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@Resumen:

Esta invencion propone un método para la reduccién Figura 2
de 6xido de grafeno mediante el uso de
microorganismos que comprende las siguientes
etapas: reactivacion y cultivo de la biomasa
microbiana; preparacién de un medio donde se
produce el proceso de reduccién, ya sea sobre el
6xido de grafeno soélido o disperso en un medio -
acuoso; y la aportacién de un elemento microbiano T—
que produce la reduccién del 6xido; donde el medio
acuoso se produce esta reaccion es agua corriente
sin ningun tipo de tratamiento adicional, tal como 760y
puede ser la aportacion adicional de nutrientes o

fuentes de carbono, muy comin en otros cultivos

microbianos o bien una lamina de 6xido de grafeno.

Igualmente, la temperatura a la que se produce la

reaccion es la que podriamos considerar como

"temperatura ambiente" y el proceso se puede realizar

bajo condiciones aerobias, pero ambas

caracteristicas deben respetar los limites y

requerimientos del elemento microbiano para permitir

su crecimiento. Este proceso se desarrolla bajo

condiciones simples, debido a que es un proceso

microbiano pasivo que depende de forma indirecta del

metabolismo microbiano.
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DESCRIPCION

PROCESO BIOLOGICO PARA LA OBTENCION DE OXIDO DE GRAFENO
REDUCIDO, MEDIANTE EL USO DE MICROORGANISMOS

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion relativa a la reduccion microbiana de Oxido de grafeno
pertenece al sector de la sintesis bioldgica de nanomateriales, mas concretamente a la

sintesis biologica de éxido de grafeno reducido.

El objeto principal de la presente invencidén es un proceso bioldgico para reducir éxido
de grafeno produciendo éxido de grafeno reducido biolégicamente mediante diversos
microorganismos y consorcios microbianos, que proporciona a este campo un proceso
medioambientalmente sostenible, rapido y econémico para la obtencién de grafeno de

cierta pureza.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El grafeno es un nanomaterial de carbono y principal componente del grafito, cuya
estructura cristalina consta de una o mas laminas bidimensionales de &tomos de
carbono con disposicion hexagonal. La estructura monocapa proporciona al grafeno
propiedades inusuales: dureza, (similar a la del diamante y unas 200 veces mayor que
la del acero), elevada elasticidad y flexibilidad (mayor durabilidad), elevada
conductividad térmica (~4:103 Wm'K™) y eléctrica (~1:106 Q'm™, superior a la de los
metales conductores habituales), transparente y muy ligero (0,77 mg-m®) y resistente

a la radiacion ionizante.

Sus propiedades Unicas le otorgan diversas aplicaciones en campos de accién cada
vez mas diversos, en los que el grafeno se plantea como material base de dispositivos
y estructuras. La tecnologia electrénica es uno los campos de aplicacion mas
desarrollados en la actualidad en los cuales el grafeno se plantea como principal
componente para la fabricacién de dispositivos optoelectrénicos (pantallas) que forman
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parte de teléfonos moviles, pantallas de cristal liquido (LCD) o de sistemas de
comunicaciones por fibra dptica. El uso de grafeno como bateria se propone como una
de las alternativas con mayor proyeccion de futuro. Otras aplicaciones del grafeno se
extienden a campos relacionados con las tecnologias medioambientales enfocadas a
la sorcion y fotocatdlisis de compuestos contaminantes y como detector de gases
atmosféricos como NO, y CO. La aplicabilidad del grafeno se extiende a campos tan
trascendentes como la biomedicina usdndose como biosensor para la deteccién en

organismos de neurotransmisores o metales pesados.

Los procesos mas extendidos para la sintesis de grafeno, se basan principalmente en
métodos fisico-quimicos o quimicos que usan como material de partida directamente
el grafito u otro precursor, para obtener 6xido de grafeno y posteriormente grafeno,
tras un proceso quimico de reduccion. Los métodos fisicos se basan principalmente en
la descamacion repetida de grafito mediante exfoliacion y escision [Novoselov et al
2004. Science, 306: 666-669], mientras que los métodos quimicos implican el uso de
agentes reductores cuyo principal representante es la hidracina o N-metil pirrolidona
[Hernandez et al 2008. Nature Nanotechnology, 3: 563 — 568]. Estos ultimos, son
procesos reproducibles y altamente productivos, pero el uso de agentes reductores
téxicos y corrosivos como la hidracina supone un freno a su futuro desarrollo industrial.
Existe una segunda generacidén de procesos basados en tecnologias electroquimicas
o térmicas que se plantean como escalables y reproducibles, pero igualmente con un
impacto negativo desde el punto de vista ambiental dado el alto grado de consumo
energético que conllevan [Gurunathan et al 2013. Colloids and Surfaces, 102: 772-
777], que implica un alto coste econémico [Wang et al 2013. Nature Materials, 12: 81—
87].

