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RESUMEN

En los ultimos afios se ha experimentado con el grafeno. Material derivado del
carbono, con estructura 2D, que ofrece la posibilidad de fabricar una membrana
mediante la superposicion de nano-laminas de grafeno. Una aplicacién para la
membrana es en la desalinizacion de agua. El grafeno tiene caracteristicas fisicas
y quimicas adecuadas para la desalinizacion. La sintesis del grafeno genera
vapores altamente toxicos. En este trabajo se demostro la obtencion de grafeno a
partir de Shewanella oneidensis. Fue realizada la caracterizacién del material final
usando tres técnicas, FT-IR, DRX y SEM. El espectro FT-IR del rOG muestra
presencia de grupos carboxilicos, alcanos, alquinos y enlaces conjugados. El
espectro DRX muestran una distancia interplanar de 6.3066 A que demuestra la
presencia de la estructura de grafeno. Las fotomicrografias SEM revelaron laminas,
superficies lisas, bacterias y particulas de material, comprobando que S. oneidensis
puede reducir el OG para obtener grafeno. Esto hace posible la obtencion de
grafeno de manera sustentable en mayor escala para la fabricacion de membranas.
Con el grafeno obtenido no es posible utilizarlo directamente para una membrana
de osmosis inversa, debe combinarse con alguna poliamida para que tenga el
tamano de poro necesario para la desalinizacion de agua.

Palabras clave: Sustentabilidad, nanomateriales, tratamiento de agua, grafeno,

bacteria.



ABSTRACT

In recent years, graphene has been experimented with. Material derived from
carbon, with a 2D structure, which offers the possibility of manufacturing a
membrane by superimposing nano-sheets of graphene. One application for the
membrane is in water desalination. Graphene has physical and chemical
characteristics suitable for desalination. The synthesis of graphene generates highly
toxic vapors. In this work the obtaining of graphene from Shewanella oneidensis was
demonstrated. The characterization of the final material was carried out using three
techniques, FT-IR, XDR and SEM. The FT-IR spectrum of rGO shows the presence
of carboxylic groups, alkanes, alkynes and conjugated bonds. The XRD spectrum
shows an interplanar distance of 6.3066 A which demonstrates the presence of the
graphene structure. SEM micrographs revealed sheets, smooth surfaces, bacteria
and material particles, proving that S. oneidensis can reduce GO to obtain graphene.
This makes it possible to obtain graphene in a sustainable way on a larger scale for
the manufacture of membranes. With the graphene obtained, it is not possible to use
it directly for a reverse osmosis membrane, it must be combined with some

polyamide so that it has the necessary pore size for water desalination.



1. INTRODUCCION

El agua es una necesidad basica para el ser humano, la contaminacién, el
crecimiento de la poblacién, la expansion de las actividades urbanas, de produccion
y agricolas han reducido significativamente este recurso El 96,5 por ciento del agua
se encuentra en los océanos, no es potable y esta saturada de sal (Sarvestani et
al., 2021). Varios paises han buscado nuevas fuentes de obtencion de agua, una

de estas es la desalinizacion de agua salobre (Guerrero, 2016).

Los métodos de desinfeccion de agua, descontaminacion y desalinizacion son
generalmente quimicos y energéticamente intensivos, por lo que se requiere de

fuertes inversiones y expertos en ingenieria (Chavez-Lizarraga, 2018).

Estudios recientes han demostrado que los procesos de desalinizacion
energéticamente eficientes se pueden lograr a través de materiales avanzados,
como membranas de materiales de baja dimension, los nano materiales basados
en carbono, como nanotubos de carbono y grafeno, y sus derivados son los mas
conocidos, han sido encontrados como adsorbentes efectivos Las membranas
basadas en grafeno (ver figura 1) han sido promocionadas como el material de
membrana de proxima generacion debido a su alta rigidez y espesor de un solo
atomo. Los disefios de membranas de grafeno propuestos incluyen la membrana
de grafeno nanoporosa, la membrana de grafeno con hendiduras y la membrana
de grafeno multicapa, por nombrar algunos y ademas son funcionales en grandes

superficies y en diferentes sitios (Toh et al., 2020)
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Figura 1. Esquema de una membrana de 6xido de grafeno apilado (Menéndez, R., & Blanco, C., 2014)

El grafeno es uno de los materiales derivados del carbono, gracias a su estructura
2D, se comporta como una barrera perfecta frente a la difusién de gases y liquidos.
Las monocapas del grafeno son completamente impermeables, sin embargo, las
grandes dificultades asociadas a la creacion de monocapas de grafeno de suficiente
tamano y regularidad, libres de defectos, han hecho que los estudios se hayan
dirigido al uso de los 6xidos de grafeno (OG), mas faciles de obtener y depositar
sobre membranas poliméricas convencionales. La estructura bidimensional, unida
al control de la funcionalidad de los 6xidos de grafeno, ofrece una extraordinaria
posibilidad de fabricar una nueva clase de membranas mediante superposicion de
las nano-laminas. Ademas, el OG puede dispersarse facilmente en disolventes
comunes, entre ellos el agua (Menéndez, R., y Blanco, C, 2014).

Hay dos métodos predominantes para producir grafeno: la deposicion quimica de
vapor o CVD (por sus siglas en inglés Chemical Vapor Deposition) y la exfoliacion
del grafito. Los mayores inconvenientes son la limitada superficie de area del
sustrato, la necesidad de una atmdsfera especializada para el crecimiento de
grafeno, y dificultades en la remocion del grafeno crecido del sustrato. Las
metodologias para la exfoliacidon del grafeno son diversas, pero la mas prometedora
para la produccion a escala es la oxidacién y exfoliacion de grafito a oxido de
grafeno.



En la ultima década se han buscado distintas alternativas para la reduccién del
oxido de grafeno, estas alternativas incluyen acidos organicos, extractos de plantas,
microorganismos, azucares, antioxidantes, aminoacidos, proteinas, etc. Todos
estos reductores se conocen como “agentes reductores verdes” ya que son una

alternativa ecologica y no toxicos (De Silva, Huang, Joshi, y Yoshimura, 2017).

Recientemente se ha practicado la reducciéon del 6xido de grafeno mediante
microorganismos, como bacterias y levaduras; un ejemplo es la escherichia coli (E.
coli) que es una bacteria comunmente conocida presente en el tracto digestivo
humano y algunas cepas pueden causar enfermedades graves. Se descubrié que
la reduccion se debe a la actividad metabdlica de las bacterias y el 6xido de grafeno
reducido bacterianamente puede inhibir la proliferacion de las bacterias
supervivientes. Otro microorganismo es Shewanella, una bacteria reductora de
metales, es ubicua y se conoce que ha reducido 6xido de grafeno en ambientes
anaerobicos y aerobicos. Los electrones generados metabdlicamente desde
Shewanella se transfieren a un aceptor de electrones externo directamente desde
la superficie celular o usando mediadores de electrones auto-secretados (De Silva
etal., 2017).

2. MARCO TEORICO

2.1 OXIDO DE GRAFENO

El 6xido de grafeno (OG) es un material a base de carbono, es la forma oxidada del
grafito que se puede producir a partir de polvo o escamas de grafito mediante el uso
de un método quimico de solucién de oxidacion oxidante fuerte. En la estructura del
OG estan presentes una serie de funcionalidades que contienen oxigeno tales como
carboxilico, fendlico, carbonilo y epdxido, contiene atomos de carbono hibridados
sp? en su estructura, lo que lo hace no conductor de la electricidad. La deformacion
de la estructura y la presencia de grupos funcionales que contienen oxigeno unidos

covalentemente hacen que el OG sea atomicamente rugoso (Boveri, 2014).
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El OG ha recibido una atencién considerable por parte de la comunidad cientifica
durante los ultimos afos. Fue identificado como un material precursor de bajo costo
para la sintesis de plaquetas de OG reducido (rOG), un material similar al grafeno,
a través de la reduccion de sus grupos funcionales que contienen oxigeno por
meétodos quimicos o recocido térmico. Es bien sabido que el numero y la naturaleza
de los grupos funcionales que contienen oxigeno determinan las propiedades
eléctricas y opticas del OG. Ademas, el OG completamente oxidado es soluble en
agua, altamente hidrofilico, mientras que la eliminacién de los grupos funcionales
que contienen oxigeno grupos resulta en la formacién de materiales hidrofobos
similares al grafeno (Mishra y Pathania, 2018).

