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Sinopsis

Las bacterias reductoras de sulfato (SRB, por sus siglas en inglés) son un grupo de
microorganismos que utilizan el sulfato como aceptor final de electrones durante el metabolismo,
lo que lleva a la generacion de aniones de sulfuro.

Industrias como la produccion del petréleo y del gas sufren enormes pérdidas econdmicas como
consecuencia del crecimiento de SRB y la produccion consecuente de sulfuro, debido a su
participacion en la corrosion influenciada microbioldgicamente (MIC, por sus siglas en inglés).

El método prevalente para la deteccion de SRB en la industria es el ensayo del Nimero Mas
Probable (NMP), que puede requerir hasta 28 dias para obtener resultados. En las ultimas décadas,
se han desarrollado diversos métodos (técnicas de microscopia, técnicas de biologia molecular,
técnicas enzimaticas, técnicas microbiologicas) con diferentes complejidades, costos y demandas
de tiempo para identificar y monitorear SRB en entornos industriales. Sin embargo, el uso de
equipos tecnologicamente avanzados y la necesidad de profesionales altamente calificados han
obstaculizado su aplicacion practica en el campo en comparacion con la técnica de NMP.

Este estudio presenta una metodologia para la deteccion altamente sensible de la actividad
metabolica de SRB en medios acuosos, basada en el seguimiento de cambios en el potencial de
equilibrio de un electrodo de Ag/Ag.S, causados por la presencia de sulfuro biogénico.

Se construyo el electrodo de Ag/Ag:S y se evaluo su respuesta bajo diferentes condiciones de pH,
medios de crecimiento y metabolismo microbiano. Evaluamos el sensor tanto como una unidad
externa para pruebas de cultivo como un sensor de cultivo interno para monitoreo continuo. Se
encontro que, en todos los tiempos de deteccion, el sensor se anticip6é al NMP.

A través de ensayos de respuesta temporal, se vinculd efectivamente el crecimiento de un cultivo
de SRB con los datos entregados por el sensor en un medio inoculado con un recuento celular
cercano a extincion (10 SRB mL™"), cuya actividad pudo identificarse en menos de 24 horas. Con
estos datos, establecimos una estimacion cuantitativa de SRB basada en las lecturas del sensor
para un cultivo de laboratorio, que podria ser aplicable para una rapida estimacion de
microorganismos SRB en el campo.

Este enfoque innovador puede ser utilizado en campo con requisitos técnicos, profesionales y de
equipos minimos. El método puede disminuir el tiempo necesario entre los eventos de deteccion
y la aplicacion de medidas preventivas, como la dosificacion de biocidas.


https://integridad.iapg.org.ar/sinopsis/SINOPSIS.pdf

Introduccion

Los microorganismos sulfato reductores (SRB) son un grupo de organismos anaerobios
que se encuentran comUinmente en habitats anoxicos. Estos microorganismos utilizan sulfato
como aceptor final de electrones, resultando en la produccion de sulfuro a través de la reduccion
disimilatoria del sulfato (Rabus et al., 2013). Junto con bacterias oxidantes de sulfuro, los SRB
son cruciales para los ciclos globales del carbono y el azufre, contribuyendo en cerca del 50%
de la mineralizacién del carbono organico en sedimentos marinos (Jargensen, 1982). Ademas,
los SRB son utilizados en aplicaciones biotecnoldgicas para tratar contaminantes industriales,
recuperar metales preciosos y reducir sulfato en aguas y desechos industriales (Barton &
Fauque, 2009; Hussain et al., 2016)

Los SRB son considerados organismos primordiales del planeta, estimandose su
evolucion hace 3.5 mil millones de afios segln las mediciones de is6topos de sulfuro (Shen &
Buick, 2004). Este largo proceso evolutivo ha dotado a los SRB de caracteristicas que les
permiten habitar practicamente todos los ecosistemas acuaticos, independientemente de la
temperatura o salinidad (Rabus et al., 2013). En la reduccidn, los SRB requieren un donante de
electrones, incluyendo azucares, aminoacidos, alcoholes y aniones de &cidos organicos (acetato,
butirato, fumarato, succinato, lactato, etc.), asi como compuestos aromaticos y crudo de petréleo
(Barton & Fauque, 2009; Hussain et al., 2016). Los SRB muestran una mayor afinidad por
compuestos de bajo peso molecular como el lactato, ampliamente utilizado en experimentos de
laboratorio (Serrano et al., 2020).

