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Resumen 

 
El avance de las actividades industriales y la mala disposición de sus residuos, 

ocasiona que se arrojen al ambiente grandes cantidades de metales pesados que 

son muy tóxicos para la salud, tal como el Cr(VI). El Cr(VI) es un metal soluble 

altamente tóxico para los seres vivos; por otro lado, el Cr(III) es menos tóxico e 

insoluble a pH neutro, facilitando su inmovilización y recuperación (Lara-Figueroa y 

col., 2021). Derivado de estos problemas ambientales, en este trabajo se propone 

el uso de bacterias como una herramienta para descontaminar sitios con altas 

concentraciones de metales pesados, en un proceso llamado biorremediación. 

 
El modelo de estudio con el que se trabajo es Geobacter sulfurreducens. G. 

sulfurreducens, es una bacteria anaerobia, bacilo, gram negativa. Tiene la 

capacidad de reducir varios metales durante la respiración anaerobia a través de un 

proceso llamado transferencia extracelular de electrones. En este proceso, están 

involucrados más de 100 citocromos tipo-c y un pili conductivo tipo IV. Reportes 

recientes muestran que G. sulfurreducens puede llevar a cabo la reducción 

desasimilatoria de Cr(VI) a Cr(III) en medio NBAF líquido anaerobio y, se propone 

que los citocromos tipo-c están involucrados en la reducción de Cr(VI) (Elmeihy y 

col., 2021). En el laboratorio de Ingeniería Celular y Biocatálisis del Instituto de 

Biotecnología se cuenta con una colección de mutantes que presentan 

características interesantes, entre las que destacan mutantes en los reguladores 

csrA y gsu1771 que presentan un incremento en la producción de citocromos 

tipo-c y pili tipo IV. Por lo tanto, en este trabajo, se evaluó la capacidad de estas 

mutantes para resistir y reducir Cr(VI). 

 
Cultivos de las cepas G. sulfurreducens (WT, csrA y gsu1771) con Cr(VI), 

mostraron que estas cepas son resistentes y crecen en concentraciones de 10 mg/L 

de Cr(VI), por lo que dicha concentración se estandarizo como la concentración 

mínima inhibitoria (CMI). 
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Para analizar el efecto de la concentración del aceptor de electrones (fumarato), se 

probó la velocidad de reducción de Cr(VI) usando dos concentraciones del aceptor 

de electrones presente en el medio NBAF (fumarato, 4 mM y 40 mM), una baja 

concentración celular (3x107 células) y Cr(VI) (10 mM). Encontramos que después 

de 6 hrs de incubación, las cepas mutantes csrA y gsu1771 redujeron el 100% 

de Cr(VI), independiente de la concentración del aceptor de electrones usada. 

Mientras la cepa WT, necesito 24 h para reducir el 100% del Cr(VI). Por otro lado, 

se realizaron ensayos de reducción de Cr(VI) con una densidad celular alta y 30 

mg/L de Cr(VI). En estos experimentos de usaron células en suspensión 

(previamente crecidas en medio NBAF y resuspendidas en un medio basal) a 

concentración celular de 3𝑥108 células. Bajo estas condiciones, determinamos las 

cepas csrA y gsu1771 redujeron el 100% de Cr(VI) en 72 hrs. La cepa WT redujo 

el 100% de Cr(VI) en 96 hrs. Para determinar si el medio de cultivo donde se 

inocularon las células (gastado) contiene proteínas secretadas por las bacterias y 

que podrían estar involucradas en la reducción de Cr(VI), se realizaron ensayos 

donde se incubó el medio de cultivo (sin células) con una concentración de 30 mg/L 

de Cr(VI). Solo observamos una reducción del 10% del Cr(VI) en las primeras 24 

hrs de incubación. 

 
Finalmente, para verificar si el incremento en la velocidad de reducción de Cr(VI) 

por las cepas csrA y gsu1771 es debido al incremento de la expresión de diversos 

citocromos tipo-c, se analizó el contenido de citocromos por SDS-PAGE y tinción 

hemo, observando que, el contenido de algunos citocromos de alto peso molecular 

se incrementaron en las cepas mutantes. Estos resultados muestran que las cepas 

mutantes csrA y gsu1771 reducen Cr(VI) en menor tiempo que la cepa WT. Se 

sugiere que los citocromos tipo-c que se incrementaron en las cepas mutantes 

podrían estar participando en la reducción de Cr(VI). Lo anterior se propone el uso 

de dichas cepas para favorecer la reducción de Cr(VI) en procesos de 

biorremediación. 
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Introducción 

 
A pesar de que no existe una definición exacta, la literatura lo define a un metal 

pesado como un elemento que posee un peso atómico elevado y una densidad alta 

(Banfalvi, 2011). Un metal pesado se considera tóxico aún en concentraciones muy 

bajas, por ejemplo, metales pesados como el arsénico, plomo, cadmio, níquel, 

mercurio, cromo, cobalto, zinc y selenio son altamente tóxicos en concentraciones 

bajas (Herawati y col., 2000; Salomons y col., 1995). 

 
La mala disposición de los residuos derivados de las actividades urbanas, 

industriales, mineras y agrícolas ha ocasionado que se arrojen estos contaminantes 

al ambiente (Salomons y col., 1995), perjudicando todas las formas de vida y 

ocasionando graves daños a los ecosistemas (Gaur y col., 2014) (Fig. 1). En otras 

palabras, estos contaminantes que contiene metales pesados han causado muchos 

problemas debido a su toxicidad y acumulación en la cadena trófica (Etesami, 2018). 

 

 

Figura 1 Actividades que contaminan los ecosistemas con metales pesados 
(Harithabharat, 2021). 
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El cromo (Cr) es un metal pesado que está presente en la corteza terrestre y es el 

vigésimo primer elemento más abundante (Gastil y col., 1990). El cromo se presenta 

predominantemente en dos estados de oxidación, el Cr(III) que es menos tóxico, 

móvil e insoluble y, el Cr(VI) que es tóxico, cancerígeno, mutagénico y soluble 

(Villacís y col., 2015). 

 
Como consecuencia de los procesos industriales como el curtido de pieles, la 

galvanoplastia, la conservación de madera y el procesamiento de tintes, la 

contaminación por Cr(VI) ha causado graves problemas en aguas subterráneas, 

suelos y sedimentos (Nyman y col., 2002). 

 
Se ha reportado diferentes estrategias para reducir Cr(VI) a Cr(III), en los cuales 

están los métodos ex situ para la reducción química de este metal en aguas 

subterráneas contaminadas (Krishna y Philip, 2005). También, se encuentran los 

métodos in situ que se basan en adicionar agentes químicos para reducir el Cr(VI) 

a Cr(III). Por otro lado, se han desarrollado tratamientos electroquímicos, filtración, 

precipitación, absorción y/o el intercambio de iones que se han usado para tratar la 

contaminación por metales pesados (Wang y Ren, 2014). 

 
La desventaja de estos tratamientos físicos y químicos es que requieren altos costos 

de mantenimiento (Hashim y col., 2011; Mulligan y col., 2001) y los residuos 

generados deben tratarse o disponerse de manera adecuada (SEMARNAT, 2007). 