2.2 GRAFENO
El grafeno es la forma reducida de 6xido de grafeno (Boveri, 2014). La IUPAC
(Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada), define el grafeno como “una
lamina unica de carbono con estructura grafitica y de naturaleza analoga a un
hidrocarburo aromatico policiclico” (Mayora-Curzio, Cremades-Oliver, y Cusido-
Fabregas, 2015).

El grafeno se ha definido como un hidrocarburo aromatico policiclico infinitamente
alternamente de anillos de solo seis atomos de carbono. Sin embargo, el término
grafeno actualmente se puede aplicar para hacer referencia a agrupaciones de
varias laminas de grafeno, generalmente usando los términos grafeno mono-. bi-, y
multi-capa (<10), ya que sus propiedades son diferentes. (Menéndez, R., y Blanco,
C, 2014).

El grafeno es una estructura de carbono bidimensional constituida por una sola
capa de atomos de carbono en hibridacion sp? en una red hexagonal. El carbono
se distingue de otros elementos por su flexibilidad al formar enlaces quimicos.
Dependiendo de los orbitales del carbono implicados existen dos tipos de
hibridacion posibles. En la hibridacion sp?® o tetragonal, cuatro orbitales hibridos se

11



disponen en el espacio formando un tetraedro para minimizar la repulsion. La
hibridacion sp? o trigonal involucra la formacién de tres orbitales hibridos con un
angulo de separacion entre ellos de 120° formando un plano. Esta estructura
proporciona la tipica estructura grafitica de panal de abeja, como se muestra en la
figura 2 (Colom et al., 2020).

Figura 2. Grafeno en la estructura grafitica de panal de abeja (Tomada de nusgrem.es).

2.2.1 PROPIEDADES DEL GRAFENO

2.2.1.1 PROPIEDADES ELECTRONICAS

El grafeno ha demostrado una variedad de propiedades intrigantes entre las mas
interesantes se encuentra su alta movilidad de electrones a temperatura ambiente
(250,000 cm2 / Vs), conductividad térmica excepcional (5000 Wm 1 K 1) y
propiedades mecanicas superiores con Médulo de Young de 1 TPa. (Singh et al.,
2011).

La hibridacién sp 2 entre los atomos de carbono del grafeno forman una estructura
trigonal plana en la que cada atomo se encuentra enlazado covalentemente por
enlaces o con otros tres atomos, dejando un orbital molecular = deslocalizado
perpendicular al plano basal. Estos electrones deslocalizados se encuentran
débilmente ligados, por lo que son capaces de pasar de un orbital a otro, formando

12



una distribucion continua arriba y abajo del plano basal. Esta caracteristica es la
responsable de la alta movilidad de sus portadores de carga (Singh et al., 2011).

En los ultimos afios, el grafeno ha generado grandes expectativas debido a sus
excelentes propiedades mecanicas, eléctricas, opticas y térmicas. Entre éstas,
cabe destacar que el grafeno absorbe fotones en el rango del visible al infrarrojo
con una rapida transicion inter-bandas que permite obtener una eficaz respuesta

eléctrica (Aguirre, 2015).

2.2.1.2 PROPIEDADES MECANICAS

En el grafeno, el modulo de Young que se ha reportado alrededor de los TPa,
haciendo que sea capaz de soportar tensiones muy elevadas sin deformacion o
ruptura del material. No obstante, el grafeno presenta simultaneamente alta
flexibilidad, hecho reflejado en la formacion de pliegues y arrugas en sus hojas.
Ademas, la conductividad térmica en el grafeno se ha reportado con un valor de
5000 W mK a temperatura ambiente, superando por casi el doble al valor reportado

para nanotubos de carbono (Lopez-Polin, 2016).

2.2.1.3 PROPIEDADES QUIMICAS

Debido a la forma anisotropica del grafeno y su alta capacidad para enlazarse con
otros atomos, la funcionalizacion de las redes grafiticas por ambos lados de las
hojas hace posible la sintesis de nuevas moléculas con caracteristicas unicas,
permitiendo el desarrollo de estructuras para diferentes aplicaciones (Arenas,
2017).

Si el material presenta una superposicion maxima de diez capas es considerado
grafeno. En funcién de la cantidad de capas que presente se clasifica como grafeno
monocapa, bicapa, tricapa y asi sucesivamente (Aguirre, 2015).

2.2.1.4 PROPIEDADES OPTICAS
Entre sus propiedades Opticas cabe destacar que el grafeno absorbe fotones en el

rango del visible al infrarrojo con una rapida transicion inter-bandas lo cual permite
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obtener una eficaz respuesta eléctrica. Esta caracteristica hace que el grafeno sea
muy atractivo para aplicaciones fotovoltaicas, siendo ademas un material ideal para
sistemas de almacenamiento de energia electroquimica, debido a su elevada
conductividad eléctrica, su gran superficie especifica y su estabilidad quimica
(Colom et al., 2020).

2.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION

2.3.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en
inglés) representa la Transformada de Fourier del espectro infrarrojo y es el método
preferido en espectroscopia infrarroja. En esta técnica, la radiacion IR atraviesa la
muestra y parte de la radiacion infrarroja es absorbida por la muestra y otra fraccion
atraviesa a muestra (transmision). El espectro resultante representa la absorcion
molecular y transmision, creando una huella dactilar de la muestra. La
espectroscopia FTIR (ver figura 3) se emplea como una herramienta poderosa para
caracterizar cambios quimicos y, en particular, determinar grupos funcionales en

sustancias irradiadas por lo que es una técnica unica (Hosseini et al., 2020).

Figura 3. Espectrometro FT-IR Bruker (Tomado de bruker.com)
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2.3.2 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La difraccion de rayos X es una técnica utilizada para el analisis estructural de

materiales cristalinos, siempre y cuando se tengan las siguientes consideraciones:

i) que el haz de rayos X sea monocromatico, es decir, de una misma longitud
de onda (A)

ii) que la longitud de onda empleada sea de un orden similar el espaciamiento
atomico del material a investigar (Petrick y Castillo, 2004).

Este tipo de caracterizacion arroja informacién del ordenamiento y espaciado entre
planos cristalograficos, permitiendo determinar propiedades fisicas de un material.
Su estudio se basa en la redistribucion de la energia de la onda electromagnética
a medida que el haz atraviesa los planos atomicos del cristal, fendmeno conocido
como difraccion, el cual es producto de la interferencia constructiva y destructiva de
la radiacion. La longitud de onda del haz utilizada en este método se encuentra en
la region de los rayos X, cuyo intervalo esta entre los 10-25 nm. De forma
cuantitativa, el espaciado entre planos cristalograficos se calcula a partir de la
conocida condicion de Bragg:

2dhklsen(8) =nd (1)

Donde:
d= es la distancia entre planos cristalograficos,

0= es el angulo entre el haz y la normal al plano
cristalografico, n= es un entero y 4 es la longitud de onda

del haz.

Esta expresion permite predecir los angulos en los que el haz difractado por los
planos atdmicos de un cristal periddico producen interferencia constructiva. En la

practica, los difractogramas consisten en picos bien definidos, cuya forma y anchura

15



dependen del tamafio promedio de las particulas que conforman el cristal y de las

imperfecciones que éste presente.

2.3.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una de las técnicas que mas se
utilizan para el analisis morfologico y topografico de soélidos (ver figura 4). Esta
técnica proporciona imagenes en alta resolucion de las superficies de materiales
organicos e inorganicos, permitiendo asi su caracterizacion (Arenas, 2017).

Figura 4. Microscopio de barrido electronico (Tomada de cimav.edu.mx).

En términos generales, un equipo de SEM es capaz de tomar una imagen de la
muestra aunque realmente lo que se detecta es la respuesta del material al impacto
de un haz de electrones (electrones llamados primarios), en vez de registrar fotones
propiamente dichos (como en la microscopia 6ptica). Al ser impactada por el haz
de electrones de alta energia, la muestra produce una serie de sehales que son
registradas con los diferentes detectores del SEM, dichas sefiales cada una ofrece
informacion independiente con respecto a la topografia, composiciéon y en algunos

equipos hasta conductividad eléctrica de la muestra. Por supuesto, para adquirir la
imagen se hace mover el haz en el plano xy (con sistemas Opticos, antes de

impactar la muestra) de forma que recorra el area deseada o planificada. La

resolucidn que puede alcanzarse; es decir, la capacidad de distinguir en la imagen

16



entre dos puntos diferentes pero proximos entre si, en la superficie del material,
puede ser tan alta como 2 nm (Clavijo, 2013).