El sulfuro generado por estos microorganismos es relevante en diversas industrias,
especialmente en petrdleo y gas. Recientemente, Puentes-Cala et al. (2022) identificaron 52
trabajos relacionados con la caracterizacion de la poblacion bacteriana en la industria del Oil &
Gas, encontrando SRB en el 96% de los casos. El sulfuro en forma de H2S es un toxico letal
comparable al cianuro (Patnaik, 2007). A concentraciones superiores a 20 ppm, su olor se
vuelve imperceptible por fatiga olfativa, y exposiciones por encima de 300 ppm pueden ser
mortales al impedir la respiracion aerébica y conducir a la asfixia (Aventaggiato et al., 2020).
La administracion de seguridad y salud ocupacional establece una cantidad maxima para la
exposicion aguda a este gas de 50 ppm por un tiempo maximo de 10 minutos (OSHA, s. f.).

Si bien existe una multitud de técnicas y métodos para detectar y cuantificar al sulfuro
(Fig. 1), se ha remarcado desde hace varios afios la necesidad de métodos simples que puedan
usarse facilmente en muestras “sucias” o en entornos de campo. Una de las posibles soluciones
podria encontrarse en las técnicas electroquimicas para resolver este desafio (Lawrence, 2000).
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Fig. 1: Técnicas analiticas para la deteccion del sulfuro en sus distintas especies, se muestran resaltadas aquellas de

interés en este trabajo. Traducido del inglés desde el trabajo de Lawrence et al. (Lawrence, 2000).

La problematica del sulfuro en la industria ha generado la realizacion y disefio de
multiples herramientas de diversas complejidades, costos y tiempos para la identificacion y
monitoreo de las SRB. La necesidad de la industria requiere de métodos que sean econdmicos,
precisos, simples de utilizar y puedan ser realizados a campo con técnicas de baja complejidad
(Puentes-Cala et al., 2022). Las herramientas que se han desarrollado hasta el momento pueden
diferenciarse en cinco categorias de métodos indicadores de la presencia de MIC en la industria:
i) Técnicas de microscopia; ii) Técnicas de biologia molecular; iii) Técnicas enzimdticas; iv)
Técnicas microbioldgicas; v) Sensores

i) Técnicas de microscopia: Utilizadas en biologia y metalurgia para observar y cuantificar
celulas en superficies metalicas e identificar patrones de corrosion microbioldgica. Incluyen
técnicas de caracterizacion superficial (SEM-EDS, Raman, DRX) para identificar biofilms y
productos de corrosion asociados a bacterias como el sulfuro de hierro (I1) (FeS) (Puentes-Cala
et al., 2022). Estas técnicas son semicuantitativas, requieren analisis ex situ, personal capacitado
y equipos avanzados.

ii) Técnicas de biologia molecular: PCR, gPCR y RT-qPCR son capaces de identificar
bacterias reductoras de sulfato y otros grupos corrosivos. Son precisas y proporcionan resultados
cualitativos y cuantitativos, pero requieren condiciones estériles, equipos especializados y
personal capacitado. Pueden demorar de 15 a 30 dias y no ofrecen informacion sobre el estado
del sistema ni la tasa metabolica bacteriana. Su aplicacion es limitada debido a su costo y
requerimientos especificos (Al-Humam et al., 2021; Madrid et al., 2008; Upreti et al., 2015).

iii) Técnicas enzimaticas: Destaca la medicion de Adenosin Trifosfato (ATP) mediante
luminometria indica la actividad metabdlica, aunque no diferencia entre bacterias corrosivas y
otras del consorcio microbiano, ni entre bacterias activas e inactivas. ES menos costosa y
proporciona resultados en horas. Puede realizarse in situ con equipo de complejidad media (N.-
C. Yang et al., 2002).