Una estrategia prometedora para eliminar el Cr(VI) de un ambiente contaminado, es 

la biorremediación, ya que es rentable y sostenible con un bajo impacto en el medio 

ambiente (Jobby y col., 2018). 
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Existen diversos microorganismos que poseen la capacidad de reducir Cr(VI), como 

las bacterias reductoras de sulfato (SRB) (Bencheikh-Latmani y col., 2007; Tuo y 

col., 2013; Wang y col., 2013). Por otro lado, se conoce que hay bacterias que llevan 

a cabo la reducción de metales de manera desasimilatoria (DMRB), como las del 

género Geobacter (Pradhan y col., 2017; Tuo y col., 2013; Wang y col., 2013). 

 
Dentro del género Geobacter, Geobacter sulfurreducens ha demostrado su 

capacidad para reducir diferentes metales pesados mediante un mecanismo 

llamado transferencia extracelular de electrones. Entre los metales que G. 

sulfurreducens puede reducir, está el U(VI), Fe(III), Mn(IV), Pd(II) y Tc(II) (Orellana 

y col., 2013; Shelobolina y col., 2007; Cologgi y col., 2011; Lovley y col., 1991; 

Anderson y col., 2003). 

 
En el caso del Cr(VI), G. sulfurreducens puede reducirlo a Cr(III) y lo puede acumular 

en forma de nanopartículas, en el espacio intracelular y periplasma (Gong y col., 

2018). También, se ha reportado que G. sulfurreducens puede acoplar la reducción 

de Cr(VI) junto a la reducción de otro metal como Fe(III) (He y col., 2019). 
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Antecedentes 

 
Geobacter spp 

 
La familia Geobacteraceae, entre los que destaca el género Geobacter, comprende 

deltaproteobacterias presentes en suelos, sedimentos y ambientes superficiales 

donde la reducción de metales es un proceso activo. Las Geobacteraceae son 

importantes en las comunidades microbianas que degradan contaminantes como 

hidrocarburos en condiciones de reducción de hierro contribuyendo directa o 

indirectamente a la reducción de radionucleidos, metales tóxicos y especies 

oxidadas de nitrógeno (Reguera y Kashefi, 2019). 

 
Entre las funciones medioambientales más importantes que desempeña esta 

especie esta su capacidad para integrar vías redox y puntos de control reguladores 

que maximizan la eficiencia del crecimiento con donantes de electrones derivados 

de la descomposición de materia orgánica, al tiempo que respiran óxidos metálicos, 

en particular los óxidos de hierro (Reguera y Kashefi, 2019). 

 
El estudio de las especies de Geobacter ha llamado la atención debido a los rasgos 

fisiológicos únicos que posee, entre ellos: una gran cantidad de citocromos tipo-c y 

la capacidad para producir un pili, que funciona como nanocable para descargar 

electrones respiratorios a aceptores de electrones extracelulares. Siendo así, 

debido a sus características y rasgos fisiológicos, de mayor importancia en el área 

biológica así también para aplicaciones de biorremediación (Reguera y Kashefi, 

2019). 

 
G. metallireducens fue la primera especie en ser descrita (Lovley y col., 1993a), 

aproximadamente hace 25 años como un género nuevo en las deltaproteobacteria. 

En cuanto a G.sulfurreducens, fue la primera especie en la cual se desarrollaron 

métodos para su manipulación genética (Coppi y col., 2001). 
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Geobacter sulfurreducens 

 
Geobacter sulfurreducens es un bacilo Gram negativo de la familia 

Geobacteraceae, la cual está dentro del dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase 

δ-Proteobacteria y orden desulfuromonodales (Lovley, 2011). G. sulfurreducens fue 

la primera especie de Geobacter en utilizar el hidrogeno como donante de 

electrones y también, tolerar el oxígeno en condiciones muy bajas (Tabares y col., 

2019). 

 
Las especies de Geobacter tienen la capacidad de realizar la transferencia 

extracelular de electrones (TEE) para reducir una amplia gama de metales pesados 

como: Fe(III), Mn(IV), U(VI), Co(III) y Ag(I), entre otros (Caccavo y col., 1994; 

Sanford y col., 2007; Law y col., 2008; Lovley y col., 2011). Las dos especies de 

Geobacter más estudiadas han sido G. metallireducens y G. sulfurreducens (Lovley 

y Phillips, 1988a; Lovley y col., 1987). Siendo G. sulfurreducens el primer 

representante con un sistema de manipulación genética desarrollado (Coppi y col., 

2001) y su genoma secuenciado (Methé y col., 2003). 

 
G. sulfurreducens se convirtió en la cepa seleccionada para estudiar su 

metabolismo oxidativo y los mecanismos de transferencia extracelular de electrones 

a óxidos de Fe(III) y Mn(IV) (Reguera y Kashefi., 2019). Así mismo, esto llevó al 

descubrimiento de pili conductores en Geobacter (Reguera y col., 2005) y su papel 

en la reducción extracelular de óxidos metálicos y U(VI) (Cologgi y col., 2011). 
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Modelo de transferencia extracelular de electrones 

 
La TEE es una de las características fisiológicas distintivas de las especies de 

Geobacter (Lovley y col., 2011) en la cual participan una gran cantidad de 

citocromos tipo-c, un pili tipo IV (Ueki, 2021) y la formación de biopelículas en el 

caso de transferencia a electrodos (Fig. 2) (Lovley y col., 2011; Lovley 2006; 

Reguera y col., 2007). La capacidad de intercambiar electrones con su entorno 

extracelular define el nicho ecológico de las especies de Geobacter la cual es una 

característica importante para futuras aplicaciones biotecnológicas. Estudios 

anteriores han reportado que la transferencia extracelular de electrones en esta 

especie se lleva a cabo mediante mecanismos únicos que aún no se han descrito 

en ningún otro organismo (Lovley y col., 2011). 

 

Figura 2 Modelo de transferencia extracelular de electrones. (A) Cadena respiratoria de 

citocromos y nanocables de G. sulfurreducens. Las flechas muestran el flujo de electrones 

desde la membrana interna hacia los citocromos periplásmicos (Ppc) y finalmente hacia los 

citocromos de la membrana externa (Omc). El almacenamiento de electrones en los 

citocromos periplásmicos se puede observar con un gradiente de color café, la 

transferencia de electrones se observa en la flecha del mismo color. (B) Modelo del pili tipo 

IV que está constituido por la proteína estructura pilina o PilA de G. sulfurreducens. 

(Reguera y Kashefi., 2019). 
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Pili tipo IV (nanocables microbianos conductivos) 

 
Diversos estudios han reportado que uno de los descubrimientos más importantes 

en la transferencia extracelular de electrones, es que G. sulfurreducens, y 

presumiblemente otras especies de Geobacter, tienen la capacidad de producir pili 

eléctricamente conductivos (Adhikari y col., 2016; Reguera y col., 2005) (Fig. 2 y 3). 

