar a la atmosfera (Kulkarni et al., 2006; Hirose et
al., 2009) y a los acuiferos para, en ultima instancia desembocar en rios y

océanos (Singer et al., 2009).
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En los ambientes acuaticos, la distribucién y concentracion de los
elementos traza disueltos, entre los que se pueden incluir tanto lantanidos
como actinidos, se encuentra sujeta entre otros factores (como el pH y Ey) a
las interacciones de estos elementos con las particulas suspendidas (Kuss et
al., 2001). En este sentido las bacterias y otros microorganismos juegan un
papel fundamental, ya que son capaces de influenciar y regular las condiciones
quimicas de los ambientes locales en los que se desarrollan. Haese (2000)
incluso ha llegado a mencionar que en muchos microambientes los flujos y
ciclos de los iones metalicos estan controlados exclusivamente por las
actividades bioldgicas. Este control afecta incluso a actinidos y lantanidos, aun
cuando estos no son necesarios para las funciones celulares y su quimica
difiere de otros metales mas comunes y, de hecho, su especiacion y
distribucion, tanto en fases solidas como en solucién, se ve afectada por las
bacterias (Francis, 1998; Lloyd et al., 2001; Fredrickson et al., 2004; Lloyd and
Renshaw, 2005; Suzuki and Banfield, 2005). Una mejor comprension de los
mecanismos mediante los que las bacterias pueden influir en los ciclos de
estos elementos, y en su movilizacion y/o inmovilizacion, parece indispensable
para poder evaluar el posible impacto medioambiental de vertidos de estos
elementos en ambientes acuaticos asi como el posible riesgo para humanos,
plantas y animales. Por tanto, se hace necesario la realizacion de estudios en
mayor profundidad sobre la especiacion de lantanidos y actinidos en estos
ambientes, asi como de su interaccién con los microorganismos presentes en
ellos y capaces de influir en la biodisponibilidad y, por tanto, capaces de reducir
el su posible impacto en el medioambiente. Muchos estudios se han llevado a
cabo sobre las interacciones de microorganismos con actinidos hexavalentes,
[ej. uranio (VI)] (Merroun et al. 2001; 2003; 2005; 2006). Sin embargo, las
investigaciones de la especiacion de actinidos trivalentes (curio, americio, etc.)
asociados con bacterias son muy escasas debido a la dificultad que supone la
manipulacion de estos elementos radioactivos que requiere el uso de
laboratorios especializados y con las licencias oportunas. Para superar estas
dificultades se recure a los estudios de interacciones microbianas con
lantanidos trivalentes que se usan como analogos inactivos de los actinidos

trivalentes.
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En este sentido, el objetivo del presente trabajo es estudiar diferentes
aspectos de la interaccidn de los lantanidos trivalentes (lantano y europio) con
la bacteria Idiomarina loihiensis MAH1, aislada del Mar de Alboran, (Gonzalez-
Mufoz et al., 2008) con vistas entender mejor los mecanismos de interaccidn
de bacterias de ambientes naturales con estos elementos, y actinidos
analogos, y del posible impacto de la contaminacion de estos elementos sobre
los microorganismos de ambientes naturales. Con esta finalidad se eligio esta
bacteria debido a la amplia distribucién que presenta el género Idiomarina en
diversos ambientes marinos (zonas de volcanes submarinos, superficie y
profundidades oceanicas, arena de playas y salinas), asi como por la presencia
de algunas caracteristicas fenotipicas que la hacen una buena candidata para
ensayos de sorcion de metales pesados. En cuanto al lantano y el europio se
han elegido como analogos inactivo de los actinidos trivalentes tales como el
curio (Cm) o el americio (Am) (Kazy et al., 2006), presentes en los desechos
radioactivos resultantes de las industrias nucleares cuyos vertidos, en
ocasiones, van a parar al mar. En este sentido, el europio, ademas de poseer
propiedades quimicas similares a la del curio y otros actinidos trivalentes, tiene
la ventaja de presentar también propiedades luminiscentes similares, siendo
por tanto un buen candidato a la hora de su uso en estudios con
espectroscopia TRLFS (del ingles “Time-Resolved Laser-induced Fluorescence
Spectroscopy”, espectroscopia de fluorescencia inducida por laser en tiempo

resuelto).

Para llevar a cabo estos objetivos se ha utilizado una metodologia
multidisciplinar, combinando estudios de tolerancia y sorcién, con microscopia
electronica de transmision de alta resolucion (HREM, del inglés “High
Resolution transmision Electron Microscopy”) acoplado a microanalisis por
energia dispersiva de rayos X (EDX, del inglés “Energy dispersive X-ray”) y
espectroscopia TRLFS. La espectroscopia TRLFS es una herramienta muy util
que ha sido utilizada en la determinacidon del estado quimico y especiacion de
elementos con propiedades de fluorescencia (Stephan et al., 2005; Gunther et
al., 2008; Skerencak et al., 2009), asi como para la determinacion del entorno
de coordinacion de las moléculas de un metal, con propiedades de

fluorescencia (Eu**, Cm*, etc.), fijado a una superficie sélida o a una bacteria
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en presencia de agua (Ozaki et al., 2006; Thakur et al., 2009). Ademas la
espectroscopia TRLFS es perfecta para la deteccién del europio a bajas
concentraciones ya que posee un limite de deteccion de 8-10 % mol/L. Esto es
de gran utilidad ya que las concentraciones de europio en el medio marino son
muy bajas. Gracias a esta técnica podemos realizar ensayos en condiciones

similares a las encontradas en el agua de mar.
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6.2. Material y métodos
6.2.1. Microorganismos

La bacteria utilizada para este estudio fue Idiomarina loihiensis MAH1,
perteneciente a nuestra coleccidon de cultivos y aislada del Mar de Alboran.
Ademas, para el estudio de la tolerancia al lantano, se utilizaron bacterias
cercanas filogenéticamente: Idiomarina loihiensis L2TR (DSMZ 15497),
Idiomarina baltica OS145 (DSMZ 15154) e Idiomarina abyssalis KMM227
(ATCC BAA-312).

6.2.2. Medios de cultivo y soluciones empleadas
e Medio para el crecimiento y mantenimiento de las cepas

Se utilizé el medio “Marine Broth” (DIFCO) para el mantenimiento de las
cepas asi como para la obtencion de biomasa para los diferentes

experimentos. Su composicion se describe a continuacion:

Medio “Marine Broth” (MB y MBs")

Peptona 5¢g NaHCOs; 0,16 g
Extracto de levadura 19 KBr 0,08 g
CeH507Fe 0,1g | SrCl, 34 mg
NaCl 19,4 g | H3BO3 22 mg
MgCl, 59¢g Na,SiO3 4 mg
Na,SOq4 3,24 g | NaF 2,4 mg
CaCl, 1,89 | NH4NO3 1,6 mg
KCI 0,55g | Na;HPO,4 8 mg
Agar’ 209 Agua destilada 1000 ml

MBs: Variante sélida del medio MB
e Solucién madre de lantano y europio

Se preparé una solucion madre 1 M de nitrato de lantano [La(NOs3);3
‘6H,0] disolviendo la cantidad correspondiente en solucion “background” de
perclorato sodico 0,1 M (NaClO4 - H20). La solucion se esterilizd mediante
filtracion, con filtros millipore de 0,45 um de poro, y se conservé hasta su uso a
una temperatura de 4 °C. La solucién madre se utilizd posteriormente para
preparar las diferentes soluciones de contacto, segun las condiciones de cada

experimento. Para la preparacién de la solucién madre de europio se partio de
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un preparado comercial (Merck) cuya composicion es: 1g/l de EuyOs en
solucién acuosa 2-3 % HNOs. A partir de esta solucion se preparo la solucion
madre 1mM de Eu*® afiadiendo la cantidad correspondiente del preparado

comercial en una solucién 0,1 M de HCIO,.