iv) Técnicas microbioldgicas: Principalmente, el método del nimero més probable (NMP)
estima la presencia de SRB mediante cultivo en diluciones seriadas hasta extincion. Es frecuente
en la industria para monitorear la MIC y guiar estrategias de control, pero demora 28 dias en
obtener resultados (NACE TM0194, 2014). Es menos costoso, pero su precision es limitada y no
asocia resultados con el dafio al metal.

v) Sensores: Dispositivos para la deteccion temprana de SRB basados en la medicién del
sulfuro (S?) producido por su metabolismo. Utilizan cambios en las propiedades quimicas,
Opticas, electroquimicas y fotoelectroquimicas del sulfuro. Algunos dispositivos combinan
nanotubos de 6xido de zinc (ZnO) con cationes de cadmio (Cd+2) para detectar SRB, formando
sulfuro de cadmio (CdS) detectable fotoelectroquimicamente (Z. Yang et al., 2018a). Otros usan
gel de agarosa con sulfato de cadmio que cambia de color en presencia de SRB (Z. Yang et al.,
2018b). También existen dispositivos fotoelectroquimicos con complejos fluorescentes que se
apagan en presencia de sulfuro, aunque el plomo (Pb+2) es tdxico y susceptible a interferencias
(Zheng et al., 2019). Se han explorado métodos quimicos, como la separacién de metabolitos de
SRB mediante centrifugacion y filtrado, aplicando azul de metileno bajo luz UV para detectar
sulfuro mediante fluorescencia (Qi et al., 2012).

Estas soluciones técnicas varian en precision, capacidad de analisis in situ y requerimientos
de equipo y personal, lo que influye en el tiempo de obtencion de resultados y su aplicabilidad.

Por lo expuesto es clara entonces la necesidad de un método de deteccion temprana, que
sea capaz de ser implementado in situ, cuyo requerimiento de experiencia técnica sea bajo y
que permitan la resolucion en un tiempo corto, sin la utilizacion de equipamiento costoso o de
alta tecnologia. Es deseable ademds que permitan detectar bajos niveles de actividad de los
microorganismos, para disminuir el tiempo muerto entre el momento del monitoreo o la toma
de muestras y la aplicacion de las técnicas preventivas.

En este trabajo, desarrollamos un dispositivo sensor capaz de seguir la actividad
metabolica de cultivos mediante la utilizacion de técnicas electroquimicas, especificamente de las
técnicas potenciométricas como método auxiliar para la evaluacion de parametros bioldgicos de
interés (sulfato consumido y crecimiento bacteriano).

Desarrollo

1) Quimica del sensor

En la potenciometria, se utiliza el potencial de circuito abierto (OCP) y su variacion como un
indicador de un proceso de interés, asociado con el elemento/situacion que ha generado el
cambio. En este caso, la reaccion de interés se da entre el sulfuro y la plata siguiendo la
ecuacion 1, impulsada por la reaccion de reduccion del ion plata (Eq. 2) (Speight, 2016).

Ag,S +2e” & 24g+S7? Eq.1

Agt+e” o Ag —/—E°® = 0.799 (V vs SHE) Eq.2



Como el potencial de equilibrio se encuentra determinado por la ecuacion de Nernst, el OCP
dependera principalmente de la actividad del ion plata y el ion sulfuro. En la mayoria de los
sistemas experimentales asociados a las SRB no se adiciona, ni es comun encontrar plata soluble
en los medios a sensar. Las concentraciones de las especies de interés estaran dadas por la Eq. 3:

Kps(Ag,S) = [S72][Ag*]? Eq.3

El valor de Kps para la sal de Ag,S es muy pequefio, registrandose en 6.3x10-° entre 18°C
y 25°C (Speight, 2016) lo cual nos asegura que la sal generada no se disolvera significativamente
en el medio a sensar y, que la cantidad de iones plata disueltos sera despreciable para la mayoria
de situaciones. Por lo anterior, el principal movilizador en el potencial registrado sera la
concentracion de sulfuro. Este sulfuro aumentara en los ensayos a medida que se genere por la
accion metabdlica de los microorganismos sulfato reductores.