SEM es un instrumento de microscopia avanzado en la caracterizacion de
materiales micro y nanoestructurados. Junto con su alto poder para ofrecer un
analisis 2D de aspectos sustanciales de la muestra, SEM también puede
proporcionar informacidon y datos cualitativos variados sobre varias propiedades
fisicas como rugosidad, morfologia, consistencia de la superficie, tamafio y
estructura quimica de los materiales (Ibrahim et al., 2021).

2.4 SHEWANELLA ONEIDENSIS
Su nombre proviene del lugar del que fue aislada: Lago Oneida, en New York
(Estados Unidos).

Taxonomia:
- Filo: Proteobacteria
« Clase: y-Proteobacteria
« Orden: Alteromonadae
- Familia: Shewanellaceae
« Género: Shewanella
- Especie: Shewanella oneidensis

En el aino 1988 Myers y Nealson demostraron la produccion de energia y el
crecimiento acoplado a la reduccion del hierro y de 6xidos de manganeso en la

especie denominada Shewanella sp. MR-1 (‘metal-reducing’).

Esta cepa MR-1 fue, entonces, identificada como Shewanella putrefaciens. En un
trabajo publicado en el afio 1999 por Katsthuri Venkateswaran y colaboradores se
realiza una reorganizacion del género Shewanella mediante el empleo de la
reasociacion ADN, sondas moleculares, perfiles de acidos grasos y quinonas vy
pruebas fisiologicas clasicas, llegando a la reasignacion de la cepa Shewanella
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putrefaciens MR-1 como Shewanella oneidensis MR-1 (ver figura 5). La cepa tipo
posee una morfologia bacilar con un tamafio aproximado de entre 2 y 3 ym de
longitud y 0,5-0,6 ym de diametro. Se trata de una bacteria Gram-negativa,
anaerobia facultativa con flagelo polar. No forma ni endosporas ni capsulas. Las
colonias que aparecen cuando se cultiva en distintos tipos de agar mientras sean
para bacterias Gram-negativa, son circulares, lisas y convexas y coloracién desde

beige a ligeramente rosadas.

.

Figura 5. Shewanella oneidensis (Tomada por Ella Marushchenko/Universidad de Minesota).

No requiere de sodio para su crecimiento, a temperaturas mesdéfilas, situandose su
optimo de crecimiento en 30 °C. Posee la capacidad de reducir nitrato a nitrito asi
como de oxidar nitrito a nitrato. Muestra actividad citocromo oxidasa, catalasa y
gelatinasa y produce H.>S a partir de tiosulfato. A través de la cadena respiratoria,
Shewanella oneidensis MR-1 entrega electrones de los donantes electronicos (por
ejemplo, lactato, acido acético y fumarico) al aceptor electronico (metal pesado). S.
oneidensis MR-1 codifica dos enzimas para el piruvato oxidacion, piruvato
deshidrogenasa (PDH) que produce acetil coenzima A y CO2 y piruvato formiato-
liasa (PfIB) que produce acetil coenzima A y formato. No hemoliza eritrocitos y
muestra un débil crecimiento a una concentracion de NaCl de aproximadamente un
3 %. Utiliza lactato, succinato y fumarato como unica fuente de carbono, reduce los
oxidos de metales de transicion (Fe, Mn, U) y el sulfuro elemental (Garcia, 2014;
Yu et al, 2020; Xiong et al, 2020).
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Shewanella oneidensis ha evolucionado para utilizar materiales inorganicos como
aceptor de electrones durante la respiracion anaerdbica. S. oneidensis puede
entregar electrones a materiales aceptores inorganicos tanto mediante lanzaderas
de electrones como a través del contacto directo de superficie a superficie mediado
por su via respiratoria Mtr, que consta de multiples proteinas diferentes que pasan
electrones desde el citoplasma bacteriano, a través de las membranas celulares, y
hasta la superficie de la bacteria. Cuando se proporciona 6xido de grafeno, los
electrones de S. oneidensis reaccionan con los grupos de oxigeno del oxido de
grafeno, lo que lleva a una restauracion de los orbitales sp? que forman la red
hexagonal caracteristica del grafeno. El 6xido de grafeno contiene grupos epoxilo,
carboxilo e hidroxilo tanto en la superficie superior como en la inferior de las
escamas. Estos grupos tienen diferentes energias de unién, y aun no se sabe cual

de esos grupos puede ser reducido por Shewanella oneidensis (Lehner et al., 2019).

2.5 DESALINIZACION

La desalinizacidn consiste en un proceso de separacion de sales disueltas de aguas
salobres o de mar para convertirlas en aguas adecuadas para consumo humano,
industrial o de riego. Existen diversas tecnologias desarrolladas en la actualidad
para desalinizar el agua de mar (ver figura 6) y aunque tienen caracteristicas
distintas de acuerdo con el tipo de energia, disefio y produccién que requiere cada
una, todas tienen el mismo objetivo: reducir la concentracion de sales disueltas del
agua de mar; ello permite distinguir entre los procesos que separan el agua de las
sales y los que realmente efectuan la separacién de las sales de la solucion.

19



Clase de separaci6n Energia utilizada Proceso Sistema

Destilacion solar

S " - Destilacion subita flash

[érmica Evaporacion SRR o
Destilacién multiefecto

Termocompresién de vapor

Agua de sales L, .
J Formacién de hidratos

Frio Cristalizacién iy
Congelacién
2 Evaporacién Compresién mecdnica de vapor
Mecdnica : i3 e
Filtracion Osmosis inversa

Eléctrica Filtracion selectiva Electrodialisis
Sales del agua T : Tee e

Quimica Intercambio Intercambio i6nico

Figura 6. Clasificacion de los procesos de desalinizacion (Tomada de Dévora-Isiordia, Gonzalez-Enriquez, &
Ruiz-Cruz, 2013)

2.5.1 SISTEMAS POR MEMBRANAS.

La desalinizacién de agua de mar por medio de membranas es un proceso que
separa el agua salina en dos vertientes: una corriente de agua potable con baja
concentracion de sales disueltas y una corriente de salmuera concentrada. Los
sistemas mas utilizados son 6smosis inversa y electrodialisis (Dévora-Isiordia,

Gonzalez-Enriquez, y Ruiz-Cruz, 2013).

2.5.2 OSMOSIS INVERSA

El proceso de 6smosis inversa es quiza el método mas sencillo para desalar, y el
que parece acercarse a los mejores rendimientos energéticos. El sistema toma su
nombre por realizarse el paso de las soluciones en forma contraria a los procesos
osmaticos normales. Es decir, las soluciones menos concentradas se desplazan,
por diferencia de energia potencial, hacia las mas concentradas a través de una
membrana semipermeable sin necesidad de aplicar ninguna fuerza externa. El
proceso de 6smosis inversa (ver figura 7) se basa en las propiedades de las
membranas semipermeables de dejar pasar con mas facilidad el agua dulce que la
salada, creandose asi una diferencia de potencial hidraulico entre esos dos liquidos
cuando cada uno se sitta a un lado de la membrana. Aumentando
convenientemente la presion en el lado del agua salada se puede hacer pasar al
compartimento menos salino, dejando atras parte de las sales. El problema principal
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reside en la obtencion de membranas baratas y resistentes a la presion diferencial,
campo en el cual se esta realizando un gran esfuerzo y en el que ya se han obtenido
logros importantes. Las membranas pierden permeabilidad si el agua original lleva
un exceso de silice, hierro o materia organica. El agua de alimentacion debe tener
una turbidez y contenido de materias en suspension muy bajo. Tipicamente, una
membrana de 6smosis inversa procesa un agua de mar de ppm de solidos disueltos

totales, SDT, y la convierte en agua dulce con una salinidad inferior a ppm SDT

@ “langue agua producto
I

(Cortes y Dominguez, 2000).

>®< Postratamiento
2 i Z — ~ ~ Bastidores de dsmasis inversa
Agua de mar Pretratamiento  Bumba alta presién
Agua de rechazo

Figura 7. Esquema general de una planta de 6smosis inversa (Dévora-Isiordia et al., 2013).

2.5.2.1 MEMBRANAS

Una membrana es una barrera permeo selectiva entre dos medios que permite la
transferencia, desde un medio a otro y a través de ella, de ciertos componentes, al
mismo tiempo. Mientras que detiene o restringe el paso de ciertos componentes.
En la figura 8 se muestra el funcionamiento de la membrana mediante un flujo

(Gozalvez y Lora, 1998).
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Figura 8. Funcionamiento de la membrana(Gozalvez y Lora, 1998).