 
En G. sulfurreducens, el pili es único ya que tiene la capacidad de aceptar los 

electrones de los componentes periplásmicos y de membrana externa, con el fin de 

conducirlos hasta su aceptor final, funcionando como un nanocable (Reguera y col., 

2005). Los nanocables son esenciales para la reducción de aceptores de electrones 

insolubles como óxidos de Fe(III) y Mn(IV) pero no para la reducción de aceptores 

solubles, por ejemplo, citrato de Fe(III) y fumarato, por lo tanto esto nos indica que 

el nanocable es la conexión entre la célula y los aceptores de electrones insolubles 

permitiendo la TEE a larga distancia (Reguera y col., 2005). Una de las aplicaciones 

recientes de G. sulfurreducens es su capacidad para generar bioelectricidad 

mediante la transferencia de electrones a un ánodo dentro de una celda microbiana 

de combustible (Hernández-Eligio., y col 2016). 

 
El pili tipo IV de G. sulfurreducens está compuesto de polímeros formados 

principalmente por una proteína denominada pilina o PilA, codificada por el gen pilA 

(Reguera y col., 2005, 2006). En donde la expresión de este gen depende del factor 

σ54 y de la proteína reguladora de la respuesta PilR (Hernández-Eligio., y col 2016). 

 

Figura 3 Caracterización de pili tipo IV en Geobacter sulfurreducens. (A) Micrografía 

electrónica de transmisión de una célula expresando pili. (B) Micrografía electrónica de 

transmisión del óxido de Fe(III) unido a los pili, con una barra de escala de 0,5 μm (Lovley y 

Walker., 2019). 
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Citocromos tipo-c 

 
Los citocromos son proteínas que contienen uno o más grupos hemo, los cuales 

poseen diversas funciones biológicas como la transferencia de electrones, 

transporte y almacenamiento de oxígeno, catálisis, detección de gases y regulación 

genética (Bowman y Bren, 2008) (Tabla 1). En especies de Geobacter, una de las 

características más importantes y llamativas son sus abundantes citocromos tipo-c 

y la gran diversidad de citocromos codificados en los genomas de Geobacter (Butler 

y col., 2010b; Ding y col., 2006; Méthé y col., 2003). 

 

Tabla 1 Principales citocromos tipo-c en Geobacter sulfurreducens. 
 

Nombre Descripción Referencias 

PpcA-E Esta familia de citocromos periplásmicos trihémicos se 

encuentra conservados en varias especies de 

Geobacter. PpcA es constitutiva mientras que PpcD se 

induce durante la reducción de Fe(III). PpcB, PpcC o 

PpcE aumentan las tasas de reducción de Fe(III). 

(Pokkuluri y col., 2004; 

Butler y col., 2010; Lovley 

y col., 2011; Morgado y 

col., 2010) (Shelobolina y 

col., 2007a). 

OmcB/C Se descubrió en los primeros estudios sobre G. 

sulfurreducens ya que encontraron una importante 

actividad de Fe(III) reductasa en fracciones de 

membrana. Este citocromo tiene un peso molecular de 

89 kDa. OmcB se encuentra unida en la membrana 

externa con una porción de la molécula expuesta a la 

superficie externa. 

(Gaspard y col., 1998; 

Magnuson y col., 2000). 

(Magnuson y col., 2001) 

(Qian y col., 2007) 

OmcE Este citocromo se encuentra en la superficie externa de 

la célula, pero aún no se ha determinado su localización 

específica. Se sugiere que debido a que aún no se ha 

purificado, se le atribuye un peso molecular de 32 kDa. 

OmcE participa en la reducción de óxidos de Fe(III) y 

Mn(IV). 

(Mehta y col., 2005; 

Nevin y col., 2009) 

OmcZ Esta proteína tiene la capacidad para reducir aceptores 

de electrones extracelulares solubles como óxidos de 

Mn(IV), pero no en presencia de óxido de Fe(III). Esto se 

debe a que hay una mayor expresión de OmcZ durante 

el crecimiento en óxido de Mn(IV). 

(Holmes y col., 2011b). 

PgcA Originalmente este citocromo se describió como un 

citocromo periplásmico, estudios actuales lo describen 

ahora como un citocromo extracelular. Este citocromo se 

regula al alza durante su crecimiento en óxido de Fe(III), 

es decir, participa en la transferencia de electrones a 

óxidos de Fe(III) y Mn(IV) pero no a citrato de Fe(III) o a 

un electrodo. 

(Ding y col., 2008; 

Holmes y col., 2011b) 

(Aklujkar y col., 2013; 

Smith y col., 2014; 

Zacharoff y col., 

2017) 
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Diversos estudios han reportado que en G. sulfurreducens se produce una gran 

cantidad de citocromos tipo-c, sin embargo, se sugiere que estos no contribuyen al 

transporte de electrones de largar distancia, pero son importantes en la 

transferencia de carga, principalmente hacia los óxidos de Fe(III), electrodos y otros 

aceptores de electrones, así como también en la conducción de la carga desde la 

membrana interna hasta llegar a la membrana externa (Lovley y col., 2011). 

 
Reducción de metales pesados 

 
Existen diferentes métodos para la reducción de metales pesados, entre ellos, se 

encuentran los métodos físico-químicos como la extracción, estabilización, 

inmovilización, lavado de suelos, ósmosis inversa, electrocoagulación y el 

intercambio iónico (Barrera-Díaz y col., 2012). Se dice que estos métodos son 

eficaces y se realizan en periodos cortos; sin embargo, algunas de sus desventajas 

son la operación complicada, equipo costoso y contaminación secundaria (Xia y 

col., 2019). 

 
Los métodos térmicos como la desorción térmica, vitrificación y pirólisis permiten 

tiempos rápidos de limpieza, pero es el grupo de tratamientos más costoso e 

intensivos en mano de obra y capital (SEMARNAT, 2007). 

 
Entre los métodos biológicos se encuentra la biorremediación, fitorremediación, 

biosorción y extracción de quelantes. Se dice que estos métodos son ecológicos y 

rentables; sin embargo, algunos compuestos son resistentes al método biológico, 

por lo que es difícil medir el tiempo y controlar la velocidad del proceso 

(SEMARNAT, 2007). 

 
Derivado de las actividades industriales y la mala disposición de residuos, se arrojan 

al ambiente metales pesados que son muy tóxicos para la salud, tal como el Cr(VI). 

Es por ello que, la biorremediación se considera una alternativa a los costosos 

métodos fisicoquímicos con un beneficio ambiental. La biorremediación se basa en 

el uso de materiales biológicos, así como microorganismos (Xia y col., 2019). 
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Reducción de Cr(VI) por Geobacter sulfurreducens 

 
Se conoce al cromo hexavalente Cr(VI) como un compuesto tóxico para los seres 

vivos, por lo que se han buscado métodos para remediar este metal pesado 

mediante el uso de bacterias reductoras de metales. 

 
G. sulfurreducens tiene la capacidad de reducir metales durante la respiración 

anaerobia en un proceso llamado transferencia extracelular de electrones. Como ya 

se mencionó, en este proceso están involucrados más de 100 citocromos tipo-c y 

un pili conductivo tipo IV. 