Si consideramos la quimica de la disolucion del sulfuro, sabemos que al ser disuelto en
un medio acuoso se genera la aparicion de dos nuevas especies quimicas el bisulfuro (HS") y el
sulfuro de hidrégeno (H.S) (Eq. 4).

S72 = H,S + HS + S™2 Eq.4

Si bien estas tres especies coexisten en todo momento, la fraccion que representan cada
una sobre el total se encuentra determinada por el pH del medio. La representacion de esta
especiacion se muestra en la Fig. 2. La presencia de la especie sulfuro libre (S) sobre el total de
sulfuro disuelto (Stor?) que llamaremos fraccion de sulfuro libre (Siine?) disminuye de manera
logaritmica a medida que el pH se encuentra por debajo de 10.

10t = Fraccion de Sy, 2 sobre S;,?

pH

Fig. 2: Fraccion del sulfuro libre (Stibre2) sobre el sulfuro total (Stetai?), en funcién del pH para soluciones acuosas.
En pequefio se muestra la zona no logaritmica de la ecuacion. En color y punteado se muestran los pH de interés
para este trabajo, siendo pH 6 (anaranjado) y pH 7 (azulado).

Esta especiacion es aprovechada por los electrodos comerciales de Ag/Ag,S, como el
"Orion Silver/Sulfide Electrode" para el sensado analitico del sulfuro. Estos electrodos deben ser
utilizados en un buffer SAOB (Sulphide anti-oxidant buffer), con un pH mayor a 12 y en



concentraciones de sulfuro superiores a 10 mol L. El medio SAOB es un buffer de pH alcalino
basado en NaOH que contiene un secuestrante de oxigeno (acido ascorbico) para evitar la
oxidacion del sulfuro (S2) y, por lo tanto, prevenir errores en la medicion (Bock & Puff, 1968;
Thermo Corporation, 2003).

Estas estrategias, como la eliminacion del oxigeno del medio y/o la adicion de secuestrantes
de oxigeno, han sido utilizadas en bibliografia para reducir el limite de deteccion hacia valores de
sulfuro total de 10%/10 mol L' (Crombie et al., 1975). En presencia de concentraciones bajas del
analito (S2), el sensor requiere de un tiempo mas prologando para encontrar el valor estable de
potencial. Durante este periodo, la concentracion de la especie disminuye al ser oxidada y, por lo
tanto, aumenta la incertidumbre de las mediciones (Crombie et al., 1975; Enning, 2012; Miiller
& Stierli, 1999; Thermo Corporation, 2003).

Este proceso de oxidacion se produce en la especie libre (S2), la cual suele ser mayoritaria
a los pH de bibliografia (pH>12), forzando a eliminar la molécula de O, del medio a evaluar.
Ahora bien, si se trabaja en rangos de pH en donde la fraccion de S es muy baja en comparacion
con las otras dos especies (H.S y HS"), se produce un efecto buffer que continuamente repone la
cantidad de sulfuro oxidado debido a la disociacion de las especies mayoritarias. Esto permite
realizar la medicion en los pH usuales de un medio de cultivo para SRB (entre 6 y 8), sin
preocuparnos por el oxigeno del entorno. A este pH, sin embargo, la fraccion de sulfuro libre que
es capaz de interactuar con el electrodo disminuye varios ordenes de magnitud (desde pH 12) por
la especiacion de la especie (recordar la Fig. 2) y es posible obtener pérdida de sulfuro total (Sto
%) en forma de H,S gaseoso (Miiller & Stierli, 1999).

Encontramos entonces la combinacién de dos limitaciones para el sensado de medios
bioldgicos. En primer lugar, los pH fisiologicos se encuentran alejados de la alcalinidad necesaria
para el sensor (pH > 12) cayendo en el rango de pH entre 6 y 8, lo cual nos fuerza a medir una
fraccion muy baja de la especie libre y no su totalidad. Actualmente, en la mayoria de los medios
de cultivo aplicados para el desarrollo de los SRB, tales como los medios Postgate utilizados en
la determinacion por el método del NMP, la concentracion de sulfato es menor a 3x102 mol L.
Por lo que las concentraciones a sensar, si se pretende utilizar el S? como indicador en un medio
bioldgico, son extremadamente bajas.