¢ Medio para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del lantano

La CMI del lantano se determiné utilizando un medio bajo en fosfatos

que denominamos LBT y cuya composicion describimos a continuacion:

Medio LBT
Triptona 249
Solucion de sales 10 ml
Agar 29
Agua destilada 100 ml

La solucidn de sales se preparo segun lo descrito por Rodriguez-Valera
et al. (1981).

Solucién de Sales

NaCl 5139
MgCl;, - 6H,0 94g
CaCl, - 2H,0 0,29
KClI 1,39
NaCO3zH 0,05¢g
NaBr 0,15¢
FeCls - 6H,O 0,7 ml
Agua destilada 1000

El FeCls - 6H,O se prepar6 como una solucién al 0,5 % p/v en agua

destilada para posteriormente afiadir 0,7 ml a la solucion de sales.

Una vez esterilizado el medio (121 °C, 15 min), se adiciond la solucién
de nitrato de lantano hasta alcanzar las siguientes concentraciones: 0,25 mM,
0,5 mM; TmM; 2mM; 4mM; 8mM y 16mM.
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6.2.3. Preparacion de la biomasa para los diferentes experimentos

La biomasa fue obtenida a partir de cultivos de 24 h de la bacteria en
medio MB. La biomasa se recogié por centrifugacion (12000 rpm, 20 min) y se
lavo dos veces con perclorato sédico 0,1 M para retirar los restos de medio de
cultivo (salvo para los experimentos de CMI del lantano, en cuyo caso se lavd
con NaCl al 1 %). Por ultimo, el pellet se resuspendié en la misma solucién de

lavado ajustando la densidad 6ptica a 0,530 aproximadamente (A = 620 nm).
6.2.4. Determinacion del peso seco

Aunque todos los experimentos de contacto bacteria/lantano se llevaron
a cabo utilizando biomasa humeda, se necesitdo determinar el peso seco para
poder calcular posteriormente la cantidad de lantano fijado por gramo de
biomasa seca y para poder ajustar los datos experimentales obtenidos a los

diferentes modelos matematicos.

Para determinar el peso seco, una vez preparada la suspension
bacteriana segun el apartado 6.2.3, se distribuy6 en tubos a razén de 25 mly
se centrifugd (8000 rpm, 10 min). El pellet obtenido de cada uno de los tubos
se resuspendio en 1 ml de solucién salina (NaCl 0,9 %) y se transfirié a un tubo
eppendorf (tubos previamente secados y pesados). Se volvid a obtener la
biomasa por centrifugacion (10000 rpm, 10 min) y se secd en una estufa a 70
°C durante 24 horas. A continuacion se determind el peso usando una balanza
de precision Sartorius LA 120S. A la densidad Optica ajustada, a 25 ml del

cultivo corresponden aproximadamente a 6,5 mg de biomasa seca.
6.2.5. Estudio de la tolerancia al lantano

Para estudiar la tolerancia al lantano de /. loihiensis MAH1, y otras
bacterias cercanas filogenéticamente, se procedié a determinar la CMI del
lantano. Para ello, se prepararon placas de medio LBT con las concentraciones
antes descritas de nitrato de lantano (por triplicado), posteriormente cada placa
se dividio en 4 sectores y cada sector se inoculé con 2 yl de las suspensiones
bacterianas, preparadas segun el apartado 6.2.3. Las placas se incubaron a 28

°C y se revisaron peridodicamente.
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6.2.6. Cinética de sorcion del lantano

Para la realizacion de la cinética de sorcion se tomaron alicuotas de 25
ml de la suspensién preparada segun el apartado 6.2.3 y el pellet obtenido se
resuspendio en 10 ml de la solucidn de contacto (solucién de nitrato de lantano
0,5 mM a pH 5 y usando como solucion “background” perclorato sodico 0,1 M).
Los tiempos de contacto utilizados fueron 5, 10, 20, 30, 60 min, 24, 48 y 72 h,
incubandose en todos los casos a 28 °C y agitacion (se prepararon 3 réplicas

por cada tiempo).

Tras el periodo de contacto, se centrifugaron las muestras y se tomé 1
ml del sobrenadante de cada una de ellas para, posteriormente, determinar la
cantidad de lantano presente mediante Espectrometria de masas con fuente de
plasma acoplado (ICP-MS, del inglés “Inductively-Coupled Plasma Mass
Spectrometry”). La cantidad de metal fijado por gramos de biomasa seca se
determiné mediante un balance de masa del metal segun la ecuacion (Volesky
1990):

V(Ci-Cyp)

m

(1) q=

Donde g son los mg de lantano fijados por gramo de biomasa seca, V es
el volumen de la muestra en litros, C; y Cr son las concentraciones inicial y final

del metal en la solucién (mgL™") y m la cantidad de biomasa seca (g).
6.2.7. Isotermas de sorcion del lantano

Para la realizacion de las isotermas de sorcidn se prepararon soluciones
de contacto a 3 pHs diferentes (2, 3 y 5), utilizando seis concentraciones
distintas (0,015; 0,03; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5 mM) para cada pH. El proceso de
preparacion de las muestras fue similar al descrito en el apartado anterior. El
tiempo de contacto en todos los casos fue de 48 horas, a 28 °C y agitacion,
realizandose 3 réplicas por cada tratamiento. Por ultimo, tras determinar la
cantidad de lantano fijado mediante la ecuacion anteriormente descrita, se
procedié al analisis de los datos obtenidos mediante el uso de los modelos
matematicos de Langmuir (1918) (2), Freundlich (1906) (3), Temkin (1940)
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(4) y Dubinin-Radushkevich (D-R) (1947) (5) reflejados en las ecuaciones

siguientes:
KiCe 1/
@4 = dmaxpyrs () e =Kp €

(4)qe = ~-In (aC,)

(5) 9o = GQmax exp{—B (RT In [1 +Cie])2} €= RT In [1 +Cle]

En las que q. es la cantidad de metal fijjado, gmax la capacidad maxima
de sorcidon de la monocapa saturada, K, la constante de sorcion en el equilibrio
(I/mg), Kr una constante relacionada con la capacidad de sorcion, C. la
concentracion del metal en el equilibrio (mg/l), n constante relacionada con la
intensidad de la sorciéon, R la constante de los gases (8,314 J/mol °K), T la
temperatura absoluta (K), b la constante de Temkin (kJ/mol), a la constante de
la isoterma de Temkin (I/g), B la constante de la isoterma de Dubinin-
Radushkevich y ¢ el potencial de Polanyi. Para este ultimo modelo también se

calculd la energia libre de sorcién (E) (kd/mol) mediante la ecuacion:
6) E = (2B)%5

Para determinar si el proceso de sorcion fue favorable, no favorable,
lineal o irreversible, se estudid el factor de separacion (R;) mediante la

siguiente ecuacion:

1

(N Ry, = (1+K,.Co)

Donde Cy es la concentracion de metal inicial y K, la constante de

sorcion en el equilibrio segun el modelo de Langmuir (Kiran y Kaushik, 2008).
6.2.8. Efecto del pH

El efecto del pH se estudié utilizando una solucién de contacto de nitrato
de lantano 0,5 mM (a pH 2, 3, 4, 5 y 6, usando como soluciéon background
perclorato sodico 0,1 M). La biomasa se prepardé segun lo descrito en el

apartado 6.2.3 y el pellet obtenido (de 25 ml de la suspensidn) se resuspendid
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en 10 ml de las soluciones de contacto y se incub6 en agitacion a 28 °C
durante 48 h (3 replicas por cada pH). Por ultimo se retiré la biomasa de la
solucion y se determind la cantidad de metal presente en la solucion mediante
ICP-MS. La cantidad de metal fijado por gramo de biomasa seca se determind

mediante la ecuacion (1).