 
Un estudio reciente, Elmeihy y colaboradores (2021), reportaron que G. 

sulfurreducens reduce el Cr(VI) a Cr(III) acumulando iones de Cr de forma 

intracelular. Con una alta densidad celular de G. sulfurreducens, las bacterias 

removieron un 99% de Cr(VI) en 20 min (100 mg/L). Por otro lado, usando una baja 

densidad celular, las bacterias removieron un 99% en 72 hrs. Por lo tanto, los 

buenos resultados de este trabajo demostraron el potencial de G. sulfurreducens 

para reducir Cr(VI) para futuras aplicaciones de biorremediación como la 

descontaminación de aguas residuales industriales. 

 
El regulador GSU1771 

 
En un trabajo previo, Tremblay y colaboradores (2011), desarrollaron un 

experimento de evolución adaptativa para encontrar elementos genéticos que 

ayudaran a G. sulfurreducens a incrementer la reducción de Fe(III) insoluble. Como 

resultado se descubrió mutaciones en los genes pgcA y gsu1771, el primero codifica 

para un citocromo tipo-c y el segundo para un regulador transcripcional. Finalmente 

para verificar que el fenotipo positivo en la reducción de Fe(III) insoluble era 

resultado de la mutación en el gen gsu1771, se construyó una cepa mutante en ese 

gen y se determinó que el gen pilA esta sobreexpresado (Tremblay y col., 2011). 
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En el laboratorio donde se desarrolló este proyecto, se construyó una cepa mutante 

en el gen gsu1771 (gsu1771) y se caracterizó su fenotipo y el mecanismo de 

regulación ejerce la proteína GSU1771 sobre el gel pilA y otros blancos de 

regulación (Almazan, 2023). 

 
Entre las características importantes de la cepa mutante gsu1771, es que presenta 

un crecimiento lento con fumarato como aceptor de electrones; pero, reduce Fe(III) 

soluble e insoluble en menor tiempo que la cepa WT (Martínez, 2018). También, la 

cepa mutante gsu1771 produce una biopelícula más gruesa y hasta 100 veces 

más electroconductiva, y produce una mayor cantidad de citocromos tipo-c y 

proteína PilA, que la cepa WT (Hernández-Eligio y col., 2022). Adicionalmente, se 

determinó que la proteína GSU1771 controla directamente la transcripción de varios 

genes que codifican proteínas involucradas en la reducción de metales, como 

citocromos y PilA (Hernández-Eligio y col., 2022). 

 
Un artículo de nuestro grupo, publicado el año pasado, muestra que la proteína 

reguladora GSU1771 controla la expresión de más del 15% de los genes codificados 

en el genoma, lo que muestra que tiene un papel relevante en la regulación de la 

transferencia extracelular de electrones (Jaramillo-Rodríguez y col., 2023). 

 
Antecedentes del regulador postranscripcional ΔcsrA 

 
En bacterias, se ha descrito a la proteína CsrA como un regulador del 

almacenamiento de carbono y fue descubierto originalmente en Escherichia coli por 

una mutagénesis cuyo objetivo era identificar reguladores de la expresión genética 

en la fase estacionaria (Valkulkskas y col., 2015). 

El gen csrA codifica a la proteína reguladora CsrA, la cual se une a la región 5’ no 

codificable del ARN mensajero (ARNm) cerca o sobrelapando el sitio de unión a 

ribosoma, en una secuencia consenso ya caracterizada RUACARGGAUG (R= A o 

G), donde el triplete GGA es importante para la unión proteína-ARNm (Lapouge, 

2008). Generalmente, la unión de la proteína CsrA a su ARNm blanco, inhibe la 

unión del ribosoma a la secuencia Shine-Dalgarno, reprimiendo la traducción. 
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Un trabajo reciente informó que en el genoma de G. sulfurreducens, el gen csrA se 

encuentra localizado dentro de una región donde están codificados genes 

relacionados con la biosíntesis de flagelo. Sin embargo, debido a que la cepa WT 

de G. sulfurreducens no posee flagelo, esto podría ser un indicio de la regulación 

que ejerce CsrA es dirigida sobre otros procesos celulares (Valkulkskas y col., 

2015). 

 
En un estudio in silico realizado en el laboratorio, se observó que CsrA de G. 

sulfurreducens presenta un 46% de identidad con CsrA de E. coli. Siendo que en E. 

coli, CsrA regula procesos importantes como el metabolismo central del carbono, 

motilidad, adherencia y formación de biopelículas (Romeo y col., 1998; Wang y col., 

2005). 

 
Para determinar la participación del regulador CsrA en la formación de biopelículas 

en G. sulfurreducens, se construyó la cepa mutante csrA y se caracterizó su 

fenotipo. Se encontró que la cepa mutante csrA crece de manera similar que la 

cepa WT; sin embargo, reduce Fe(III) a Fe(II) en menor tiempo, produce una 

biopelícula más gruesa y presenta un incremento en la producción de citocromo 

tipo-c y PilA, que la cepa WT (Ruíz, 2019). 

 
Al igual que la cepa mutante gsu1771, la cepa csrA presenta incremento en la 

producción de las proteínas involucradas en la transferencia extracelular de 

electrones, lo que las hace buenas candidatas para ser usadas en procesos de 

biorremediación de sitios contaminados con metales pesados y en la producción de 

bioelectricidad en celdas microbianas de combustible. En este trabajo, se usaron 

las cepas mutantes gsu1771 y csrA para evaluar su capacidad de reducir Cr(VI). 
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Hipótesis 

 
Debido a que las cepas mutantes csrA y gsu1771 de G. sulfurreducens presentan 

una mayor producción de citocromos tipo-c, los cuales son los responsables de la 

reducción de varios metales solubles, presentarán un incremento en la reducción 

de Cr(VI) que la cepa WT. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de las mutaciones en los genes csrA y gsu1771 sobre la 

velocidad de reducción de Cr(VI) en G. sulfurreducens 

 
Objetivos secundarios 

 
1. Determinación de la concentración mínima inhibitoria de Cr(VI) sobre el 

crecimiento de G. sulfurreducens. 

2. Evaluación de la velocidad de reducción de Cr(VI) por las cepas mutantes 

csrA y gsu1771. 

3. Evaluar el efecto del medio de cultivo usado para crecer a las diferentes 

cepas de G. sulfurreducens, sobre la reducción de Cr(VI). 

4. Determinar el contenido total de proteínas citocromos tipo-c de células y 

medio de cultivo usado en presencia de Cr(VI). 



26  

Materiales y métodos 

 
Cepas, medios de cultivo y condiciones de crecimiento. 

 
A continuación, se presenta una lista de materiales y métodos que se 

utilizaron para el desarrollo de este proyecto. Las cepas de G. sulfurreducens se 

enlistan en la tabla 2. 

 
 

Tabla 2 Cepas utilizadas en esta investigación. 
 