¢ Alimento. Es la disolucion por tratar.

¢ Permeado. Constituido por las cantidades que han pasado a
través de la membrana y por tanto, es mas rico en las sustancias
con mayor tendencia a pasar.

¢ Rechazo o retencién. Es el resultado de la pérdida por parte de la
disolucion, alimento de las cantidades que constituyen el
permeado. Y por tanto estara enriquecido en las sustancias que
permean en menor grado (Gozalvez y Lora, 1998).

Las membranas de 6smosis inversa tienen distintas aplicaciones, entre algunas de
estas son: la purificacion de metales preciosos, recuperacion de desperdicios
nucleares, procesamiento de alimentos, purificacion de agua de laboratorio,
potabilizacion de agua, entre otros. Las membranas que se utilizan tienen una gran
cantidad de poros superficiales y microporos, debido a la interaccion fisicoquimica
entre la solucion y la membrana, la mayoria de las sales no pueden pasar por los
poros, son rechazadas y solo el agua de baja concentracion ionica pasa a traves
de la membrana. La mayoria de los componentes organicos son removidos,

dependiendo de su masa molecular (Dominighini et al, 2012).
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La resistencia de la membrana depende de varios factores como el tamainio, la
forma y la porosidad de los nanoporos. Sin embargo, el modulo de tension efectivo
de la membrana solo se puede determinar considerando solo la porosidad de los
nanoporos. Deben crearse poros con un tamafo exacto entre 0,8 y 1,6 nm para
permitir que la membrana de grafeno filtre el agua mientras detiene el paso de las
moléculas de sal. La geometria de los nanoporos, la presion aplicada sobre el
sistema, los grupos funcionales quimicos y la concentracion de sal son algunos
factores que pueden tener una influencia sustancial en la funcionalidad de las

membranas de grafeno nanoporoso (Sarvestani et al., 2021).

La caracteristicas para una membrana de osmosis invesara dependen del tipo de
equipo de osmosis inversa (longitud, el tamano y superficie de la membrana) (Sagle
& Freeman, 2004.; Tolba & Mohamed, 1999.; Xu et al., 2007). Algunas

caracteristicas generales son:

* Presion de 10-100 bar

« Tamafio de poro (dependiendo de las caracteristicas del agua) 4.0 A
+ Esfuerzo de Tension (Modulo de Young) 0.86GPa

+ Tamafos estandar 40in

» Temperatura de 25°C

3. ANTECEDENTES

Algunos de los trabajos que se han llevado a cabo con respecto al tema mencionan
que el grafeno tiene muchas propiedades ventajosas, la investigacion actual sobre
sus aplicaciones medioambientales se ha centrado principalmente en la fabricacion
de materiales y sorcion quimica. Un ejemplo es la preparacién de una membrana
de nanofiltracién de oxido de grafeno reducida ultradelgada mediante filtracion al
vacio y mostro una alta sorcion de colorantes organicos y una retencion moderada

de sales ionicas (Liu et al., 2014).
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Wei y sus colaboradores mencionan que las membranas de grafeno se pueden usar
para ablandar el agua, decoloracion, eliminacion de materia organica natural,
eliminacién de metales pesados y separacion de solventes organicos, utilizar para
la desalinizacion del agua mediante técnicas mecanicas. Se han fabricado
membranas positivas, que tienen un mayor flujo y rechazo (nitrato de plomo) que

las membranas de quitosano y las membranas de poliamida.

Por otra parte, Guerrero (2006), realizd su tesis “Desalinizacion de agua por
membranas de grafeno nanoporoso: Calculos de primeros principios”, en la cual
obtuvo resultados positivos donde las membranas de grafeno muestran una rapida

permeacion y selectividad de 6rdenes de magnitud mayores a la tecnologia actual.

Otra investigacion que se llevo a cabo fue la realizado por Cristina y Valeria (2017),
del “Estudio del consumo de energia en el proceso de dsmosis inversa utilizando
un filtro de membrana de grafeno para la desalinizacion del agua del mar”; en el
cual se concluyé que el consumo de energia mediante la utilizacion de una
membrana de 6xido de grafeno es menor al de una membrana comercial, lo cual

reduce costos y hace el proceso de desalinizacion mas eficaz.

4. JUSTIFICACION

Actualmente se llevan a cabo investigaciones para producir grafeno de una forma
mas sustentable, rapida y economica. Existen diversas técnicas para la reduccion
del 6xido de grafeno dentro de las cuales tienen algunos inconvenientes, generan
vapores altamente toxicos y son procesos complejos, estos métodos pueden
causar problemas ambientales o econdmicos cuando se trata de una produccién a

gran escala (Tanizawa et al., 2012).

La contaminacion del agua ha generado que en mas de la mitad de las camas de
los hospitales que estan siendo usadas por personas, sus enfermedades estan

relacionadas con agua contaminada. Esta estimado que el 80 % del agua residual
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es regresada al ambiente sin un tratamiento adecuado (Casiano et al., 2019), esto
es debido al tratamiento inadecuado del agua residual y a la escasez del agua
potable limpia. Este problema ha llevado a buscar soluciones, una de estas es la
desalinizacion del agua.

Es por esto que se presenta el siguiente proyecto de investigacion: obtencion de
grafeno a partir de Shewanella oneidensis para la desalinizacion del agua, con el
fin de disminuir los riesgos a la salud al realizar la sintesis de grafeno mediante un
meétodo sustentable para la potabilizacion del agua utilizando una membrana de

grafeno.
5. HIPOTESIS

La bacteria Shewanella oneidensis sera capaz de reducir el 6xido de grafeno. El
grafeno obtenido se podra utilizar para desarrollar una membrana para la
desalinizaciéon de agua. Mediante el uso de Shewanella oneidensis para la
reduccion del 6xido de grafeno se obtendra grafeno de forma sostenible.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL.:
Obtener una membrana de grafeno a partir de Shewanella oneidensis para
la desalinizacion del agua.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Encontrar las condiciones de sintesis adecuadas para
desarrollar Shewanella oneidensis en laboratorio

2. Estudiar y controlar las variables que intervienen en la sintesis
de oxido de grafeno mediante Shewanella oneidensis
3. Realizar un prototipo de membrana a partir del grafeno

sintetizado.
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7. METODOLOGIA

A continuacion, se presenta un diagrama general (ver figura 9) que representa la

metodologia para este trabajo.

Obtencion de

membrena de

grafeno con S.
oneidensis

v v

Grafito Cultivo de S.
oneidensis
Método Hummers
Oxido de ' Mezclg?
» incubacion | Grafeno
grafeno :
l por 5 dias

Caracterizacion de material

l

Preparacion
de
membrana

Figura 9. Diagrama de flujo general de la metodologia
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7.1 OXIDO DE GRAFENO

Diagrama del proceso de la sintesis del oxido de grafeno por método Hummers

modificado (ver figura 10).

Oxido de grafeno método
Hummers modificado

/
M Polvo de grafito +NaNO;
\.
P
H,SO, +KMnO,

H,0, + agitacién 10min

HCI +agua desionizada

Decantacioén y enjuague (HCl)

=

Figura 10. Diagrama para la sintesis de OG

a) La sintesis de 6xido de grafeno fue realizada mediante el método Hummers.

Para esto fue necesario realizar una mezcla con 1 g de grafito (99%, Sigma-

Aldrich, 325 mesh) en polvo, con 0.5 g de NaNO; (Meyer).

b) En una tina de ultrasonido (Branson 1510) (ver figura 11) la mezcla fue agregada

a una solucién de 24ml de H,SO. concentrado (Jalmek) en bafio de hielo. Los

componentes fueron mezclados en la tina de ultrasonido por 5 minutos hasta

homogeneizar, el rango de temperatura oscilé entre 0y 10 °C.
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c) Ala suspension homogénea se agregaron 3 g de KMnO, (cuidando la velocidad
de adiciéon y manteniendo una temperatura de 5 +1 °C).

d) Lentamente fueron agregados 3 g de KMnO; y 46 mL de agua desionizada a la
pasta para elevar la temperatura a 98 +2 °C. La solucion fue mantenida a esta

temperatura por 30 minutos en agitacion.

e) Fueron agregados 140ml de agua desionizada a una temperatura de 70 £10 °C
y 3.5 mL de H,0; al 30 %, resultando con una mezcla de color café oscuro (ver
figura 12).