6.2.9. Espectroscopia de fluorescencia inducida por laser en tiempo

resuelto (TRLFS) de los complejos de europio-l. loihiensis MAH1
e Preparacién de las muestras

Para la preparacién de las muestras a analizar mediante TRLFS se

utilizaron dos tipos de soluciones de contacto:
1. Muestras preparadas en perclorato sédico

Se prepararon soluciones de contacto de o6xido de europio a las
siguientes concentraciones y pHs: 0,01 mM (pH 3,5y 7)y 0,5 mM (pH 2, 3y 5)
en solucién acuosa de perclorato sédico 0,1 M. La biomasa fue preparada tal y
como se describioé en el apartado 6.2.3; se recogi6 la biomasa, se resuspendid
en 10 ml de la solucién de europio y se puso en agitacion a 28 °C, al igual que
en la realizacién de la cinética e isotermas. Tras un periodo de 24 horas se
procedio a extraer 1 ml para su analisis por TRLFS. Esto mismo se repiti6é a las

48 horas de incubacion.
2. Muestras preparadas en agua de mar

El proceso fue similar al descrito en el punto 1 de este apartado, salvo el
hecho de que las soluciones de 6xido europio (0,01 y 0,1 mM) se prepararon

en agua de mar.
¢ Analisis de las muestras por TRLFS

Las medidas por TRLFS se realizaron en la unidad de radioactividad del
centro de investigacion Dresden-Rossendorf en Dresden (Alemania). Como
fuente de excitacion se utilizé un haz pulsado generado por un laser Nd:Yag-
OPO (Inlite Continuum Inc., Santa Clara, Usa). El espectro de emisién de la

fluorescencia se recogido mediante un sistema Optico multicanal compuesto de
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un monocromador (Oriel MS 257), un espectrdgrafo con diferentes rejillas y una
camara ICCD (CCD intensificado) (Andor iStar). La longitud de onda del haz
utilizado fue de 395 nm. El espectro de fluorescencia del europio se recogio
desde los 570 a 640 nm.

Las bandas de emision y los tiempos de vida de los espectros obtenidos
fueron analizados mediante el programa Origin 8.0 (OriginLab Ltd., USA). Para
el analisis de las bandas de emision se utilizé6 el médulo Peakfiting ajustando
los picos del espectro a un modelo tedrico de funcién de tipo Lorentz. Para el
de los tiempos de vida se realizé un analisis de curvas no lineales utilizando
ecuaciones de disminucion exponencial de 1, 2% y 3% orden. El nimero de
moléculas de agua de la esfera de coordinacion de europio fue calculado

siguiendo la siguiente ecuacion (8) (Kimura et al., 1996):
8)nH,0 + 0.5 = 1.07 - %

Donde n es el numero de moléculas de aguay t el tiempo de vida.

6.2.10. Estudio de la localizacién celular del lantano y europio fijado por I.
loihiensis MAH1 mediante microscopia HREM acoplado a analisis por
EDX

Para este estudio se prepararon muestras de biomasa de /. loihiensis
MAH1 del mismo modo que se ha descrito en los apartados anteriores, que se
pusieron en presencia de lantano y de europio (0,5 mM, pHs 2, 3, y 5 para
ambos metales), utilizando como solucién de contacto perclorato sédico 0,1 M.
Ademas, en el caso del europio también se ensay6 a concentracion 0,1 mM en
agua de mar. El tiempo de contacto para todas las muestras fue de 48 h, a 28
°C vy agitacion, transcurrido el cual se recogié 1 ml de cada muestra para su
fijacion. Para llevar a cabo esta fijacién se desarrolld, en colaboracién con el
servicio de preparacion de muestras biolégicas del Centro de Instrumentacion
Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada, un fijador especial para

bacterias marinas, cuya composicidn se detalla a continuacion:
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Fijador para bacterias marinas
Glutaraldehido 4 %
Tampodn cacodilato 0,2M
CaCl 0,1 %
Sacarosa 0,4M

Este fijador tiene la caracteristica de poseer una osmolaridad de 1205
mOsM, siendo muy parecida a la del agua de mar, con lo que su utilizacion
previno el colapso de las células, colapso que ocurre al anadir un fijador
convencional. Las muestras se fijaron (4 h a 4 °C) y posteriormente se lavaron
en tampon cacodilato 0,1 M (3 lavados de 20 min a 4 °C). El pellet, una vez
fijado y lavado, se postfijé con tetroxido de osmio al 1% en agua (60 min, 4°C),
se lavo en agua destilada (3 lavados de 5 min a temperatura ambiente) y se
deshidraté en un gradiente de etanol para su posterior inclusion en resina
EMbed 812. Una vez obtenidos los bloques se procedié a la realizacién de
cortes ultrafinos de 50-70 nm de espesor en un ultramicrotomo Reichert
Ultracut S con cuchilla de diamante. Estos cortes se montaron en rejillas de
cobre y se contrastaron con citrato de plomo segun Reynolds (1963) en una
atmosfera exenta de CO,, durante 5 minutos. Por ultimo las muestras se

recubrieron con carbon.

Las muestras se examinaron en un microscopio electréonico de alta
resolucion modelo Philips CM 200. Los analisis por EDX se realizaron a 200 kV
con un tiempo de exposicion de 100s. Para el estudio de difraccion de
electrones se utilizd6 este mismo microscopio en el modo de difraccién con una

camara de 1000 mm y un tiempo de exposicion de 15 a 20s.
6.2.11. Calculo de la especiacion del europio en diferentes condiciones

La especiacidon tedrica del europio, preparado tanto en la solucién de
agua de mar como en la solucion de perclorato soédico 0,1 mM, se estudid
mediante el programa Visual Minteq 3.0 (Gustafsson et al., 2009). Para el caso
de la especiacion del europio en agua de mar los datos que se suministran al

programa son: Calcio, 412 ppm; magnesio, 1291 ppm; sodio, 10768 ppm;
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potasio, 399 ppm; cloruro, 19353 ppm; amonio, 0,03 ppm; nitratos, 0,29 ppm;
alcalinidad, 141 ppm; sulfatos (SO42), 2712 ppm; pH 7,2; temperatura, 25 °C;
pe 8,451.
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6.3. Resultados

En relacion a la tolerancia al lantano de la bacteria I. loihiensis MAH1 asi
como de otras bacterias cercanas filogenéticamente utilizando un medio bajo
en fosfatos para evitar la precipitacion del metal, los resultados obtenidos
claramente muestran que tanto /. loihiensis MAH1 como las bacterias cercanas
filogenéticamente poseen una tolerancia notable al lantano (Tabla 6.1), muy
parecida, por otro lado, a la obtenida para otros metales, como por ejemplo
para el uranio (Capitulo 5). En cuanto al lantano, la bacteria puede tolerar hasta

concentraciones de 4 mM en el medio de cultivo empleado.

Bacteria CMI del lantano (mM) Referencia
Idiomarina loihiensis MAH1 8 Este trabajo
Idiomarina abyssalis 4 Este trabajo
Idiomarina baltica OS145 8 Este trabajo
Idiomarina loihiensis L2TR 8 Este trabajo
Myxococcus xanthus 422 2,5 Jroundi 2004

Tabla 6.1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del lantano para
diferentes especies de Idiomarina y de M. xanthus.