 

Cepa Genotipo/fenotipo 
 

Geobacter sulfurreducens 

Referencia 

 

DL1 
 

Cepa silvestre Hernandez-Eligio y col., 

2022 

 

csrA Derivada de DL1, con la deleción en el 

gen csrA 

 

Ruíz, 2019 

 

gsu1771 Derivada de G. sulfurreducens DL1 con la 

deleción en el gen gsu1771 

 

Almanza, 2023 
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A continuación, en la tabla 3, se presentan los medios usados en este proyecto: 

 
 

Tabla 3 Medios de cultivo utilizados en esta investigación. 
 

 

Medio de cultivo Composición (lt) Uso Referencias 

Medio Basal 2.5 g NaHCO3 

0.25 g NH4Cl 

0.006 g NaH2PO4 · H2O 

0.1 g KCl 

Experimento de 
células en 
suspensión 

Hernández y 
col., 2020. 

NBAF 800 mL H2O Milli Q 
40 mL C4H2Na2O4 (1M) 
10 mL NB Sales (100X) 

10 mL NB Mineral Elixir 
(100X) 

15 mL DL Vitaminas * 
10 mL CaCl2 (0.4%) 

10 mL MgSO47H2O 
(1.0%) 
1.8 g NaHCO3 
0.5 g Na2CO3H2O 
1 mL Na2SeO4 (1 mM) 
0.800 g C2H3NaO2 

Crecimiento de las 
cepas de 
G. sulfurreducens 

Coppi y col., 
2001 

 

Nota: En el caso del medio NBAF, no se añadió cisteína, resazurina y extracto 

de levadura en todos los ensayos de esta investigación ya que habitualmente estos 

se usan como agente reductor para el crecimiento anaeróbico de G. sulfurreducens 

y puede interferir en la reducción de Cr(VI). 
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El medio NBAF se burbujeó en botellas y tubos anaerobios (8 minutos por cada 10 

mL de medio de cultivo en cada una de las fases; líquida y gaseosa) con una mezcla 

de gases N2: CO2 (80:20), se sellaron y esterilizaron en autoclave (120°C) durante 

20 min. (Fig. 4). 

 

 

 

 

 
 

Figura 4 Procedimiento para la preparación de medio de cultivo anaerobio. La mezcla de 

gases (N2: CO2 en condiciones 80:20) es suministrada a partir de una estación de gaseo 

(Martínez 2018). 

 

 

El mantenimiento de cultivo para crecer a G. sulfurreducens se realizó en medio 

NBAF sin rezasurina, cisteína y extracto de levadura previamente esterilizado. 

Para esto, se realizó lo siguiente: 

1. En la estación de gases, las jeringas se purgaron con la mezcla de N2/CO2 

para que de esta forma puedan ser introducidas en los medios anaerobios. 

2. Después, se inoculó con cultivos frescos de G. sulfurreducens. 

3. Finalmente, se incubó a 30°C. 

Sellado del recipiente Burbujeo de la fase 
líquida y fase gaseosa 

Preparación del 
medio de cultivo 
(Homogeneización y 
llenado). 

Esterilización 
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Preparación de 𝐊𝟐𝐂𝐫𝟐𝐎𝟕 

 
Para una concentración stock de 500 mg/L se pesó 0.01 gr de K2Cr2O7 y se disolvió 

con 20 mL de H2O milliq. La solución de Cr(VI) se esterilizó por filtración y finalmente 

se burbujeo en la estación de gases con un tiempo de 20 min en la fase líquida y 20 

min en la fase gaseosa. (Figura 5 y 6). 

Figura 5 Esterilización mediante filtración y anaerobiosis de Cr(VI) 
 
 
 

Preparación de reactivos para determinar reducción de Cr(VI) por método 

colorimétrico difenilcarbazida: 

 
1. Se preparó una solución de H2SO4 al 10% de la siguiente manera: 

Se agregó 0.5 mL de H2SO4 y 4.5 mL de H2O en un frasco de vidrio y se cerró 

cuidadosamente después de unos minutos. 

2. Se preparó difenilcarbazida al 0.5% de la siguiente manera: se pesó 0.025 gr 

de difenilcarbazida en la balanza analítica y se vertió con 5 mL de acetona 

en un frasco ámbar. 
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Estrategia experimental 

 
A continuación, se enlistan puntos importantes para la realización de esta 

investigación de acuerdo con lo previamente descrito (Elmeihy y col., 2021). 

 
Determinación de la concentración mínima inhibitoria de Cr(VI) sobre el 

crecimiento de G. sulfurreducens 

 
Para la determinación de la concentración mínima inhibitoria de Cr(VI) sobre el 

crecimiento de G. sulfurreducens, se realizaron ensayos por triplicado para 

determinar el crecimiento y resistencia de G. sulfurreducens en cultivos anaerobios 

de NBAF con diferentes concentraciones de Cr(VI). Se utilizaron concentraciones 

de Cr(VI) entre 5 mg/L y 300 mg/L. En este proyecto, se usó K2Cr2O7 y 

posteriormente, el crecimiento celular se monitoreo por el cambio en la absorbancia 

(600nm) cada 24 hrs. 

 
Evaluación de la velocidad de reducción de Cr(VI) por las cepas mutantes 

csrA y gsu1771 

 
Para la evaluación de la velocidad de reducción de Cr(VI), se realizaron ensayos 

por triplicado, agregando la concentración de 10 mg/L de Cr(VI) sobre el crecimiento 

de las cepas mutantes csrA y gsu1771. La reducción de Cr(VI) se determinó por 

el método colorimétrico “difenilcarbazida” en solución ácida, seguida de la medición 

de la absorbancia a 540 nm (American Public Health Association, American Water 

Works Association, and Water Environment Federation 1999). Se tomaron muestras 

del cultivo a partir del tiempo inicial, posteriormente cada 2, 4, 6, 8 y 24 hrs. 

 
Nota: En los ensayos para evaluar la velocidad de reducción se usaron dos 

condiciones de fumarato, 4 y 40 mM para determinar si la limitación de aceptor de 

electrones tiene un efecto positivo en la reducción de Cr(VI). 
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Evaluación del efecto del medio de cultivo usado para crecer a las diferentes 

cepas de G. sulfurreducens, sobre la reducción de Cr(VI) 

 

Se inocularon cultivos con las diferentes cepas de G. sulfurreducens (WT, csrA y 

gsu1771). Se centrifugaron 50 mL del medio de cultivo a 3500 rpm por 15 min. 

Posteriormente, en la cámara anaerobia se filtró el medio de cultivo usado, 10 mL 

en cada tubo anaerobio. Posteriormente, se agregó una concentración de 30 mg/L 

de Cr(VI), y se determinó la concentración de Cr(VI) reducido. 

 

Remoción de Cr(VI) por una alta concentración celular de G. sulfurreducens 

 
Para la remoción de Cr(VI) por una alta concentración celular se inocularon cultivos 

con las diferentes cepas de G. sulfurreducens (WT, csrA y gsu1771) en medio de 

cultivo NBAF por 48 hrs a 37 oC. Al finalizar la incubación, se centrifugaron 50 mL 

del medio de cultivo a 3500 rpm por 15 min para separar la pastilla celular y el 

sobrenadante. En la cámara anaerobia, se resuspendió la pastilla celular y se midió 

la absorbancia a 600 nm. 