Figura 12. Solucién de 6xido de grafeno antes de los lavados

f) La suspension resultante fue sometida a un proceso de lavado con agua

desionizada a una temperatura de 75 + 10 °C(ver figura 13), en este primer
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lavado se adicionaron 100 mL de HCI al 5 % para lograr eliminar la mayor parte
de residuos del permanganato.

Figura 13. Lavado de la solucion de 6xido de grafeno

g) La solucion fue decantada y centrifugada (ver figura 14) a 6500 rpm por 8

minutos en una centrifuga marca Bunsen, Modelo Histam Plus.

~—

Figura 14. Solucién de oxido de grafeno a centrifugar

Los lavados fueron realizados con el fin de neutralizar el pH de la solucion de OG
y eliminar compuestos secundarios residuales que pudieron haberse formado en

la reaccidn quimica.
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h) Varios lavados fueron llevados a cabo hasta que el pH neutro fue alcanzado, el
pH obtenido de la solucién de OG fue de 7.56.

i) La solucién fue llevada al horno a 70 °C por 3 dias para evaporar el agua (ver
figura 15).

Figura 15. Oxido de grafeno después del secado en horno

j) La muestra extraida del horno fue pulverizada y pesada. Se obtuvieron 1.3 g
de la muestra en polvo (ver figura 16).

Figura 16. Oxido de grafeno en polvo

Una vez que se obtuvo la solucion de OG se realizaron lavados hasta que alcanzé

un pH neutro, se secdé en el horno hasta que se evaporara el agua totalmente.
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7.2 CARACTERIZACION DE OG
7.2.1 ESPECTROSCOPIA FT-IR

El analisis se llevd a cabo en el laboratorio de analisis quimico en el Instituto de
Investigacion en Metalurgia y Materiales de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Las caracteristicas del equipo son: Modelo: tensor
27, Marca: Bruker, Rango: 4000 a 400 cm™' Resolucion: 1 (ver figura 17).

Figura 17. Espectrometro de infrarrojo (fomada de www.iim.umich.mx)

7.2.2 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

El analisis se llevd a cabo en el laboratorio de Rayos X en el Instituto de
Investigacion en Metalurgia y Materiales de la UMSNH. Para esta caracterizacion
se utilizé el equipo “Sistema de difraccidon de rayos X modelo D8 ADVANCE
DAVINCI”. usando un anodo de cobre con radiacién CuKa (1=1.54 nm). Para el
analisis se molieron los polvos; se coloco en el portamuestras y se incidio el haz de
luz con las siguientes condiciones: comprendio un intervalo de 10-60 °, a 40 KeV y
una corriente de 30 mA (ver figura 18).
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Figura 18. Sistema de difraccion de rayos X modelo D8 ADVANCE DAVINCI (tomada de www.iim.umich.mx)

7.2.3 MICROSCOPIA DE BARRIDO (SEM)

El analisis se llevd a cabo en el laboratorio de microscopia de la Universidad
Nacional Autéonoma de México (UNAM), Campus Morelia, en el Microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-IT300 (ver figura 19).

=T

Figura 19. Microscopio electronico de barrido JEOL JSM-IT300 (Tomada de enesmorelia.unam.mx)

Las caracteristicas del equipo son:

e Doble detector EDS a 35° opuestos 180°.
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7.3

Platina motorizada en los 5 ejes con movimiento eucéntrico a cualquier

distancia de trabajo.

Lentes tipo Zoom: foco y area de interés siempre Optimos al variar cualquier

parametro.

Navegacion de la muestra con imagen en colores.

Camara de observacion y porta-muestras grandes. Pueden introducirse
muestras grandes y pesadas, 200 mm de ancho x 80mm de alto, con

capacidad de soporte de hasta de 2 kg.

Presién extendida. Intervalo de presion extendida (hasta 650 Pa). En el modo
de bajo vacio, esta propiedad incrementa la capacidad de observacion para
muestras humedas, que liberen gases en exceso o muestras no conductoras

sin recubrimiento.

CULTIVO DE SHEWANELLA ONEIDENSIS

La bacteria Shewanella oneidensis se encontraba liofilizada (Numero ATCC
700550, lote 61771725, ver figura 20). Se preparé agua de peptona
tamponada siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de una
esterilizacion previa en la autoclave, se dejo enfriar a temperatura ambiente,
de forma estéril, bajo campana con flujo laminar. Se agregaron 10 mL de
caldo en un tubo de ensayo con tapa rosca en condiciones antisépticas. Se

realizé la activacion del conglomerado bacteriano (ver figura 21).
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Figura 20. Cepa de Shewanella oneidensis

Figura 21. Cultivo de Shewanella oneidensis, en tubos con agua de peptona tamponada

b) Ya con crecimiento bacteriano, se realizd el cultivo en cajas Petri con agar
MacConkey (ver figura 22) con temperatura de 30 °C a 120 rpm, en una
incubadora con agitacion marca N-BIOTEK modelo NB-T205 (ver imagen
23). El agar MacConkey se prepard segun las indicaciones del fabricante.
Después de esterilizarse, se dejé enfriar en un medio estéril bajo campana
de flujo laminar con luz ultravioleta. Se vierten 10 ml de los preparados en
cajas Petri, con un espesor uniforme de 5 mm. Las placas se dejan solidificar
a temperatura ambiente, evitando la acumulacién de gotas de condensacion
en la tapa. Se guardan en plastico para aumentar su tiempo de vida en un

refrigerador a 4°C.
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Figura 22. Cultivo de Shewanella oneidensis en cajas Petri (izquierda cultivo por asado, derecha testigo).

Figura 23. Incubadora con agitacion marca N-BIOTEK (Tomada de labnet.es)

c) Se realizé tincion Gram para observar que el crecimiento fuera puro y se observo
la bacteria Shewanella oneidensis bajo el microscopio 6ptico.

d) Comprobado el cultivo puro de la bacteria S. oneidensis, se realiz6 el cultivo en
frascos Schott con caldo MacConkey a una escala mayor, (ver figura 24) a
temperatura de 30 °C, en la incubadora con agitaciéon a 120 rpm
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Figura 24. Cultivo de Shewanella oneidensis en frascos Schott

e) Para conocer la concentracion de S.oneidensis, se realiz6 la medicion de la
absorbancia con un espectrofotometro (UV/BIS) de la marca VELAB (ver
figura 25).

Figura 25. Espectrofotémo uv/BIS

7.4. REDUCCION DE OXIDO DE GRAFENO
a) A las 12 horas de cultivo de S. oneidensis se agreg6 a una solucién de OG
con una concentracion de 0.5 mgoe/mbLu.0 (Lehner et al, 2019). La solucioén se

coloco en una incubadora con agitacion a 28 °C, a 120 rpm, por 5 dias.

b) Se centrifugd la solucion de OG y S.oneidensis y se seco al horno a 30 °C.
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7.5. MEMBRANA DE GRAFENO
a) Se seco en el horno a 30 °C el material centrifugado para evaporar el liquido

restante y preparar una membrana de grafeno.

7.6 CARACTERIZACION DEL rOG

7.6.1 FTIR

El analisis se llevd a cabo en el laboratorio de analisis quimico en el Instituto de
Investigacion en Metalurgia y Materiales de la Universidad Michoacana. Las
caracteristicas del equipo son: Modelo: tensor 27, Marca: Bruker, Rango: 4000 a
400 cm™' Resolucion: 1.

7.6.2 DRX

El analisis se llevd en el laboratorio de Rayos X en el Instituto de Investigacion en
Metalurgia y Materiales de la Universidad Michoacana. Para esta caracterizacion se
utilizé el equipo “Sistema de difraccién de rayos X modelo D8 ADVANCE DAVINCI”.
usando un anodo de cobre con radiacién CuKa (4=1.54 nm). Para el analisis se
molieron los polvos; se coloco en el porta muestras y se incidié el haz de luz con las
siguientes condiciones: comprendié un intervalo de 10-60 °, a 40 KeV y una
corriente de 30 mA.

7.6.3 SEM

El analisis se llevd a cabo en el laboratorio de microscopia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, Campus Morelia, en el Microscopio electronico de
barrido JEOL JSM-IT300.

Para el analisis la muestra se preparé en el sistema DENTOM VACUUM de
preparacion de muestras Desk V (ver figura 26), equipado tanto para evaporacion

como para pulverizacion catodica, es una solucién de deposiciéon de pelicula
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delgada de alta productividad para evitar que las bacterias se destruyeran durante
la observacion por el haz de electrones. Las muestras se prepararon en el equipo a
30mA por 60 segundos.