El estudio de la cinética de sorcion del lantano a pH 5 y la influencia del
pH nos dio una idea de la capacidad de sorcion del lantano por esta bacteria y
del efecto del pH sobre el proceso (Figura 6.1 y 6.2). I. loihiensis MAH1 fijé
aproximadamente 55 mg de lantano/ g biomasa seca tras 72 horas de contacto
con el metal, valor muy parecido al encontrado por otros autores para otras
bacterias como Pseudomonas aeruginosa (Texier et al., 1999). Este valor de
sorcién se alcanzé pasados los 60 minutos de incubacion. En referencia al
efecto del pH, como puede verse en la Figura 6.2 la capacidad de sorcién
disminuy6 al bajar el pH. Dicho con mayor precision, I. loihiensis MAH1 fijé 15,
23 y 53 mg/gr a pHs 2, 3 y 4, respectivamente. Ademas se estudio la capacidad
de sorcion a pH 6 que, al igual que a pH 4, resultdé ser menor que a pH 5 (43
mg/g). Por tanto, aunque la diferencia de fijacion entre el pH 4 y 5 no es muy
pronunciada, podemos concluir que el pH 5 es el pH 6ptimo para la sorcion del

lantano.
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Figura 6.1. Cinética de sorcion del lantano por /. loihiensis MAH1 a pH 5.

El efecto del pH fue corroborado por los resultados obtenidos al realizar
las isotermas de sorcion (Figura 6.3 y 6.4). Segun las isotermas, la capacidad
de sorcion es muy similar a pH 2, 3, y 5 a bajas concentraciones (0,015 — 0,06
mM), mientras que a concentraciones de lantano superiores esta similitud
desaparece. Tanto a pH 2 como pH 3 los datos se ajustaron correctamente a
los modelos de Langmuir, Freundlich y Temkin, mientras que a pH 5 los datos

no pudieron ajustarse a ninguno de los modelos matematicos utilizados.
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Figura 6.2. Cantidad de lantano fijado en funcion del pH utilizado.
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Figura 6.3. Isotermas de sorcion del lantano por /. loihiensis MAH1 a diferentes pHs.
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Figura 6.4. Cantidad de lantano fijado en funcion de la concentracion de lantano inicial utilizada
y del pH.
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El ajuste de los datos experimentales a los diferentes modelos
matematicos, asi como los diferentes parametros de cada uno, pueden verse
en la Figura 6.5 y en la Tabla 6.2. Las isotermas de sorciébn mostraron que la
incrementarse la

capacidad de acumulaciéon de lantano aumento al

concentracion del metal en la solucion y el pH.

R* Qmax (M)  Ki (/mg)
pH 5 0,402 55,55 0,085
Langmuir pH 3 0,940 21,27 0,162
pH 2 0,925 10,86 0,037
R? Ks n
pH 5 0,436 6,043 1,472
Freundlich pH 3 0,980 4,355 2,594
pH 2 0,954 0,532 1,451
R? a b (kJ/mol)
pH 5 0,684 3,980 0,294
Temkin pH 3 0,908 5,179 0,807
pH 2 0,942 0,627 1,289
R? B q max E (kJ/mol)
pH 5 0,770 0,551 58,96 0,952
D-R pH 3 0,780 0,117 11,33 2.067
pH 2 0,788 1,558 4,280 0.566

Tabla 6.2. Principales parametros de los modelos matematicos utilizados para el
tratamiento de los datos de las isotermas de sorcidn. R® = coeficiente de correlacion;
g max= capacidad maxima de sorcion; K = constante de sorcién en el equilibrio; K;=
constante relacionada con la capacidad de sorcion; n= constante relacionada con la
intensidad de sorcion; a y b= constantes del modelo de Temkin; B= constante de la
isoterma de Dubinin-Radushkevich (D-R); E= Energia libre de sorcion.

1 A
.
08 4"
L
06 "i.'- —e—pH5
& N\ —=—pH3
04{ m_° pH2
0.2 1 —~—
|
0 | . . .
0 20 40 60 80
Co(mgl)

Figura 6.6. Factor de separacion R, frente a la concentracion inicial de metal a pHs 2,
3y5.
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Para determinar la localizacion del lantano fijado se empled la
microscopia HREM. Los datos obtenidos mostraron que el lantano se fij¢ a la
pared celular y al EPS en los 3 pHs ensayados. A pH 3 y 5 los acumulos del
lantano fijado tenian una morfologia de hilo o aguja, mientras que a pH 2 la
morfologia era granular (Figura 6.7). Este lantano posiblemente esta fijado a
grupos fosfato de la pared celular y/o EPS, tal como puede deducirse de los
microanalisis realizados (Figura 6.9) en los que existen picos de fosforo
ademas de los del lantano. Cabe destacar que a pH 2 y 3 algunos de estos
acumulos dieron difraccion de electrones lo que denota su estructura cristalina.
Estos cristales posiblemente sean de fosfatos de lantano, ya que en los
microanalisis aparecen picos correspondientes a fosforo (Figura 6.9). En
relacion al pico de silicio, que aparece en los diferentes microanalisis, hay que

decir que es debido al propio detector del sistema EDX.

También se estudio la localizacién celular del europio (Figura 6.8 y 6.10)
para poder compararlo con los datos obtenidos con el lantano. Estos estudios
indican que el europio se fijo en la pared celular y en el EPS, salvo en el las
muestras preparadas a pH 2 en las que sélo se observé en la pared. La
localizacion del europio en muestras preparadas en una solucion de contacto
de agua de mar fue similar a la de las muestras preparadas en perclorato
sbdico, encontrandose, por tanto, el europio fijado en la pared celular y en el
EPS. Hay que destacar que, tanto en las muestras de europio preparadas en
una solucién de perclorato sédico como las preparadas en agua de mar, no

dieron difraccion de electrones, a diferencia de las muestras de lantano.

Los estudios mediante TRLFS nos sirvieron para poder determinar los
parametros fluorescentes (tiempo de vida, Figura 6.13 y bandas de emision de
fluorescencia, Figuras 6.11 y 6.12) de los complejos de europio formados por la
bacteria. Estos parametros espectroscopicos nos aportan informacion en
cuanto a la especiacion quimica del europio asociado con la bacteria. Ademas,
esta técnica espectroscopica permite calcular el numero de moléculas de agua
excluidas de la esfera de coordinacién del europio por los grupos funcionales

de la bacteria. En este sentido, como ya mencionamos en el apartado de
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meétodos, se utilizaron dos soluciones de contacto, percloratos sodico 0,1 M y

agua de mar.

Para la solucién de contacto de perclorato sédico, las bandas de emision
de fluorescencia se localizaron a 590 y a 615 nm, en todos los casos
estudiados tanto en los controles como en las muestras experimentales);
ademas, a pH igual o superior a 5 (en las muestras de europio con [. loihiensis
MAH1), se localizé una banda de emision a 578 nm aproximadamente, que
puede ser asociada a la especiacion del europio con grupos carboxilo o
hidroxilo (Tabla 6.5, Figura 6.11). Desde el punto de vista de los tiempos de
vida, por una parte, los tiempos obtenidos a pH 5 y 7 (concentraciones de
europio 0,01 y 0,5 mM) son similares a los obtenidos para la especiacion de
europio por carbonatos (Eu(COs3),") (Plancque et al., 2003), mientras que los
tiempos de vida obtenidos para pH 3, aunque parecen diferir de los obtenidos a
pH 5y 7, son un mezcla de la especie libre de europio (Eu*) y europio
asociado a los grupos funcionales de la bacteria (Tabla 6.5). Esto se comprobé
al realizar el analisis de los tiempos de vida con un modelo bi-exponencial en el
que la especie libre de europio se fijo a 110 ps y la segunda especie se dejd
libre. En relacion a los estudios a pH 2, parece que no es posible este tipo de
analisis por lo que pensamos que la coordinacion del europio puede ser de una
manera distinta. Destacar que el tiempo de vida obtenido para el control a pH 7
debe ser una mezcla de diferentes especies, ya que, aunque a este pH aun
queda un alto porcentaje de europio libre, empiezan a formarse otro tipo de
especies como iones carbonatos e hidroxilos, tal y como puede verse en la

especiacion del europio (Tabla 6.3).

