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Introduccion. ElI fendémeno de bioensuciamiento,
ocasionado por la actividad microbiolégica en los
sistemas de agua de recirculacién de plantas de proceso,
representa un problema importante para la industria del
petréleo, debido a que puede facilitar la aparicion de
corrosion electroquimica y microbiologica. Es por ello
necesario el desarrollo de productos quimicos (biocidas)
que controlen dicho fenémeno.

Para poder realizar el disefio de compuestos quimicos de
manera especifica es necesario conocer primero el tipo
de microorganismos que se encuentran en el ambiente
de estudio, por lo que en el presente trabajo se realizé
una prospeccion de bacterias aerobias y, posteriormente,
el aislamiento microbioldgico y la identificacién molecular
de las mismas.

Metodologia. Se utilizaron dos muestras de agua de
recirculacion de sistemas de enfriamiento, las cuales se
inocularon al 5% (v/v) en caldo nutritivo y se incubaron a
30°C y 250 rpm, durante diferentes tiempos. El
crecimiento microbiano se cuantific6 por el método
turbidimétrico. A continuacién, se realiz6 una resiembra
en medio LB liquido, y se utilizd la técnica de dilucién y
siembra en placa para aislar las colonias por estria
simple en agar LB. Para observar la morfologia y hacer
una primera clasificacion de los cultivos, se realiz6 la
tincion de Gram. EI ADN gendémico de las colonias
aisladas se extrajo, de acuerdo al protocolo del sistema
comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega).
Para observar la integridad del ADN extraido se realiz
una electroforesis en gel de agarosa. Se amplific6 por
PCR el gen para el ADNr 16S, utilizandose los cebadores
universales E9F y E926R (1). Los productos de PCR se
visualizaron mediante electroforesis y se purificaron de
acuerdo al protocolo del sistema comercial Wizard PCR
Prep DNA Purification System (Promega). Tras
secuenciar los fragmentos, se comparo6 la similitud de las
secuencias con las contenidas en las bases de datos,
utilizando la herramienta informatica BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Resultados y discusion. EI mejor crecimiento se
observd a las 48 horas, para ambas muestras. Se

observé la presencia de bacterias Gram (-) en forma de
cocos, agrupados en cadenas cortas en el caso de la
SEll y en cadenas largas en el de la muestra SEV. En la
Figura 1a se muestra el tamafo del ADN extraido para
ambas muestras. La amplificacion del gen ADNr 16S
mediante PCR produjo fragmentos de algo menos de
1000 pb, en ambos casos (Figura 1b).
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Fig. 1. (a). Extraccion de ADN.gendmico (b) Amplificacién de
del gen ADNr 16S mediante PCR. 1: SEIl, 2: SEV

La comparacién de las secuencias con las contenidas en
las bases de datos permite asegurar que las dos
muestras pertenecen al género Chromobacterium.

Conclusiones. Las técnicas utilizadas en el presente
trabajo permitieron identificar a nivel de género los
microorganismos presentes en aguas de recirculacion de
sistemas de enfriamiento. Estos resultados contribuyen al
conocimiento de las comunidades microbianas presentes
en estos sistemas y permitiran, eventualmente, el
desarrollo de productos quimicos de alta especificidad.
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