Figura 26. DENTOM VACUUM para preparacion de muestras Desk V

8. ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 SINTESIS DE OXIDO DE GRAFENO

De la sintesis de 6xido de grafeno por método Hummers modificado se obtuvieron
1.3049 gramos de polvo de OG. El polvo obtenido se llevé a caracterizacion.

8.1.1 FT-IR DEL OG

El primer espectro FTIR (ver figura 27) se registré usando un espectrémetro Bruker
en el rango de 4000 a 400 cm-, debido al hecho de que la vibracion molecular de
la mayoria de los compuestos organicos se ubica en este rango. Con los datos
obtenidos se utilizé el sotfware Origin 2019 para realizar observar el espectro

infrarojo en transmitancia que se muestra en la figura 27:
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Figura 27. Espectro FT-IR de la muestra de 6xido de grafeno.

La regién del espectro situada entre 4000 y 1400 cm™', es de gran utilidad para la
identificacion de la mayoria de los grupos funcionales presentes en las moléculas
organicas. Las absorciones que aparecen en esta zona provienen
fundamentalmente de las vibraciones de estiramiento. Analizando la grafica (en el
eje de las ordenadas las transmitancia, contra los datos de longitud de onda), se
muestran algunas bandas en 3410 cm~, 2922 cm, en 2854 cm, 1600 cm-, 1442
cm*, 1336 cm'y 1112 cm.

El espectro reveld una banda ancha en 3410 cm™, que es el resultado de la
superposicion de dos picos que representan un grupo funcional carboxilico. La
banda en 2922 y 2854 cm™ indican presencia de alcanos C-H y OH en agua
(Gunasena et al., 2019). Las banda en 1600 cm™' podrian atribuirse a la vibracion
de flexion del grupo C=0. De 1500-500 cm™' se considera la zona region de la huella
dactilar. La zona situada entre 1400 y 600 cm-", es por lo general, compleja, debido
a que en ella aparecen una combinacién de vibraciones de alargamiento, asi como
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de flexion (Mondragon, 2017). Las bandas en 1442 y 1336 pueden ser debido al
estiramiento de la vibracién del grupo C-O y C-H (Zhang et al., 2019). La banda en
1112 cm™' indica la presencia de C-O y C-C. Estas son las bandas caracteristicas
del 6xido de grafeno, es decir, que el material obtenido es 6xido de grafeno, por lo

que el proceso de sintesis para su obtencion fue el adecuado.

8.1.2 DRX DEL OG

La técnica de difraccion de rayos X (DRX) se ha utilizado ampliamente en la
caracterizacion estructural de materiales de carbono sp?. Los patrones de DRX de
grafito y grafeno tienen picos distintos y se pueden usar para diferenciar entre grafito
y estructuras de grafeno. La DRX es una herramienta analitica importante para la
caracterizacion de los nanocompuestos intercalados y exfoliados. DRX puede medir
con precision el espaciado entre capas o plano basal, por ejemplo, en el OG,
monitorear el intercalado de la red del OG. Mientras que el espaciado entre capas
de grafito es 3.35 A la sintesis de grafito a OG da como resultado un aumento en
este espaciado del plano basal debido a la funcionalizacion del grafito con grupos
que contienen oxigeno (lbrahim et al., 2021).

La aplicacion de difraccion de rayos X para la determinacion de fase y confirmar la
reduccion de OG a grafeno es una herramienta muy util, no es tan poderoso como
los otros enfoques (espectroscopia Raman, FT-IR, AFM) debido a la informacion
limitada recopilada. Por tanto, su aplicacion siempre va acompanada de otros
métodos como FT-IR para aportar mas informacion sobre la estructura del
catalizador (Ibrahim et al., 2021).

El patron de difracciéon de rayos X de OG (ver figura 28), muestra un pico de
difraccion prominente en 28 de 13.16 A con distancia interplanar de 6.722 A
atribuido a los planos (001) y un pico ancho en aproximadamente 42.25
correspondiente al plano (100) indica el orden de rango corto en las nanocapas de
grafeno, lo que confirma el éxito de la sintesis del OG a partir del grafito (Sahoo et
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al., 2021). La distancia interplanar del OG se calcula usando la ley de Bragg: A = 2
d sin(0), donde A es la longitud de onda del haz de rayos X (A=0.154 nm), d es el
espaciamiento d y O es el angulo de difraccion de inclinacion (Tambe, 2021).

Oxido de Grafeno

4 13.16

Intensidad (a.u.)

Angulo (26)

Figura 28. Difractograma de rayos X de 6xido de grafeno.

8.1.3 SEM DEL OG

La microscopia electronica de barrido es una técnica que resulta muy util para
realizar una aproximacion a la calidad de los materiales dentro de la muestra de OG
facilitando un vision global de la poblacion, es decir, de la cantidad de material
presente de OG. El microscopio de barrido electronico arroja distintos resultados
entre estos un espectro con elementos encontrados dentro de la muestra (ver figura
29).
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Figura 29. Elementos encontrados en la muestra de OG por la técnica de caracterizacion EDS. Los
elementos principales son el carbono (51.2%) y oxigeno (39%).

Mediante la Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés)
se puede conocer que tipo de elementos se encuentran en la muestra (ver tabla 1),

el porcentaje en peso y el porcentaje atobmico en el punto de muestreo seleccionado.

Tabla 1. Elementos del espectro de OG

Elemento Peso% Atémico %
C
(0]
Na
Si
S
Cl
K
Ca
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En la muestra se detectaron mayormente contenidos de carbono, oxigeno y sodio,
que concuerdan con el andlisis composicional del 6xido de grafeno También hay
presencia de silicio, azufre, cloro, potasio y calcio en pocas cantidades, estos
elementos pueden ser residuos de la sintesis. Las micrografias SEM de las

muestras son de magnificaciones de 500X hasta 5,000X.

Las micrografias SEM de OG para diferentes magnificaciones se muestran en la
figura 30, se muestran particulas de forma irregular y de diferentes tamafios. En la
figura 30 (a-d) se muestra particulas de distintos tamafios y mas delgadas. En las
figuras 30a y 30b, la morfologia se asemeja a paredes prismaticas con superficie

rugosa.

Del analisis se puede observar que la textura de las muestras de OG se caracteriza

por particulas irregulares, con textura rugosa y distintos tamarios.
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Figura 30. Fotomicrografias SEM de la muestra de OG. La figura 30a se observa a 500X, tiene una textura
rugosa, y particulas de diversos tamanos. En la figura 30b se muestra a un acercamiento de 1000x del mismo
punto de muestreo. En las figuras 30c y 30d, el acercamiento de 2000x y 5000x respectivamente, se ven los
bordes sin forma, no se observa formacion de capas.

8.2 CULTIVO DE SHEWANELLA ONEIDENSIS
S. oneidensis se activd en el agua peptonada, mostré turbidez en el tubo Hach

cultivado.

Figura 31. Cultivo de Shewanella oneidensis, en agua de peptona tamponada. El tubo con las siglas S.O.
presenta turbiedad indicando desarrollo de S.oneidensis.

En figura 31, se ve el crecimiento bacteriano, el tubo de la izquierda es el tubo que
se cultivo por asada y el tubo de la derecha es el testigo, en el tubo donde se inocul6

la bateria se nota una turbidez caracteristica del crecimiento bacteriano.
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Se procedié al cultivo en cajas Petri donde también hubo crecimiento de colonias,
de estas se tomo una muestra para realizar tincion Gram y observarlas con el
microscopio optico. En la figura 32 se muestran las bacterias observadas con el
lente 100X de un microscopio 6ptico marca Zeiss. Las bacterias se tifieron de color
rosa-rojo caracteristico de las bacterias Gram negativas, como S.oneindensis, las
bacterias tienen forma de bacilo y se encuentran en conjuntos. No se observd

ningun otro tipo de microorganismo dentro de la muestra.

a b

Figura 32. Tincién de Shewanella oneidensis vista bajo el objetivo 100x del microscopio dptico. En la figura a
se muestra un gran grupo de bacterias pertenecientes a S. oneidensis. En la figura b se observa un grupo
mas pequefio de bacterias pertenecientes a S. oneidensis. Ambas figuras a y b son de la misma muestra.