Especie Proporcion (%)
Eu™ 86,934
Eu(COs), 0,031
Eu(CO,)" 9,395
Eu(OH)," 3,26
Eu(HCO,)™ 0,381

Tabla 6.3. Especiacién del europio (0,01 mM) en una solucién de perclorato sédico 0,1 M

En el caso de los analisis de las muestras control preparadas en agua de

mar a concentraciones de 0,01 mM y 0,1 mM, los tiempos de vida obtenidos,
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(151 £ 10 y 126 £ 1,8 ys, respectivamente) son comparables a los tiempos de
vida de los complejos de carbonatos de Eu (Eu(CO3)*) (Plancque et al., 2003).
Estos resultados corroboran los resultados de los estudios tedricos de
especiacion de europio en estas condiciones que indicaron la formacion de
especies de carbonatos de europio (Eu(COs),” y Eu(CO3)", (93 %) con un

porcentaje mucho menor de hidroxilos y sulfatos de europio (Tabla 6.4).

Especie Proporcion (%)
Eu™ 1,738
Eu(COs), 52,294
Eu(CO,)* 41,082
Eu(OH)," 1,088
Eu(Cl)," 0,494
Eu(SO4), 0,531
Eu(SO,)* 2,643
Eu(HCO;)™ 0,129

Tabla 6.4. Especiacion del europio (0,1 mM) en agua de mar

En el caso de las muestras bacterianas puestas en presencia de
europio, a concentraciones de 0,01 mM y 0,1 mM, los tiempos de vida
obtenidos, 256 y 328 ym son superiores a los de las muestras controles. Estos
resultados indican que los grupos funcionales de la bacteria juegan en este
caso un papel importante en la interaccion con este elemento. Estos tiempos
de vida son similares a los de especies de carbonatos de europio (Tabla 6.5 A
y B) asi como los tiempos de vida de los complejos de europio formados por las
grupos carboxilos de las células de B. subtilis a pH 5. Por ello, se puede
concluir que tanto los grupos carboxilos bacterianos como los carbonatos
precipitados por la bacteria estan asociados con europio. La disminucién del
numero de moléculas de aguas en la primera esfera de hidratacion del europio
es coherente con el hecho de estas interacciones. Los tiempos de vida (Figura
6.13), las bandas de emision de fluorescencia, asi como otros parametros del

analisis TRLFS, pueden verse en la Tabla 6.5 Ay B.
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Figura 6.7. Fijacion de lantano por I loihiensis MAH1 y difraccién de electrones de los
acumulos de lantano fijado. Acumulos de lantano en la pared y en el EPS a pH 5 (A; B), 3 (C;
D) y 2 (E; F). Difraccion de electrones de acumulos en la pared a pH 3 (C) y en el EPS a pH 2

(E)

203



Estudios sobre la interaccion del lantano y europio con Idiomarina loihiensis
MAH1

Figura 6.8. Fijacion de europio por |. loihiensis MAH1. Acumulos de europio en la pared y en el
EPS a pH 5 (A; B). Acumulos de europio en la pared a pH 3 y EPS (C; D). Acimulos de europio
en la pared a pH 2 (E; F) (los acumulos en el interior de la célula corresponden a acumulos de
uranio y no de europio). Fijacion del europio en el EPS (G) y en la pared (H) en muestras
preparadas usando una solucién de agua de mar.
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Figura 6.9. Analisis EDX de los acumulos de lantano: (A) pH 5 en el EPS. (B) pH 5 en la pared celular. (C) pH 3 en el EPS. (D) pH 2 en la pared.
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Figura 6.10. Analisis EDX de los acumulos de europio: (A) a pH 5 en el EPS. (B) pH 3 en la pared. (C; D) Acumulos extracelulares y en la pared (agua de
mar).
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Figura 6.11. Espectros de emision de fluorescencia de los complejos de europio-/. loihiensis
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mM (B). Flecha: pico de emision de fluorescencia tipico en carbonatos.
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MAH1 en muestras preparadas en agua de mar
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Figura 6.13. Disminucién de la emision de fluorescencia de los complejos de europio-/.

loihiensis MAH1 en diferentes muestras
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Especie Bandas de emision de FWMH (nm) Proporciéon lrel lrel Tiempo de  Moléculas de
fluorescencia (nm) (Is00/1614) (590)° (614)° vida (us) agua
Solucién: NaClO, 0,1M
[Eu*®] = 0,01 mM
Eu*f/l. loihiensis MAH1 (pH 3) 590,7 - 614,0 5,8/8,5 1,0/1,5 1 1,5 245 +10,0 3,7+0,5
Eu*f/l. loihiensis MAH1 (pH 5) 578,2-590,7 -615,4 0,5/56/7,6 1,0/2,5 1 2,5 313+£7,0 28+0,5
Eu*f/l. loihiensis MAH1 (pH 7) 578,3-590,7 - 615,0 0,7/5,0/7,1 1,0/ 3,1 1 3,1 321+£22,0 27+0,5
Eu*® control (pH 5, pH 3) 590,8 -615,4 46/79 3,5/1,0 1 0,3 111 +6,6 9,0£0,5
Eu*® control (pH 7) 577,5-590,3-615,8 1,3/5,5/9,0 1,3/1,0 1 0,8 183 £ 23,0 52+0,5
[Eu+3L= 0,5mM
Eu™/l. loihiensis MAH1 (pH 2) 590,7 - 614,7 48/8,6 20/1,0 1 0,5 146 + 3,6 6,7+0,5
Eu*/I. loihiensis MAH1 (pH 3) 590,6 - 614,9 49/8,5 1,7/1,0 1 0,6 179+5,0 53+£0,5
(365y 110)
Eu*’/I. loihiensis MAH1 (pH 5) 578,2 -590,7 - 615,3 0,4/51/6,5 1,0/2,5 1 2,5 323+6,0 27+0,5
Eu* control (pH 2, 3y 5) 590,7 - 615,7 48/8,3 3,56/1,0 1 0,3 110+0,5 9,0+0,5°
Referencias
®Eu(CO3)" 580,0 - 591,0 - 616,0 1/2 180 + 20 50+0,5
®Eu(CO3), 580,0 - 592,0 - 616,0 1/3 290 + 30 3,0+£0,5
AEu(CO3)s> 580,0-594,0-617,0 1/4 440 £ 40 20+0,5
aEu(’OH)2+ 580,0 - 593,0-615,0 1/1 50+5
°Eu*®/Bacillus subtilis pH 5 230+ 20 41+0,5
730 £ 30
°Eu’’/ A. poliacrilico 290 + 20 31%0,5
°Eu**/glicerol-2-fosfato 704 £ 30 0,9+0,5

@ Plancque et al. 2003, ®Markai et al., 2003, ° (Ire1 = Intensidad relativa) Valor 1 para la intensidad de la banda de emision de fluorescencia situada a 590 nm.