Otra consideracion que debemos tener en cuenta es la toxicidad del sulfuro para los
microorganismos, incluso para los sulfatos reductores. Se ha demostrado la inhibicion del
metabolismo de los SRB en concentraciones de sulfuro por encima de 2.1x102 mol L,
obteniendo asi un limite superior a la concentracion de la especie libre S que podriamos esperar
en un cultivo en batch que cae por debajo del rango analitico o Nernstiano (Reis et al., 1992).

Este panorama no permitiria, a priori, trabajar con el sensor de Ag/Ag:S en el rango
analitico para evaluar la cantidad de metabolito producido por los microorganismos. Sin embargo,
en la region no analitica o 'no Nernstiano', es posible obtener grandes diferencias de potencial
ante pequefias cantidades de S Esto permite la deteccion temprana del metabolismo microbiano
de reduccion de sulfato, aunque se resigne la precision cuantitativa de la técnica.

1) Construccion del sensor

El electrodo de plata — sulfuro de plata (Ag/Ag,S) también fue generado a partir de un
alambre de plata cuya superficie fue lijada y enjuagada. El proceso para generar el depdsito de



AgS fue realizado mediante la inmersion del alambre en una solucion de Na,S (0.1 mol L)
durante 5 minutos. Posteriormente fue sumergido en agua destilada por un par de horas y
almacenado en seco.

I11)  Calibracién

Se construy6 una curva de calibracion para el sensor, en la figura 3 se presenta el OCP
entregado por el sensor en funcion de la concentracion del sulfuro total del medio. Se evaluo el
sensor en dos pH comunmente asociados al crecimiento de SRB, mediante soluciones buffer
fosfato con pH 6.2y 7.

En ambos casos se observa una buena correlacion con curvas de bibliografia (Harsanyi
et al., 1984). Se presenta una caida abrupta desde concentraciones no detectables de sulfuro hasta
el ingreso en el rango analitico, en donde cumple la prediccion de la ecuacion de Nernst. Se
observd un desplazamiento de dos ordenes de magnitud en la respuesta del sensor con el aumento
del pH en el medio. Este resultado indica que es necesario agregar casi 100 veces mas sulfuro
total a la solucion para obtener la misma respuesta cuando trabajamos a pH 6.2 en lugar de pH 7.

Este aumento en dos o6rdenes de magnitud se correlaciona bien con el grafico de la
fraccion libre del sulfuro presentado en la Fig. 2 (observar lineas guias). Como previamente, el
sensor solo puede detectar la fraccion libre de sulfuro (S) y no la cantidad total (Sto?). Esto
significa que es posible obtener otros rangos de medicion al variar el pH del medio. Otro aspecto
importante a tener en cuenta es que la curva de calibracion se construyd en condiciones
atmosféricas, sin eliminar el oxigeno del entorno.
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Al considerar nuevamente un ensayo batch de microorganismos sulfato reductores, el
limite para la cantidad de sulfuro total se encuentra dado por la condicion de toxicidad y gira en
torno a los 2.1x102 mol L' (Sto?) (Rabus et al., 2013). En este punto, observamos que el sensor



es capaz de detectar la presencia de sulfuro incluso en concentraciones varios ordenes de
magnitud por debajo de los valores inhibitorios, tanto a pH 7 como a pH 6.2. Por lo tanto, se
considera factible su utilizacion para el analisis de un sistema batch de microorganismos sulfato
reductores (SRB).

1V) Ensayos en batch

A continuacion, en la figura 4, evaluamos el funcionamiento del sensor en las condiciones
experimentales de un medio de cultivo simulando agua utilizada en la industria. El primer punto
para destacar fue la buena estabilidad que presentd el dispositivo sensor tanto en condiciones
abidticas como en presencia de microorganismo durante los 21 dias que dur6 el ensayo.

En cuanto a su funcionamiento, la respuesta del sensor ante el crecimiento de las SRB fue
evidente a diferencia de lo observado en condiciones abidticas. Esta respuesta fue visualizada por
una caida progresiva en el potencial a medida que iban transcurriendo los dias (Fig. 4).
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(rojo) a traveés de los dias.