Para el calculo de poblaciones bacterianas se utilizdé la escala McFarland, esta
consiste en el uso de una serie de diez tubos estandarizados que contienen una
suspension de un precipitado fino, esta suspension se utiliza porque es similar a las
suspensiones de bacterias en opacidad. Los estandares utilizados son precipitados
de Sulfato de bario (BaSO4) que se obtiene al mezclar Cloruro de Bario (BaClz) con
Acido Sulfarico (H,S0,); mezclando distintas cantidades de reactivo se obtiene diez
estandares con diferente turbidez. Las suspensiones bacterianas se comparan
visualmente con los estandares hasta encontrar al mas similar en turbidez y se lo
relaciona con el numero de células de acuerdo a cada estandar. Al momento de
comparar los estandares con una suspension bacteriana es importante que los

tubos sean del mismo diametro para eliminar los errores (Fiallos y Dugarte, 2017).
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Se realiz6 una curva de calibracion utilizando los estandares mencionados
anteriormente con el fin de obtener la curva de McFarland (ver grafica 1) y la
ecuacion para relacionar la absorbancia medida en el espectrofotdmetro con la

concentracion bacteriana de Shewanella oneidensis.

Curva de McFarland
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0
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Densidad celular CFU

Gréfica 1. Curva McFarland

Con la ecuacion y=6E-"9*x, fue posible calcular la densidad celular CFU del cultivo
en caldo, para ello se puso en un tubo Hach 10 ml de agua destilada y 100 pl del
cultivo de Shewanella oneidensis de 12 horas, se midio la absorbancia que fue de

0,004 nm a una ODsgo , sustituyendo en la ecuacion:

y =6E"0x x

Sustituyendo el valor de la absorbancia de 0.004 nm

y = 6E-1% 0.004 = 2. 4 x 108
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Para el cultivo de 24 horas de Shewanella oneidensis la absorbancia fue de 0.009

nm ODeoo.
y =6E"0x x

Sustituyendo el valor de la absorbancia de 0.009 nm

y = 6E-1% 0.009 = 5. 4 x 108

Para el experimento y realizar la mezcla de cultivo de Shewanella oneidensis y la
solucién de OG se necesité que Shewanella oneidensis alcanzara una densidad

minima de 5x 10° CFU (colony forming unit por sus siglas en inglés).

Una vez que se lleg6 a la densidad bacteriana deseada, se prosiguio a cultivar a S.
oneidensis a una mayor escala. Se cultivo la bacteria en 3 frascos con 200 ml de
caldo MacConkey por 24 horas en una incubadora con agitacion a 120 rpm.
Después de 24 horas se centrifugo el caldo para obtener una mayor densidad de
S. oneidensis. También se realizé un testigo con medio de cultivo MacConkey y
solucion de OG sin bacteria.

8.3 REDUCCION DE OG

Con el fin de reducir el 6xido de grafeno, se debe afiadir 100 ml de cultivo de
S.oneidensis y 50 ml solucion de OG. La solucion de OG debe tener una

concentracion de 0.5 mg/mL para reducirlo mediante Shewanella oneidensis.

Para preparar la solucion de OG, se utilizé agua destilada y 6xido de grafeno. El OG
se encontraba en polvo (ver figura 33), para lograr que se disolviera en agua
destilada fue necesario ponerlo en la tina de ultrasonido por dos horas para que las

escamas se alcanzaran a disolver totalmente (ver figura 34).
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Figura 33. Polvo de OG. Material resultante de la sintesis de grafito.

Figura 34. Disolucién de OG en agua destilada en la tina Branson 1510 de ultrasonido

Una vez que se obtuvo la solucion de OG, se esterilizd para realizar la solucion con
el cultivo de Shewanella oneidensis. La reduccion de OG se realizé6 mezclando 75
ml de solucion 6xido de grafeno preparada asépticamente con 150 ml de cultivo de
12 h de Shewanella oneidensis (ver imagen 35) para tener un total de 225 ml en
cada uno de los frascos Schott. La mezcla se dejo en agitacion a 120 rpm a
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temperatura ambiente (25°C) por 5 dias. Los cultivos se realizaron de forma

anaerobica por triplicado.

Figura 35. Solucién de OG con cultivo de Shewanella oneidensis de 12 horas

A cada uno de los frascos con solucion de OG y S. oneidensis se le midié la
absorbancia cada 12 horas durante los 5 dias, para conocer si habia crecimiento de
S. oneidensis. La tabla 2 muestra las mediciones obtenidas en cada uno de los

frascos. La observancia del frasco testigo fue de 0.003 (ODeoo).

Tabla 2. Mediciones de absorbancia de los frascos de cultivo con OG

Tiempo Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3
(hrs) OD600 OD600 OD600

0 0.004 0.005 0.004

12 0.015 0.015 0.014

24 0.017 0.016 0.17

36 0.017 0.019 0.018

48 0.019 0.02 0.021

60 0.021 0.022 0.021

72 0.022 0.023 0.023
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84 0.023 0.03 0.026

96 0.024 0,03 0.027
108 0.024 0.031 0.027
120 0.024 0.031 0.027

Durante las primeras 12 horas se elevé el valor de la absorbancia, practicamente
se triplico; esto debido a que las primeras 24 horas es la fase de crecimiento
exponencial de S. oneidensis, después de las 24 horas el valor de la absorbancia
fue subiendo lentamente, hasta la hora 108 mostréo el ultimo cambio en la
absorbancia de la muestra del frasco 2, los demas frascos ya no cambiaron el valor
de absorbancia después de la hora 96.

Se centrifugaron las muestras de los frascos y un 10 % del sedimento se puso a
secar en el horno a 30 °C para obtener el polvo y caracterizarlo. El otro 90% del
sedimento se coloco en una charola para secarlo en el horno y poder realizar una

membrana para desalinizacion de agua por osmosis inversa.

8.3.1 FT-IR DEL rOG

El espectro FT-IR para la muestra de OG reducido se registr6 usando un
espectrémetro Bruker en el rango de 4000 a 400 cm™, debido al hecho de que la
vibracion molecular de la mayoria de los compuestos organicos se coloco en este
rango. Con los datos obtenidos se utilizo el software Origin 2019 para obtener el
espectro FT-IR (ver figura 36) de un espectro infrarrojo en transmitancia que se

muestra a continuacion:
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Figura 36. Espectro FT-IR de la muestra de 6xido de grafeno reducido.

Las bandas mas relevantes del espectro FT-IR del rOG mostradas en la grafica 2
estan en 3448 cm, 3300 cm™, en 2918 cm™', 2850 cm™, 1636 cm*, 1383 cm,
1099 cm'y 676 cm™. En la banda en 3448 cm™ es bastante ancho, indica la
presencia de acidos carboxilicos al igual que la banda de 3300 cm™, las bandas en
2918 cm™ y 28540 cm™ indican presencia de alcanos C-H, en 1636 cm™ hay una
presencia de dobles enlaces conjugados C=C (Colom et al., 2020), en la zona de la
huella dactilar las bandas de 1383 cm™" y 1099 cm™' no son muy amplias ni intensas
y pertenecen al grupo carbonilo, la banda en 676 cm™ indica la presencia de

alquinos.

Si se comparan los espectro FTIR del OG y del rOG por la bacteria S. oneidensis,
las intensidades de las bandas que corresponden a los grupos funcionales que
contienen oxigeno disminuyeron en comparacion con las intensidades de las
bandas del OG. Esto demuestra que la bacteria S. oneidensis redujo el OG,

obteniendo un material mas puro “el grafeno”.
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8.3.2 DRX DEL rOG

El patron de difraccidn de rayos X (DRX) se realizé para confirmar la reduccién del
OG. Los picos mas intensos se encuentran de el intervalo de 10-35 °. En el
difractograma (ver figura 37), se ve un pico intenso de reflexion que corresponde a
los planos (001) a 14 °, revelando una distancia interplanar de 6.3066 A que
demuestra la presencia de la estructura de grafeno (Gunasena et al., 2019).

Ondo da grafieno reducido
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Figura 37. Difractograma de rayos X del rOG. El valor de longitud de onda fue 1.5406 A (Cu)

En la tabla 3 se muestran los picos con mayor intensidad. Hay otros 3 picos, uno
bastante pequefio a aproximadamente 18.6° con una distancia interplanar de 4.757
A, que puede atribuirse a trazas de material de partida sin reaccionar, es decir,
grafito y la existencia de moléculas de COz¢s)(Gunasena et al., 2019).

Los otros dos picos son en 31.849 ° y 34.008 ° con una distancia interplanar de
2.809 Ay 2.636 A respectivamente El difractograma se obtuvo utilizando el software
Xpert High Score Plus. Todas las cifras de distancia interplanar se determinaron
utilizando la ley de Bragg, en Xpert.
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Tabla 3. Datos de los picos del patron de difraccion de rayos X para el rOG

Posicion Altura [conteos] d-interplanar [A]
[°2Th.]