Tabla 6.5 A. Parametros de fluorescencia de las diferentes muestras analizadas (solucién de contacto NaClO,) asi como de algunos compuestos de

referencia.
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Especie Bandas de emision de FWMH (nm) Proporciéon lrel lrel Tiempo de  Moléculas de
fluorescencia (nm) (Is00/1614) (590)° (614)° vida (us) agua

Solucién: Agua de mar
[Eu™]=0,01 mM

Eu"/I. loihiensis MAH1 590,0 - 614,8 59/7,2 1,0/2,3 1 2,3 256 + 12,0 35+0,5
Eu" control 577,8 - 590,6 - 615,5 1,1/6,6/8,1 1,0/3,0 1 3,1 151 + 10,0 6,4+0,5
[Eu™] =0,1 mM
Eu* /. loihiensis MAH1 578,4 - 590,8 - 614,9 04/59/76 1,0/1,9 1 1,9 328 +4,0 26+0,5
Eu*® control 577,9 - 590,9 - 615,4 0,8/59/6,9 1,0/3,0 1 3,0 126+ 1,8 78+0,5
Referencias

?Eu(CO3)" 580,0 - 591,0 - 616,0 1/2 180 + 20 50+0,5
°Eu(CO3), 580,0 - 592,0 - 616,0 113 290 + 30 3,0+0,5
2Eu(CO3)s> 580,0 - 594,0 - 617,0 1/4 440 + 40 2,0+0,5
2Eu(OH)** 580,0 - 593,0 - 615,0 1/1 50+5

°Eu*®/Bacillus subtilis pH 5 230+ 20 41+0,5

730 + 30

°Eu’*/ A. poliacrilico 290 + 20 31+05
°Eu**/glicerol-2-fosfato 704 + 30 0,9+0,5

@ Plancque et al. 2003, ®Markai et al., 2003, ° (I = Intensidad relativa) Valor 1 para la intensidad de la banda de emisién de fluorescencia situada a 590 nm.

Tabla 6.5 B. Parametros de fluorescencia de las diferentes muestras analizadas (solucion de contacto agua de mar) asi como de algunos compuestos de
referencia.
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6.4. Discusion

Los lantanidos son un grupo de elementos cuyo uso se ha extendido
notablemente gracias a algunas de sus propiedades, como la emision de
fluorescencia y conductividad (Vijayaraghavan et al., 2009). También se esta
investigando su uso como agente antitumoral y como fertilizante, aunque con
esta ultima finalidad lleva usandose en China desde hace mas de 20 afos. En
este sentido, algunos estudios sobre la agricultura en China han demostrado
que la utilizacién en bajas dosis de REEs aumenta la productividad de algunos
tipos de cultivos (Tyler 2005). Sin embargo se conoce muy poco sobre la
toxicidad de estos elementos y en los ultimos afos ha habido mucha
controversia al respecto. Feng et al., (2006) estudiaron el efecto neurotdxico
que podria producir el cloruro de lantano en ratas Wistar, encontrando que una
exposicién prolongada con dosis de 40 mg/kg, podria llegar a producir dafos
en la capacidad de aprendizaje de estas ratas. Hay que mencionar que este
estudio fue duramente criticado por Damment et al. (2007) en una carta al
editor que, posteriormente, fue defendida por He et al. (2007) en otra carta.
Otros estudios describen la posible implicacion del lantano en cardiomiopatias
(Shaowu y Pin, 2005) y en cambios en la estructura mitocondrial, permeabilidad
de la membrana y aumento de los niveles intracelulares de especies reactivas
del oxigeno (ROS) (Liu et al., 2003). Por otro lado Damment et al. (2005)
estudiaron la genotoxicidad en diversas bacterias y células, encontrando que a
las concentraciones ensayadas no se producian efectos mutagénicos. En
nuestro caso hemos estudiado la tolerancia que presenta la bacteria |
loihiensis MAH1 a diferentes concentraciones de nitrato de lantano obteniendo
que la bacteria es tolerante a concentraciones de 4 mM de lantano (Tabla 6.1).
Si bien es dificil comparar con otras bacterias, debido a la escasez de estudios
existentes sobre el tema, hay que destacar que la tolerancia encontrada es
similar a la encontrada para otros metales estudiados en nuestro laboratorio,
como es el caso del uranio (Capitulo 5), plomo y manganeso (datos no
mostrados), dos de los cuales si son considerados como toxicos (Redy et al.,
2010; Al-Masri et al., 2010).
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Por otro lado el estudio de la cinética de sorcion (Figura 6.1), y efecto del
pH (Figura 6.2) sobre la capacidad de sorcion, revelaron que . loihiensis MAH1
puede fijar concentraciones de hasta 55 mg de La/g biomasa seca (0,398
mmol/g) a un pH de 5, pH que resultd ser el 6ptimo para la sorcion. En relaciéon
a la capacidad de sorcion del lantano si que existen numerosos estudios en los
que se han empleado diversas bacterias. Como ejemplos podemos citar a
Texier et al., (1997; 1999), que encontraron que Mycobacterium smegmatis 'y P.
aeruginosa, tenian una capacidad de fijar lantano, en las condiciones
ensayadas, de 0,046 mmol/g y 0,397 mmol/g respectivamente, o Merroun et al.,
(2003) que describieron una capacidad de sorcion de 0,99 mmol/g trabajando
con M. xanthus. Como puede verse en estos ejemplos, /. loihiensis MAH1
posee una capacidad de sorcidon comparable a la de estas otras bacterias. En
relacion a la influencia del pH sobre esta capacidad, de acuerdo con los datos
recogidos en la Figura 6.2, la mejor fijacion se produjo a pH 5. Si se tiene en
cuenta que, como ya se menciond en el capitulo 5, existe un aumento de la
afinidad de los protones por los sitios de union presentes en la superficie de la
bacteria conforme desciende el pH, compitiendo con los iones metalicos, se
entiende que la capacidad de sorcion sea mayor a pH 5 que a pH 2 y 3. De
acuerdo con lo dicho, cabria esperar que a pHs superiores a 5 la capacidad de
sorcion fuera mayor, lo que de hecho no ocurre debido a que a pHs superiores
a 5 el lantano presente en la solucién cambia de especiacion, pasando parte de
los iones de La™ a estar unidos a iones hidroxilo (LaOH*?), pudiendo dar lugar
a precipitados conforme el pH se vaya elevando. En este sentido, Sert et al.
(2008), estudiando el efecto del pH en la capacidad de sorcién del lantano por
polvo de hojas de Platanus orientalis no realizaron ensayos con valores de pH
superiores a 6 debido, precisamente, al cambio de especiacidn del lantano que
da lugar a precipitados de hidroxido. Por otro lado, Tsuruta (2007) determiné
que a partir de pH 7 (a una concentracion de lantano de 0,066 mM) comienzan
a aparecer precipitados de hidroxidos de lantano, quedando a este pH menos

del 25 % del lantano disuelto.

La disminucion de la capacidad de sorcién debida a la disminucion del
pH fue corroborada al realizar las isotermas de sorcion. Si bien, de acuerdo con

estas, la capacidad de sorcion es muy similar a pH 2, 3, y 5 a bajas
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concentraciones (0,015 — 0,06 mM), esta similitud desaparece al aumentar la
concentracion de lantano en la solucion de contacto (Figuras 6.3 y 6.4), sefal
de que los sitios de union libres a pHs bajos no son suficientes para fijar la
cantidad de lantano afiadida, mientras que si lo son a pH 5. Para poder
comprender algo mas en profundidad los procesos ocurridos en la sorcion del
lantano, se procedi6 al estudio de las isotermas de sorcién mediante diferentes
modelos matematicos (Figura 6.5, Tabla 6.2) ya utilizados en el capitulo 5 del
presente trabajo. En este sentido, a pHs 2 y 3, los datos experimentales se
ajustaron bien a los modelos de Langmuir, Freundlich y Temkin, mientras que a
pH 5 los datos no pudieron ser ajustados, en principio, a ninguno de los
modelos ensayados. En relacién a los resultados obtenidos a pH 2 y 3, el
hecho de ajustarse bien los datos experimentales al modelo de Langmuir
podria ser indicativo de la unidon mayoritaria del lantano a un determinado
ligando. Ademas, esta union se produciria mediante fuerzas electrostaticas
débiles, como puede deducirse de los valores de b obtenidos en el modelo de
Temkin. Como ya habiamos mencionado en el capitulo 5, valores del
parametro b comprendidos entre 8 y 16 kdmol™ indican que el proceso de
sorcion ocurre mediante intercambio idnico, mientras que valores inferiores a 8
kJmol” indican que el proceso de sorcidn ocurre mediante fuerzas fisicas
débiles tales como fuerzas de van der Waals y otras interacciones ionicas
débiles (Aydin y Aksoy, 2009). Por tanto podriamos decir que a pH 2 y 3 el
proceso ocurrido posiblemente sea un proceso de adsorciéon (unioén a ligandos
mediante fuerzas electrostaticas de caracter débil) y que este es un proceso de
caracter favorable ya que los valores de R, obtenidos a partir de la constante
K. del modelo de Langmuir, asi como el caracter no lineal de la grafica al
representarlos, se encontraron entre 0 y 1 (Figura 6.6). Como ya habiamos
mencionado en el capitulo 5, valores de R; comprendidos entre 0 y 1 indican
que el proceso es favorable, valores superiores a 1 indican una sorcién
desfavorable y valores iguales a 1 0 a 0 indican una sorcién lineal o irreversible,

respectivamente (Kiran y Kaushik, 2008).