Cuando relacionamos este cambio en el potencial en el sensor con la cantidad de bacterias
presentes en el medio de cultivo, ambas curvas, crecimiento bacteriano y evolucion del potencial
detectado por el sensor, se correlacionaban. Esto quiere decir que los cambios de potencial
registrados por el sensor siguen la curva de crecimiento bacteriano (fase lag, exponencial y
estacionaria) (Fig. 5).

Durante la fase lag que presenta cualquier cultivo bacteriano, el sensor es capaz de
detectar concentraciones de sulfuro total (Sto?) cercanas a 5x107° mol L' (umbral de deteccion
en pH 7 detectado en la Fig. 2) que se traducen a cambios en el potencial de aproximadamente
100 mV. Cuando el cultivo entra en la fase exponencial el sensor presenta una respuesta "no



Nernstiana". Es aqui donde se produce una abrupta caida de potencial estabilizandose en los -550
mV. Una vez que entra el cultivo en la fase estacionaria el sensor presenta un comportamiento
Nernstiano en donde ha disminuido la amplitud de la respuesta en funciéon de los cambios en el
sulfuro libre (S?) que se detectan.
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Fig. 5: Evolucién de la curva de crecimiento bacteriano (Izquierda, en negro) y de la respuesta del sensor de
Ag2S/Ag (derecha, rojo) a través de los dias.

V) Relacion entre el sulfuro sensado y el nimero de bacterias

A partir de estos resultados podemos suponer que el cambio de potencial estaria
estrechamente relacionado con el numero de bacterias presentes en el medio de cultivo. Para
establecer esta relacion convertimos los mV detectados por el sensor en mol L™ de sulfuro total
en el medio de cultivo (Sto?) mediante el uso de la curva de calibracion (Fig. 3). Esto nos da
como resultado una relacion lineal entre ambos parametros que nos permite estimar la cantidad
de bacterias presentes en el medio de cultivo a partir de la lectura de potencial del sensor

electroquimico (Fig. 6).
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Estos hallazgos permiten considerar el uso del electrodo sensor de Ag/Ag,S como una
herramienta para medir la actividad metabolica de microorganismos sulfato reductores. Esta
aplicacion facilitaria el seguimiento de los cultivos de laboratorio de una manera mas eficiente,
econodmica y rapida en comparacion con los métodos tradicionales que implican el consumo de

sulfato y la medicion del crecimiento bacteriano (como la turbidimetria y la lectura de OD-600).

Es importante destacar que a priori, cualquier sistema biologico compuesto por
microorganismos sulfato reductores, cuyo pH no varie sensiblemente con el crecimiento
bacteriano (y/0 sea plausible medir este cambio) es posible de ser evaluado mediante la

aplicacion del sensor Ag/Ag:S desarrollado en el marco de esta tesis doctoral.

VI) Validacidn del sensor electroquimico en comparacién con la técnica del NUumero
mas Probable y monitoreo continuo in-situ

En la industria del petrdleo la técnica de referencia utilizada para la deteccion de las SRB
es la del nimero mas probable (NMP). Como se menciond anteriormente es una técnica que
consiste en el cultivo de microorganismos a partir de diluciones seriadas en un medio especifico,

con un tiempo de demora de 28 dias para poder obtener los resultados definitivos.

De este modo, se compraron la sensibilidad y los tiempos de deteccion del sensor

desarrollado contra una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion de las SRB como el NMP.



El medio de cultivo utilizado fue el PostGate B recomendado y utilizado para el crecimiento de

las SRB por normas de la industria (NACE TM0194, 2014).

En el NMP, la identificaciéon de crecimiento bacteriano en las diferentes diluciones
seriadas es detectado visualmente mediante un cambio de color del medio de cultivo de incoloro
anegro, debido a la formacion de sulfuro de hierro (II) (FeS) (Fig. 7). Para comparar los resultados
de esta técnica con el sensor electroquimico, se tomaron alicuotas de cada una de las diluciones

del NMP y se registr6 el potencial del sensor electroquimico para 0, 36 y 72 horas.