 
Posteriormente, mediante la ecuación de Lambert-Beer y la expresión matemática: 

C1V1 = C2V2 se ajustó a una concentración de células de 3𝑥108. Con la 

concentración de células adecuada, se realizó el ensayo por triplicado en 

condiciones anaeróbicas. 

 
Finalmente, en la estación de gases, se agregó acetato (20 mM) y por último, 30 

mg/L de Cr(VI) en cada tubo anaerobio. Se midió la reducción de Cr(VI) por el 

método colorimétrico difenilcarbazida cada 24 hrs a una abs de 540 nm. 

 
Nota: Al final de la reducción de Cr(VI) en los puntos 3 y 4, se guardaron las 

pastillas celulares a -70°C para el siguiente paso de esta investigación. 
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Determinación de citocromos tipo-c de células incubadas con Cr(VI) 

 

Se realizó una electroforesis de proteínas y tinción hemo para determinar el 

contenido de citocromos tipo-c de células de G. sulfurreducens incubadas con 

Cr(VI). A la par se realizó un duplicado de la electroforesis y se tiñó con azul de 

coomasie como control de carga. Para este paso, se prepararon 4 geles de 

poliacrilamida-SDS al 15% (ver apéndice). A las pastillas celulares de cada cepa 

(WT, csrA y gsu1771) incubadas con Cr(VI), se resuspendieron con 100 μL de B- 

PER (Thermo Scientific) y la suspensión se incubó a tempertura ambiente por 15 

minutos. Seguido, se centrifugó por 5 min a 14000 rpm para separar la fracción 

soluble y la fracción insoluble. 

 

Electroforesis de Proteínas (SDS-PAGE) 

 
Para la electroforesis de proteínas, se cargaron los pozos con (por duplicado) 30 μg 

con de proteína mezclados con buffer de carga (2.5 mL Tris-HCl 0.5 M [pH 6.8], 4 

mL SDS, 2 mL Glicerol 100%). Como marcador de peso molecular se utilizó 

Thermo-scientific PageRuler Prestained Protein Ladder que fue utilizado para 

calcular el peso molecular de las proteínas. La electroforesis se sometió a 100 V por 

una hora en una solución amortiguadora Tris-Glicina 1X (Tris 25 mM, glicina 250 

mM, SDS al 0.1 %). (Figura 7). 

 
Para finalizar, los geles se tiñeron con azul de Coomassie (0.1 % de Coomassie 

Brillant Blue en una solución de 40 % de etanol y 10 % de ácido acético glacial) 

durante 1 h. Enseguida, se lavaron con una solución desteñidora (10 % de etanol y 

7.5 % mL de ácido acético glacial) por 30 min. Por último, se obtuvo la imagen por 

medio de un fotodocumentador de luz blanca (BioRad). 
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Tinción hemo 

 
Después de correr el gel SDS-PAGE (ver apéndice) con una concentración de 30 

μg de proteínas se siguió el siguiente procedimiento: 

Se preparó 15 mL de TMB (3,3',5,5'- Tetramethylbenzidine MW: 240.34 gr/mol) 6.3 

mM en un tubo falcón cubierto con aluminio (para evitar exposición a la luz debido 

a que este reactivo es sensible a la luz). Posteriormente, se mezclaron 3 partes de 

TMB 6.3 mM con 7 partes de acetato de sodio 0.25 M pH 5.0. Para esta mezcla se 

ponen los 15 mL de TMB + 35 mL de acetato de sodio (MW: 82.03 gr/mol). Se 

sumergió el gel (previamente sujeto a electroforesis) en la solución de TMB/acetato 

en oscuridad, y se dejó reposar 1 h. Después se agrego H2O2 (MW 34.01 g/mol) a 

una concentración final de 30 mM y se dejo reposar en la oscuridad por 30 minutos. 

Finalmente, el gel se cambió a otro contenedor y se sumergió en una solución de 

isopropanol/acetato de sodio 0.25M pH 5.0. a una relación 3:7, para quitar el exceso 

de TMB precipitado y mejorar la definición de las bandas teñidas. 

 

Figura 6 Electroforesis de proteínas tipo SDS-PAGE 
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Resultados y discusión 

 
Determinación de la concentración mínima inhibitoria de Cr(VI) sobre el 

crecimiento de G. sulfurreducens 

 

Para determinar la concentración mínima inhibitoria de Cr(VI) sobre el crecimiento 

de G. sulfurreducens, se realizaron curvas de crecimiento usando la cepa silvestre, 

(WT) con diferentes concentraciones de Cr(VI). Se usaron concentraciones desde 

5-300 mg/L de Cr(VI). La figura 7 muestra las cinéticas de crecimiento con las 

diferentes concentraciones de Cr(VI). 
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Figura 7 Cinética de crecimiento de G. sulfurreducens con diferentes concentraciones de 

Cr(VI). En cada línea se muestra la concentración de Cr(VI) usada. De control, se creció a 

la cepa WT sin Cr(VI). Los puntos obtenidos en cada tiempo es el promedio de un triplicado, 

se muestra la desviación estándar de cada punto. 
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La línea con cuadros naranjas muestra el crecimiento de G. sulfurreducens sin 

Cr(VI). En las primeras 24 h de cultivo, presenta un crecimiento exponencial, 

seguido de una fase estacionaria hasta el final del cultivo (95 h). En la línea con 

rombos rosas se muestra el crecimiento con una concentración de 5 mg/L de Cr(VI), 

y se observa un ligero retraso en el crecimiento, comparado con la cepa sin Cr(VI); 

sin embargo, al final de la cinética, alcanza concentraciones celulares similares a la 

cepa sin Cr(VI). En la línea con círculos morados se observa el crecimiento con 10 

mg/L de Cr(VI), en las primeras 24 h disminuye la absorbancia, posiblemente por 

muerte celular; sin embargo, a las 48 h se empieza a recuperar el crecimiento hasta 

que finalmente alcanza una densidad celular similar al cultivo sin Cr(VI). Utilizando 

concentraciones de Cr(VI) superiores a 10 mg/L no se presentó crecimiento, lo que 

nos sugiere que la cepa WT no resiste a esas concentraciones de Cr(VI). Por lo 

tanto, para estudiar la velocidad de reducción de Cr(VI) con las diferentes cepas de 

G. sulfurreducens se estandarizo que la concentración mínima inhibitoria de Cr(VI) 

es de 10 mg/L. 