En relacion al ajuste de los datos obtenidos a pH 5, el coeficiente de
correlacién para todos los modelos utilizados fue muy inferior a los obtenidos a

pH 2 y 3. Es extraio que ninguno de los modelos pueda describir
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satisfactoriamente el proceso a pH 5. No obstante, si s6lo se tienen en cuenta
las concentraciones mas altas (0,06 - 05 mM) el modelo de Langmuir si que lo
describe satisfactoriamente (R2 = 0,98), por lo que es posible que a bajas
concentraciones el proceso ocurra de manera diferente a como lo hace a
concentraciones mas altas o que, a bajas concentraciones, se ponga de
manifiesto algun otro proceso diferente a la sorcion que pueda quedar
enmascarado a las concentraciones mas elevadas. Aun asi se hace necesaria
la aplicacién y busqueda de otros modelos matematicos diferentes para poder
dar una respuesta satisfactoria a este hecho. Al no tener en cuenta las dos
concentraciones mas bajas, el proceso se ajustaria bien al modelo de
Langmuir, como ya hemos dicho, y tendria un coeficiente R, que indicaria un
proceso de sorcion favorable, al igual que a los otros dos pHs ensayados. Al no
poder haberse ajustado los datos experimentales al modelo de Temkin o D-R

no pudimos determinar con exactitud el tipo de proceso que ocurre.

Desde el punto de vista de la localizaciéon del lantano fijado, este se
localizo, en los tres pHs ensayados, en la pared celular y en el EPS (Figura
6.7). A pH 3 y 5 los acumulos de lantano fijado tuvieron una morfologia como
de finas agujas electrodensas, mientras que a pH 2 fueron en forma de
granulos. Esta morfologia en forma acicular es similar a la descrita por Merroun
et al, (2003) al estudiar la fijacion del lantano por M. xanthus. En este estudio
de estos autores el lantano se fijaba por toda la pared celular y capa mucosa
de M. xanthus. Mullen et al., (1989) también encontraron este tipo de
morfologia al estudiar la fijacion de lantano en las estructuras superficiales de
P. aeruginosa. En ambos casos se menciona la posible intervenciéon de los
grupos fosfato presentes en ambas estructuras en la fijacién de este metal, y
mas especificamente para el caso de M. xanthus, en los grupos fosfato
presentes en el lipopolisacarido. Es posible que en nuestro caso también se
encuentren implicados grupos fosfato en la fijacion de este elemento, sin
embargo no podemos descartar la intervencion de otros grupos funcionales. En
este sentido algunos autores han resaltado la importancia, junto con los grupos
fosfato, de los grupos carboxilo en la fijacion de iones metalicos (Texier et al.,
2000; Ngwenya et al., 2010)
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Por otro lado, otros autores como Kazy et al., (2006) han encontrado
acumulos de lantano en el interior celular al estudiar la fijacion del lantano en
Pseudomonas sp. Este hecho lo achacaron al aumento de la permeabilidad de
la membrana o a la rotura de esta ya que el lantano no puede atravesar la
pared celular, como ya han descrito algunos otros autores (Bayer y Bayer,
1991). En nuestro caso, todo el lantano localizado se encontré tanto en la
pared como en el EPS y no hubo rastros de este elemento en el interior celular,
aun cuando en muchos de los casos las células se encontraban bastante
dafiadas debido al bajo pH utilizado en el ensayo y/o a la solucion background
utilizada. Por ultimo hay que destacar la posible formacién de estructuras
cristalinas de lantano a pH 2 y 3, tal y como se deduce de los difractogramas
de electrones mostrados en la figura 6.7. Estas estructuras cristalinas podrian
ser, segun los microanalisis, de un fosfato de lantano. En este sentido, Kazy et
al. (2006) ya describieron la formacion de fosfatos de lantano por
Pseudomonas sp. destacando que la formacién de este compuesto se producia
posiblemente gracias a que los grupos fosfatos de la pared ayudarian a la
formacion del cristal. En nuestro caso, ya hemos descrito la precipitacion
cristalina de carbonatos y fosfatos por parte de I. loihiensis MAH1 (Capitulo 4)
con lo que no es de extrafar la posible precipitacion de otros compuestos
minerales en forma cristalina. En este sentido se sabe que el lantano puede,
facilmente, sustituir a otros cationes como el calcio o el magnesio, por lo que
podemos apuntar la hipétesis de que se produjera inicialmente un fosfato de
magnesio o calcio en el que luego se sustituirian estos cationes por lantano
(Evans 1983; Merroun et al., 2003; Schmidt et al., 2009). Ademas de la
localizacion del lantano, también se estudid la localizacion del europio para
poder compararla con la del lantano (Figura 6.8 y 6.10). Y se comprobé que el
europio se fijo, al igual que el lantano, en la pared celular y en el EPS, salvo en
las muestras preparadas a pH 2 en las que sélo se observo en la pared. No se
detectd la existencia de estructuras cristalinas en los acumulos de europio, a
diferencia de lo ocurrido con el lantano. Por otro lado también se estudio la
localizacion del europio en muestras preparadas utilizando como solucion
background agua de mar. En estas muestras el europio se localiz6 tanto en la

pared como en el EPS (Figura 6.8).
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Por ultimo se estudié mediante TRLFS la especiacion del europio en
diferentes condiciones (NaClO4 y agua de mar) para poder comprender en mas
detalle los mecanismos de interaccién de /. loihiensis MAH1 con los lantanidos
trivalentes, analogos inactivos de los actinidos trivalentes y poder determinar
las propiedades de fluorescencia de las especies de Eu asociadas con la
bacteria. En relacidn a las muestras preparadas en perclorato, y a una
concentracion de 0,01 mM de europio, los tiempos de vida obtenidosapH S5y 7
corresponden a la coordinacién del europio con grupos carboxilo, mientras que
el tiempo de vida a pH 3 corresponde a una mezcla del europio libre y de
europio unido a los grupos carboxilo de la bacteria (Tabla 6.5, Figura 6.11).
Estos tiempos de vida obtenidos son muy parecidos a los encontrados por
Plancque et al. (2003) al estudiar la especiacidén del europio en forma de iones
carbonato e hidroxido y por Markai et al. (2003) en la especiacién del europio
por Bacillus subtilis y compuestos de referencia (ej. acido poliacrilico). En este
ultimo estudio y basandose, por una parte en los trabajos de Fein et al. (1997)
sobre la fijacion del aluminio por B. subtilis y, por otra, en los resultados
obtenidos en la especiacion del europio con el acido poliacrilico (tiempo de vida
y moléculas excluidas en la primera esfera de coordinacioén), determinaron que
a un tiempo de 290 us el europio se encontraria unido a grupos carboxilo en
una proporcién 1:3 (Eu : COO"). En nuestro caso, al haber encontrado que
tanto los tiempos de vida como las moléculas de agua excluidas (Tabla 6.5)
son similares, a los encontrados por Markai el al. (2003), podriamos considerar
que [. loihiensis MAH1 lo puede fijar, de forma similar, a los grupos carboxilos
presentes en sus estructuras superficiales y EPS. Como ya habiamos
comentado anteriormente, no podiamos descartar la implicacion de grupos
fosfatos en la especiacion de este elemento con /. loihiensis MAH1, sin
embargo parece que la especiacion del europio con grupos fosfatos implicaria
la existencia de tiempos de vida mucho mas altos que los que hemos
encontrado, por lo que parece que podemos concluir que a estos pH el europio
se fija a grupos carboxilo de la pared celular y del EPS. Ademas, la existencia
de un pico de emision de fluorescencia a 578 nm es tipica de la especiacién del
europio con carbonatos e hidroxidos, lo que seria un argumento mas a favor de