14.0430 81.73 6.30664
18.6533 41.05 4.75702

31.8490 101.77 2.80984

34.0083 66.12 2.63622

8.3.3 SEM DEL rOG

El grafeno fabricado mediante diferentes técnicas contiene muchos defectos que
dependen del proceso. Los defectos en el grafeno tienen impactos negativos en la
alta movilidad y otras propiedades fisicas y mecanicas del grafeno. En
consecuencia, es esencial caracterizar estos defectos mediante SEM u otras
técnicas avanzadas de microscopia. Las caracteristicas de nanoescala del grafeno,
incluidas las arrugas, las formas de los granos y las lineas de plegado, se pueden
caracterizar especificamente utilizando el SEM (lbrahim et al., 2021).

La figura 38 (a-d) son las fotomicrografias del testigo, la solucion de OG con el medio
de cultivo, es decir, con la finalidad de observar que no hubo bacterias de S.
oneidensis presentes. Las micrografias de esta muestra se observan a

continuacion:
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Figura 38. Micrografias del testigo (solucion de OG con el medio de cultivo MacConckey). Las micrografias
correspondientes a las figuras 38a y 38b, son del mismo punto a una magnificacién de 4,000X y 7,500X
respectivamente. Las micrografias correspondientes a las figuras 38c y 38d son de un punto distinto
observadas con una magnificacion de 15,000X y 20,000X respectivamente. En todas las micrografias se
observa un material rugoso, 6xido de grafeno.

En la figura 38a no se observan capas definidas, hay presencia de particulas de

distintos tamafios, de formas irregulares, con textura rugosa.
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Figura 39. Espectro EDS del testigo (solucion de grafeno con medio de cultivo MacConkey). Los elementos
principales son el carbono (60.8%) y oxigeno (25.3%).

En la figura 39, se redujo el porcentaje de oxigeno en un 13.7% comparado con la
muestra de OG que presenta un 39%. El contenido de Nitrégeno se debe a los
ingredientes del caldo de cultivo MacConkey, en especifico al digerido pancreatico
que contiene N en su formula. En la tabla 4 se muestran los elementos del espectro
de OG con medio de cultivo MacConkey. La reduccion del porcentaje de oxigeno
es probable que se deba a que la solucién de OG se mezcld con el medio de cultivo

MacConkey.

Tabla 4. Elementos del espectro de OG con medio de cultivo MacConkey.

Elemento Peso % Atémico %
C 60.83 66.91
N 11.94 11.26
0] 25.29 20.88
Na 1.16 0.67
Cl 0.47 0.17
K 0.31 0.11

95



Total: 100.00 100.00

A continuacién, se muestra el espectro de la muestra de OG reducido por S.
oneidensis (ver figura 40). Mediante el EDS se conoce que la muestra contiene:
carbono, oxigeno en mayor parte; otros elementos en menores cantidades son:
nitrogeno, sodio, azufre, cloro y potasio, que probablemente son residuos del medio
de cultivo MacConkey.
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Figura 40. Elementos encontrados en la muestra de rOG por la técnica de caracterizacién EDS, . Los
elementos principales son el carbono (66.2%) y oxigeno (21.5%).

El porcentaje del oxigeno (21,5) en la muestra de rOG disminuy6 considerablemente
a diferencia del OG (O=39%). El porcentaje de carbono es de 66.2% en el rOG a
diferencia del 51.2% en el OG. Esta es una prueba de que la bacteria redujo el OG.

Tabla 5. Elementos del espectro de OG

Elemento Peso% Atémico %
C 66.22 72.19
N 9.59 8.97
0] 21.55 17.63
Na 1.12 0.64
S 0.77 0.31




Cl 0.46 0.17
K 0.30 0.10
Total: 100.00 100.00

La segunda muestra a la solucion de OG y S. oneidensis. Las micrografias de esta

muestra se observan a continuacion.
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Figura 41. Micrografias de la muestras en microscopio de barrido electronico de rOG. Las micrografias 41a y
41b son casi del mismo punto, a una magnificacion de 7,000X en esta imagen se observan algunas bacterias
(S. oneidensis) sobre una capa de rOG. En la figura 41c a 13,000X se observa con una textura poco rugosa.
Se observan algunas particulas que pudieran ser bacterias deformadas. En la figura 41d a 10,00X se observa
la textura mas rugosa. Las figuras 41e y 41f son del mismo punto a distintas magnificaciones, se observan
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claramente dos bacterias y la superficie lisa, con algunos bordes. La figura 41h (10,000X) esta a una
magnificacion mayor que la 419 (2,700X), se observan claramente las laminas formadas de grafeno y una
superficie lisa. La figura 41j (1,000) esta a una mayor magnificacion que la 41i (5,000), se observa una superficie
lisa, las capas del grafeno y una bacteria, se observan particulas de material amorfas.

La Figura 41 muestra imagenes SEM de laminas formadas de grafeno. Las
fotomicrografias SEM revelaron laminas, superficies lisas, bacterias y particulas de

material.

En la figura 42, la primer micrografia pertenece al OG y la segunda al rOG, ambas
estan a la misma magnificacién de 5,000X, la morfologia del material es distinto, el
OG es rugoso, con muchos bordes y particulas de material a diferencia del rOG, el

cual se observa con una superficie lisa y pocos bordes y particulas menos amorfas.

b) rOG

Figura 42. Micrografias de OG y rOG
En este estudio, el 6xido de grafeno se sintetizé mediante un método de Hummers
modificado y se redujo mediante un método bioldgico con la bacteria Gram negativo
S. oneidensis. La calidad del material depende mucho del proceso de sintesis del

oxido de grafeno.
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8.4. MEMBRANA

El material resultante de la solucion de OG y S. oneidensis fue centrifugado, el
sedimento aun con bastante humedad se colocé en un recipiente de silicon (ver
figura 43) en el horno a 30 °C para secar y poder preparar una membrana de

grafeno.

Figura 43. Sedimento de rOG

El material tardé dos dias en secarse en el horno, una vez seco se desprendi6

facilmente del recipiente quedando una textura porosa (ver figura 44) en forma de

AP,

placa.

Figura 44. Material rOG para la membrana

El material obtenido no es util para su uso directo como membrana de 6smosis
inversa, por lo cual no fue posible desarrollar el prototipo de membrana. El grafeno
de una sola capa no puede proporcionar la formacion de una membrana selectiva,
para ello se debe utilizar una membrana compuesta, Vivas (2021) sugiere utilizar
una poliamida o un sustrato poroso en el que se traspase la capa de grafeno.
Posteriormente, llevar a cabo un tratamiento para la formacion de poros con

diametro y distribucion controlados con el objetivo de una red cristalina sin defectos
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y, por tanto, impermeable con nanoporos de 0,4-1.0 nm adecuados para una
membrana de desalinizacion. Las moléculas de NaCl llegan a medir hasta 0.9 nm
Las caracteristicas de una membrana para osmosis inversa se encuentran en el
apartado 2.5.2.1.

9. CONCLUSIONES

Con respecto a la hipotesis. La bacteria Shewanella oneidensis fue capaz de reducir
el oxido de grafeno. El grafeno obtenido se puede utilizar para desarrollar una
membrana, pero es necesario el uso de un segundo material para la fabricacién. El
uso de S. oneidensis es una forma de obtener grafeno evitando el uso de quimicos

y procesos que generan contaminantes.

El cultivo de S. oneidensis se desarroll6 en caldo de cultivo MacConkey a diferencia
de las recomendaciones en la literatura que se ha cultivado con Caldo de Lisogenia
(LB).

Es posible obtener grafeno mediante la reduccion de OG con la bacteria S.
oneidensis. A partir del espectro FT-IR, DRX y las imagenes SEM se verifico que el
material final es grafeno, se redujo la cantidad de oxigeno después de ser incubado
con cultivo de S. oneidensis.

El grafeno obtenido puede ser utilizado para elaborar una membrana para
desalinizacidn del agua mediante 6smosis inversa, pero no de manera directa, se
debe procesar con algun otro material para obtener las caracteristicas de una
membrana selectiva.

Con este trabajo se da a conocer la viabilidad de un método de biosintesis mediante
la bacteria S. oneidensis MR-1 para la obtencion de grafeno, sin utilizar agentes
adicionales.

Este tipo de biosintesis verde proporciona implicaciones de un método prometedor
que podria extenderse a la fabricacidén de distintos materiales que incluyen el rGO.
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