 
Reducción de Cr(VI) por las cepas de G. sulfurreducens 

 
Con la finalidad de caracterizar y cuantificar la capacidad de las cepas de G. 

sulfurreducens (WT y mutantes, csrA y gsu1771) para reducir Cr(VI), se 

determinó la reducción de Cr(VI) en dos condiciones, la primera usando una baja 

densidad celular (3𝑥107 células) y 10 mg/L de Cr(VI), y la segunda usando una 

mayor densidad celular (3𝑥108 células) y 30 mg/L de Cr(VI). 
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Cinética de reducción de Cr(VI) con una baja densidad celular 

 
Para determinar la reducción de Cr(VI) por las cepas de G. sulfurreducens con baja 

densidad celular, se probaron dos condiciones para evaluar si la limitación del 

aceptor de electrones (fumarato) favorecía la reducción de Cr(VI). En la primera 

condición, se usó fumarato a 4 mM y 10 mg/L de Cr(VI). En la figura 8 se muestra 

la cinética de reducción de Cr(VI). Se observa que en el control abiótico no hay 

reducción de Cr(VI) (línea con círculos rojos); sin embargo, en las primeras dos 

horas, la cepa WT reduce un 60% de Cr(VI) (línea con triángulos verdes), mientras 

que las cepas mutantes csrA y gsu1771, reducen un 88% y 90% (líneas con 

cuadros azules y con rombos amarillos, respectivamente). Después de las 6 h de 

incubación las dos cepas mutantes redujeron el 100% de Cr(VI) mientras que a la 

cepa WT requirió de 26 h para reducir hasta un 95% de Cr(VI). 
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Figura 8 Cinética de reducción de Cr(VI) por las cepas WT, ΔcsrA y Δgsu1771 de G. 

sulfurreducens con 4mM. Se muestran los valores promedio de un triplicado 

experimental. Los valores de desviación estándar son muy pequeños para ser 

observados. 
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En la segunda condición se inocularon los cultivos con 40 mM de fumarato (aceptor 

de electrones) y 10 mg/L de Cr(VI). 

En la figura 9 se muestra la cinética de reducción de Cr(VI). Al igual que con 

fumarato a 4 mM (Fig. 8), con fumarato 40 mM no hay reducción de Cr(VI) en el 

control abiótico. Por otro lado, dentro de las primeras 2 h se observa que la cepa 

WT reduce un 65% de Cr(VI) (línea con triángulos verdes), mientras que las cepas 

mutantes ΔcsrA y Δgsu1771 presentaron una reducción de 87% y 98% (líneas con 

cuadros azules y con rombos amarillos, respectivamente). Al paso de las 8 hrs de 

incubación las cepas mutantes redujeron el 100% de Cr(VI), mientras que la cepa 

WT necesito 26 h para reducir el 92% de Cr(VI). 
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Figura 9 Cinética de reducción de Cr(VI) por las cepas WT, ΔcsrA y Δgsu1771 de G. 

sulfurreducens con 40 mM de fumarato. Se muestra los promedios de un triplicado 

experimental. Los valores de desviación estándar son muy pequeños para ser observados. 
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Las figuras 8 y 9 muestran las cinéticas de reducción de Cr(VI) a Cr(III) por las cepas 

de G. sulfurreducens con una baja densidad celular. En las dos cinéticas se muestra 

un comportamiento similar, siendo las cepas mutantes quienes reducen en menor 

tiempo el Cr(VI) a Cr(III). La reducción de Cr(VI) es dependiente de la presencia de 

G. sulfurreducens, ya que en los controles abióticos, no se observa una reducción 

de Cr(VI). Previamente se había reportado (Elmeihy y col., 2021) que la limitación 

del aceptor de electrones, podría tener un efecto positivo en la velocidad de 

reducción de Cr(VI); sin embargo, en nuestras dos condiciones de cultivos usadas 

(4 y 40 mM de fumarato), las cepas probadas presentan cinéticas de reducción 

similar, por lo que bajo nuestras condiciones experimentales, no observamos que la 

concentración de fumarato favorezca la velocidad de reducción de Cr(VI). Por otro 

lado, las cepas mutantes csrA y gsu1771 reducen en menos tiempo el Cr(VI), 

que la cepa WT. Lo anterior pudiera ser resultado de que dichas cepas mutantes 

producen más citocromos tipo-c que la cepa WT (Hernández-Eligio y col., 2022; 

Martínez, 2018; Ruiz, 2019). Debido a que las cepas de G. sulfurreducens reducen 

en menor tiempo Cr(VI) a Cr(III), se probó la reducción de Cr(VI) con una alta 

densidad celular y mayor concentración de Cr(VI). 

 

Reducción de Cr(VI) por alta densidad celular y alta concentración de Cr(VI) 

 
Con la finalidad de estudiar la reducción de Cr(VI) por las cepas de G. 

sulfutrreducens, usando una alta densidad celular (3x108 células) y una 

concentración mas alta de Cr(VI) (30 mg/L), se realizaron cinéticas de reducción de 

Cr(VI) con células previamente crecidas en NBAF. Las células de las diferentes 

cepas (WT, csrA y gsu1771) se cosecharon en anaerobiosis, después de 48 h de 

crecimiento en medio NBAF (ver materiales y métodos). Se calculó la concentración 

célular y se añadieron 3x108 células y Cr(VI) al medio de reacción anaeróbico. 
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En la figura 10, se muestra la cinética de reducción de Cr(VI), y se observa que a 

las 24 h de incubación, la cepa WT reduce un 70%, a las 48 h se redujó el 75% y a 

las 96 h el 100% de Cr(VI) (línea con triángulos verdes). Por otro lado, la cepa 

mutante csrA a las 24 h redujo un 80% (línea con cuadros morados), a las 48 h 90 

% y a las 72 h se redujo completamente el Cr(VI). Por otro lado, la cepa gsu1771 

redujo un 90% (línea con rombos amarillos) a las 24 h, y a las 48 h se redujo el 

100% del Cr(VI). 
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Figura 10 Cinética de reducción por las cepas WT, ΔcsrA y Δgsu1771 de G. 

sulfurreducens. Se usó 30 mg/L de Cr(VI) y una densidad celular de 3𝑥108 células. Se 

muestran los promedios de un triplicado experimental. Los valores de desviación 

estándar son muy pequeños para ser observados. 
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Como se observa en la figura 10, las cepas mutantes de G. sulfurreducens reducen 

en menor tiempo el Cr(VI) presente en el medio. De manera sobresaliente, la cepa 

gsu1771 en las primeras 48 h redujo el 100% de Cr(VI) a diferencia de las otras 

dos cepas (WT y csrA). Al igual que con una menor densidad (Fig. 9), las cepas 

de G. sulfurreducens pueden reducir el Cr(VI) presente en el medio, como resultado 

de la diversidad metabólica de la bacteria. Entre los elementos involucrados en la 

reducción de metales solubles que se han descrito en G. sulfurreducens se 

encuentran los citocromos tipo-c de membrana externa OmcB, OmcC, OmcE 

(Hernandez-Eligio y col., 2020). En las cepas mutantes gsu1771 y csrA, los genes 

que codifican esos citocromos se encuentran sobre expresados, lo que pudiera 

explicar que la reducción de Cr(VI) sea en menor tiempo que la cepa WT. 