nuestra conclusién. Por otro lado, los resultados utilizando una concentracion
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de 0,5 mM fueron similares a las obtenidas a la concentracion anterior. En este
caso, a pH 3 el valor del tiempo de vida encontrado corresponderia a una
mezcla de europio libre y de la especie formada por el europio y los grupos
carboxilo de /. loihiensis MAH1, como ya habiamos mencionado anteriormente,
mientras que el tiempo de vida obtenido a pH 2 corresponderia a la unién a
grupos carboxilo pero con una coordinacion diferente a la mencionada para la
obtenida a pH 3. En este caso (pH 2) el europio estaria coordinado con 7
moléculas de agua. Hay que destacar que la intensidad relativa y el valor de la
proporcion lIsgo/lg14 disminuyé conforme descendié el pH (Tabla 6.5). Esto es
debido a que la banda de emisién de fluorescencia a 614 nm es una banda
hipersensible a los cambios en el medio, mientras que la banda a 590 nm es
mas estable. Los cambios en la banda situada entre 614 - 617 nm son
importantes en los estudios de fijacion y especiacion debido a que su
intensidad (en comparacion con la del europio libre) aumenta en el caso de la

union a ligandos (Plancque et al., 2003) (Figura 6.11).

La especiacion del europio en agua de mar mostré claramente que se
encuentra en forma de iones de carbonatos de europio, tal y como puede verse
en la Tabla 6.3. Segun esto, los tiempos de vida obtenidos en los controles,
utilizando agua de mar como solucidon “background”, podrian corresponder a
una mezcla de los carbonatos Eu[CO3]* y EuCO3". En el caso de las muestras
de europio con [. loihiensis MAH1, parece claro que la especiacién es distinta a
la encontrada en los controles (Tabla 6.5). En este sentido la presencia de la
bacteria induce, probablemente, un cambio en la distribucion de las especies
presentes en la solucién, posiblemente hacia un tipo concreto de ion carbonato,

mediante su union a la pared celular o al EPS.

Teniendo en cuenta, como ya hemos comentado, que /. loihiensis MAH1
puede participar en la precipitacion de diferentes carbonatos (ej. Mg-
kutnahorita), cabria pensar en la posibilidad de la precipitacién de algun
compuesto mineral de europio inducido por esta bacteria. En este sentido
tenemos los resultados del estudio de Marquez Fernandes et al. (2008) quienes
investigaron la incorporacién de europio en calcita y los del trabajo de Schmidt

et al. (2009) que estudiaron la sustitucion de iones de Ca*? del aragonito por
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Eu*. Por tanto, estos estudios, y los de otros autores sobre la especiacion de
europio en carbonatos, nos abren posibles vias para profundizar en el papel

jugado por . loihiensis MAH1 en la formacién de este tipo de minerales.
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1. Atendiendo a los resultados obtenidos en la caracterizacién tanto
fenotipica como genotipica de la cepa MAH1, podemos concluir que esta
bacteria es una cepa perteneciente a la especie Idiomarina loihiensis, y que se

ha denominado Idiomarina lohiensis cepa MAH1.

2. Se ha demostrado la capacidad de biomineralizacion de /.
loihiensis MAH1 en condiciones de aguas de mar. En concreto se ha visto que

es capaz de producir estruvita, Ca-Mg kutnahorita y monohidrocalcita.

3. La precipitacion de Ca-Mg kutnahorita, un carbonato rico en
magnesio del grupo de la dolomita, por Idiomarina loihiensis MAH1, supone la
obtencion de este mineral por primera vez en condiciones de salinidad de agua
de mar, lo que es de notable interés de cara al conocido como “problema de la

dolomita”.

4. Los datos sobre la interaccion del uranio con /. loihiensis, cuando
el experimento se realiza usando como solucion de contacto perclorato sédico,
demuestran que la bacteria posee una buena capacidad de acumular uranio
mediante la unién de este radionucléido a sus grupos carboxilo y fosfato
presentes tanto en la pared como en el EPS. Ademas, y mediante la
espectroscopia por EXAFS, se ha concluido que la especiacién de uranio
asociada a las células de la cepa MAH1 es dependiente del pH de la solucién
del metal. Para el europio, en las mismas condiciones, los datos de especiacion
obtenidos sugieren que para este lantanido la interaccion se produce mediante

los grupos carboxilo presentes tanto en la pared celular como en el EPS.

5. De acuerdo con los resultados obtenidos del estudio mediante
TRLFS de las muestras de la bacteria incubada en presencia de uranio (en
condiciones simuladas de agua de mar), y que ponen de manifiesto la
presencia de carbonatos y/o fosfatos, tanto organicos como inorganicos, de
este elemento, se puede sugerir la posible implicacion de esta bacteria en el

ciclo biogeoquimico de este actinido.

6. Con respecto al europio podemos concluir que: A) Existe un
cambio de especiacion provocado por la interaccion bacteria/europio y B) de

acuerdo con los tiempos de vida de la especie de europio encontrada y
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sabiendo, como queda establecido en la conclusidon 2, que esta bacteria

produce carbonatos se sugiere la formacidn de carbonatos de europio.
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1. According to the results obtained in the MAH1 strain’s phenotypic
and genotypic characterization studies, we concluded that this bacterium is a
strain of Idiomarina loihiensis specie, and it was denominated as /diomarina
loihiensis MAH1.

2. The biomineralization capability of Idiomarina loihiensis MAH1 in
seawater conditions was demonstrated. In particular, this strain can produce

struvite, Ca-Mg kutnahorite and monohydrocalcite.

3. This is first work reporting the biomineralization of Ca-Mg
kutnahorite, a rich magnesium carbonate of the dolomite’s group, at seawater
conditions. This finding will provide new and interesting insights on the issue of

“‘dolomite problem”

4. In sodium perclorate background solution, the interactions studies
of Lloihiensis with uranium demonstrated that /. loihiensis MAH1 possess high
uranium binding capability, through carboxylic and phosphate groups of the cell
wall and EPS. In addition, EXAFS analysis showed that the speciation of
uranium associated with the strain MAH1 is pH dependent process. In the case
of the europium, and at the same conditions, the speciation data suggested that
the carboxylic groups of the cell wall and EPS are the main binding sites of this

lanthanide.

5. The implications of carbonates and/or phosphates, of different
origin (organic and inorganic) in the binding of uranium at seawater conditions
demonstrated by means of TRLFS, could give as an indication of the possible

involvement of this bacteria on the biogeochemical cycle of this actinide.

0. In the case of europium we can concluded that: A) the speciation
of this element change upon its interaction with bacterial cells B) this bacterium
could be involved in the biomineralization of europium carbonates due to the
ability of this strain to precipitate carbonates (see conclusion 2) and also due to
the lifetimes of these Eu species found to be characteristics for europium

carbonates.
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