Fig. 7: Diluciones seriadas por la técnica de NMP para un cultivo de SRB (2x108 Nro. mL™%). De izquierda a derecha
se disminuye la cantidad de células en diluciones 1:10. Se considera positiva para deteccion visual las que presenten

un color negro.

El dispositivo fue capaz de sensar a las 36 hs la presencia de bacterias en los viales del
nimero mas probable correspondiente a las tres primeras diluciones (-1,-2,-3) mientras que la
deteccion visual (cambio de color del medio) se registr6 a las 72 hs. Para las cinco diluciones
posteriores (viales nro. -4, -5, -6, -7 y -8) el sensor entregd un resultado positivo a las 72 hs del
ensayo (Fig. 8). Es importante remarcar que, en estos ultimos viales detectados por el sensor, el
medio de cultivo permanecia incoloro, y solo fue visible el cambio de color entre los 18 y 25 dias

de realizado el ensayo.

Estos resultados demuestran la capacidad de nuestro sensor para detectar tempranamente,
en un periodo de tiempo corto (72 hs), que por otra técnica suele tardar semanas, la presencia de

actividad sulfato reductora en un medio de cultivo, en un periodo de tiempo corto.
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Fig. 8: Respuesta del sensor medida como potencial Eoce en funcion de la dilucion de la técnica de nimero méas
probable. En linea punteada se marca el valor de corte para la deteccion positiva por el sensor (verde) y de manera

visual (negro).

Conclusiones

A lo largo de este trabajo, se ha presentado el desarrollo y la evaluacién de un sensor
electroquimico de sulfuro (Ag/Ag»S). Este sensor fue capaz de detectar la presencia temprana en
cuestion de horas de microorganismos sulfato reductores, lo que podria representar un avance
significativo en la deteccion y seguimiento de su actividad metabdlica. Este avance podria ser de
gran interés para la industria del petroleo y gas, ya que los SRB son los principales involucrados
en procesos de corrosion microbioldgica.

El sensor ha demostrado una alta sensibilidad a la presencia de SRB, permitiendo detectar
cambios en el potencial electroquimico asociados a la metabolizacion del sulfato a sulfuro. Los
experimentos revelaron una buena correlacion entre la respuesta del sensor y la cantidad de SRB
presentes en un medio de cultivo de tipo batch, lo que sugiere que este sensor podria ser una
herramienta eficaz para el seguimiento de la actividad sulfato reductora y/o el crecimiento de una
poblacion bacteriana.

Ademas, se explico la quimica subyacente y se destaco su rango de mediciones posibles,
tanto analitico (Nernstiano) como no analitico o "No Nernstiano". La capacidad del sensor para
operar en un rango "no Nernstiano" dependiente del pH del medio de cultivo es especialmente
relevante. Esto brinda ventajas significativas en comparacion con métodos tradicionales, como el
Numero Mas Probable (NMP), que requieren un tiempo prolongado para la deteccion visual.

Tanto el protocolo disefiado para la medicidén externa como la posibilidad de utilizar el
sensor in-situ son técnicas de baja complejidad que podrian ser aplicadas en el campo. Ambas



técnicas permiten la deteccion cualitativa y/o la semi-cuantitativa temprana de los SRB. Ademas,
la técnica in-situ posibilita un seguimiento en tiempo real de su actividad metabodlica. La
simplicidad en la construccion del sensor y su bajo costo lo hacen destacar entre otras propuestas
recopiladas en la bibliografia. En todos los casos el sensor detect6 actividad metabolica antes que
la técnica estdndar de la industria del NMP. Este éxito llevd a la solicitud de una patente de
invencion (acta 20230102617) por parte de la Universidad Nacional de Mar del Plata y el
CONICET. La patente lleva el titulo de "Sensor y método electroquimico para la deteccion
temprana de actividad bacteriana" y fue presentada el 29 de septiembre de 2023.

Aclaracion de propiedad intelectual

El desarrollo de este dispositivo ha sido protegido mediante la solicitud de patente de
invencion (Acta numero 20230102617) por parte de la Universidad Nacional de Mar del Plata y
CONICET con el titulo de “Sensor y método electroquimico para la deteccion temprana de
actividad bacteriana” presentada el 29 de septiembre del 2023.
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