 

Reducción en medio de cultivo usado con una alta concentración de Cr(VI) 

 
Se conoce que G. sulfurreducens produce y secreta citocromos tipo-c , como OmcS 

y OmcZ. Para determinar si en el medio de cultivo donde se creció a G. 

sulfurreducens contiene proteínas involucradas en la reducción de Cr(VI) se 

realizaron ensayos donde se utilizó este medio de cultivo (aquí llamado “medio 

gastado”, sin células) y se incubó con una concentración de 30 mg/L de Cr(VI). 

(Figura 11). 

 
Como se observa en la figura 11, solo hay una reducción del 10% de Cr(VI) a las 24 

h. A tiempos más largos no se presentó un incremento en la reducción de Cr(VI). 

Por otro lado, no se observó reducción de Cr(VI) en el control abiótico, lo que sugiere 

que la baja reducción de Cr(VI) en el medio gastado es producto de una mínima 

concentración de proteínas presentes en el medio gastado. 
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Cinética de reducción de Cr(VI) con el medio de cultivo gastado. 
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Figura 11 Cinética de reducción por el medio “gastado” para crecer las cepas WT, ΔcsrA y 

Δgsu1771. En este ensayo se añadió una concentración de 30 mg/L de Cr(VI) y medio de 

cultivo usado. Se muestran valores promedio de un triplicado experimental. Los valores de 

desviación estándar son muy pequeños para ser observados. 

 
 

Contenido de citocromos tipo-c en las células incubadas con Cr(VI) 

 
Con la finalidad de explorar si el incremento en la velocidad de reducción de Cr(VI) 

por las cepas mutantes csrA y gsu1771 es debido al incremento de la expresión 

de diversos citocromos tipo-c, se determinó el contenido de estas proteínas 

mediante electroforesis de proteínas tipo SDS-PAGE y tinción hemo. Se usó como 

control de carga geles sometidos a electroforesis SDS-PAGE teñidos con azul de 

coomasie. 

 
En estos experimentos se usaron extractos de proteínas provenientes de las tres 

cepas de G. sulfurreducens crecidas con Cr(VI). En la figura 12 se muestra el control 

de carga teñido con azul de coomasie. 
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Electroforesis de proteínas tipo SDS-PAGE, azul de coomassie. 
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Figura 12 Electroforesis de proteínas tipo SDS-PAGE teñido con azul de coomasie 
(control de carga). En cada carril se muestra el extracto proteico de cada cepa usada (WT, 

csrA y gsu1771). Se muestran los pesos aproximados del marcado de peso. 
 
 
 

En la figura 13, se muestra la electroforesis de proteínas con una tinción específica 

para citocromos tipo-c provenientes de las fracciones insoluble y soluble. Se 

observa que algunos citocromos de alto peso molecular se incrementan más en las 

cepas mutantes que en la cepa WT. 

 
Este incremento en las cepas mutantes se debe a la expresión de algunos 

citocromos tipo-c en la transferencia extracelular de electrones y no porque se haya 

cargado más proteínas en la electroforesis, ya que como se observa en el control 

de carga (Fig. 12, tinción de azul de coomasie) se observa el mismo contenido de 

proteínas para ambas condiciones. Respecto a su peso molecular, se propone que, 

los citocromos que se incrementan son: GSU2898, GSU0702, GSU3450 y OmcB. 

Entre estos citocromos, OmcB destaca porque en estudios anteriores se menciona 

que está unido a la membrana externa y participa en la reducción de Fe(III) soluble. 
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Figura 13 Contenido de los citocromos tipo-c de las cepas WT, csrA y gsu1771. Tinción 
hemo. En cada carril se muestra el extracto proteico de cada cepa usada (WT, csrA y 
gsu1771). Se muestran los pesos aproximados del marcado de peso. Los astericos 
señalan los citocromos que se incrementan. 
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Conclusiones 

 
 Las cepas mutantes csrA y gsu1771 reducen Cr(VI) en menor tiempo que 

la cepa WT. 

 
 Con una baja densidad celular de 8𝑥107, las cepas csrA y gsu1771 

reducen 10 mg/L de Cr(VI) 12 veces más rápido que la cepa WT . 

 
 

 Con una alta densidad celular de 3𝑥108 las cepas csrA y gsu1771 reducen 

30 mg/L de Cr(VI) 2 veces más rápido que la cepa WT. 

 
 No se requiere una limitación de fumarato para acelerar la velocidad de 

reducción en medio NBAF. 

 
 El medio de cultivo usado (NBAF) para crecer a G. sulfurreducens contiene 

una baja concentración de proteínas involucradas en la reducción 

extracelular de Cr(VI) ya que presenta una reducción de hasta un 10% en las 

diferentes cepas a las 24 hrs. 

 
 Debido al incremento de citocromos de alto peso molecular en las cepas 

mutantes csrA y gsu1771 (observadas en la tinción hemo), se sugiere que 

estos citocromos tipo-c podrían estar participando en la reducción de Cr(VI). 
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Perspectivas 

 

 
 Determinar mediante espectrometría de masas, las proteínas citocromos 

tipo-c que se incrementan en las cepas mutantes csrA y gsu1771 durante 

el crecimiento y reducción de Cr(VI). 

 
 Identificar por espectrometría de masas los citocromos tipo-c que están 

participando en la reducción de Cr(VI) en el medio de cultivo usado para 

crecer a G. sulfurreducens. 

 
 Realizar ensayos de viabilidad celular en las cepas mutantes después de la 

reducción de Cr(VI). 
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Apéndice 

 

Tabla 4 Preparación y cantidades exactas utilizadas en los medios de cultivo. 
 

 

Nombre del medio de 
cultivo 

Reactivo Cantidad por litro 

1. DL vitaminas H2O Milli Q 800 mL 
 Biotina 0.002 g 

Ácido pentoténico 0.005 g 

Vitamina B-12 0.0001 g 

Ácido p-aminobenzóico 0.005 g 

Ácido tióctico 0.005 g 

Ácido nicotínico 0.005 g 

Thiamine 
Hydrochloride 

0.005 g 

Riboflavina 0.005 g 

Piridoxina HCl 0.01 g 

Ácido fólico 0.01 g 
 Aforar a 1L con H2O Milli Q 

 

NB Sales 100 X H2O Milli Q 800 mL 
 KH2PO4 (monobásico) 42 g 

KH2PO4 (dibásico) 22 g 

NH4Cl 20 g 

KCl 38 g 

NaCl 36 g 

 

Preparación de geles de 
poliacrilamida al 15% 

  

Reactivo Gel separador Gel concentrador 

𝐇𝟐𝐎 2.3 mL 2.7 mL 

Acrilamida 30 % 

Tris 1.5 M (pH 8.8) 

Tris 1 M )pH 6.8) 

SDS 10% 

Persulfato de amonio 
10% 

TEMED 
Volumen final 

5.0 mL 0.67 mL 

2.5 mL - 

- 0.5 mL 

0.1 mL 0.04 mL 

0.1 mL 0.04 mL 

0.004 mL 0.004 mL 

10 mL 4 mL 
 

*TEMED: N, N, N’,N’-tetrametiletilendiamina 
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Figura 14. Curva de calibración utilizada en la reducción de Cr(VI) en µg/mL. 
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