Una de las tecnologias mas prometedoras son las basadas en procesos bioldgicos
para reducir 6xido de grafeno y obtener éxido de grafeno reducido, cuyas propiedades
se igualan al grafeno obtenido quimicamente de forma proporcional al grado de
reduccion, en un proceso rapido, viable, reproducible y ambientalmente respetuoso. El
proceso se puede desarrollar de forma activa, lo que implica la reduccién directa del
oxido a expensas del metabolismo anaerobio de los microorganismos o mediante el
uso de ciertas estructuras celulares como pilis. Sin embargo, el 6xido de grafeno se
puede reducir de forma pasiva e independiente al metabolismo microbiano, como

consecuencia indirecta del movimiento de electrones y lanzadores de electrones que
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se activan durante la actividad microbiana. Los estudios cientificos que desarrollan
estos procesos implican el uso de cepas bacterianas pertenecientes al género
Shewanella o a la especie Escherichia coli utilizando medios acuosos o nutritivos
[Akhavan y Ghaderi 2012. Carbon, 50: 1853-1860], bajo condiciones aerobias o
anaerobias dada la condicién facultativa de las cepas utilizadas. En este sentido las
siguientes patentes muestran procesos biolégicos de produccion de grafeno: Sun
(CN103255177) presenta un proceso de reduccion de OG en medio acuoso bajo
anaerobiosis usando bacterias desnitrificantes; Sun (CN103395775) propone la
reduccién de 6xido de grafito en medio acuoso suministrando Staphylococcus spp. en
un anodo de pila combustible; Liu (CN103255177) patenta la reduccién de 6xido de
grafeno en medio acuoso y condiciones anaerobias usando como agente reductor
bacterias sulfato reductoras para obtener grafeno simultaneamente dopado con azufre
y nitrégeno.

Al contrario de estas patentes, esta solicitud propone un método novedoso de
reduccion de éxido de grafeno que, por una parte, no utiliza agentes quimicos sino
elementos microbianos y, por otra parte, producen la reaccién quimica en un medio
acuoso sencillo, o sobre 6xido de grafeno sélido, bajo condiciones ambientales y sin la

necesidad de utilizar ningun aditivo o medio nutriente especial adicionales.

EXPLICACION DE LA INVENCION

El proceso biologico para la obtencion de 6xido de grafeno reducido objeto de la
invencion comprende la utilizacién de cepas y consorcios de microorganismos para la
reduccion de éxido de grafeno y su conversién en 6xido de grafeno reducido, cuyas
caracteristicas se asemejan tanto mas al grafeno cuanto mayor sea su grado de
reduccién. El proceso se desarrolla de una forma rpida, medioambientalmente
sostenible y econémicamente viable mediante la reduccién microbiana de 6xido de
grafeno de forma pasiva, lo que permite que el proceso de realice en un medio
acuoso, aerobio y a temperatura ambiente o bien sobre una estructura sélida de éxido
de grafeno.

Las principales ventajas de este proceso son:
e Condiciones ambientales simples: condiciones aerobias, temperatura ambiente

y medio acuoso de reduccion.
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e Obtencién de éxido de grafeno reducido de forma rapida.

e Agente de reduccién: biomasa microbiana como por ejemplo, cepas bacterias
de rapido crecimiento como Escherichia coli, Shewanella baltica'y Bacillus sp,
aerobias facultativas y mesdéfilas, o un consorcio microbiano procedente de Rio
Tinto, con caracteristicas reductoras, facultativas y mesofilas, aunque podria

ser cualquier microrganismo, ya que es un proceso pasivo.

De forma general, el proceso completo de reduccion bioldgico se realiza siguiendo los
siguientes pasos:
1- Cultivo y crecimiento de las cepas y consorcios microbianos. Este es un
proceso estandar donde el cultivo de microorganismo, una vez crecido, se lava
y se separa mediante un procedimiento de separacion sélido-liquido tal como,
por ejemplo, sedimentacién, centrifugacién o filtracién, para la eliminacion de
restos del medio nutriente y recoleccion de la biomasa.
2- En el segundo paso, objeto de esta patente, se realiza el proceso de
reduccion de una suspension de 6xido de grafeno en agua o sobre una lamina
de 6xido de grafeno, inoculando o extendiendo respectivamente, la biomasa
recolectada en el primer paso.
3- En el tercer paso se procede a la recuperacion del producto obtenido tras el
proceso de reduccion, éxido de grafeno reducido, mediante la sonicacion y
centrifugacion de la suspension, para eliminar las células y la posterior
evaporacion del agua mediante secado, para recolectar el 6xido de grafeno
reducido de la suspension libre de células. En caso de trabajar sobre laminas
de 6xido de grafeno, se procede a la limpieza de las laminas para eliminar las

células mediante la sonicacién de la lamina en un medio acuoso.

Esta invencion propone un método para la reduccién de éxido de grafeno mediante el
uso de microorganismos que comprende las siguientes etapas: preparacién de un
medio donde se produce el proceso de reduccion (lamina de éxido de grafeno o un
medio acuoso en el que se dispersa el 6xido de grafeno) y la aportaciéon de un
elemento microbiano al medio de reducciéon en forma de biomasa, que produce de
forma pasiva la reduccion del éxido; donde el medio acuoso en el que se produce la
reaccion es agua simple, sin ningun tipo de tratamiento adicional, tal como puede ser
la aportaciéon adicional de nutrientes o fuentes de carbono, muy comun en otros
procesos biolégicos. Igualmente, la temperatura a la que se produce la reaccion es la
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que se considera “temperatura ambiente”, comprendida entre 15°C y 30°C, pero
siempre depende del rango de accion del elemento biolégico que se utilice en el
proceso.

Para un mayor rendimiento de la reaccion de reduccién en medio acuosos, se puede
dispersar el Oxido de grafeno en el agua por cualquiera de los métodos
convencionales: agitacién manual, vortex, etc., o con un sistema de ultrasonidos a baja

frecuencia, como pueden ser por ejemplo a 20 Hz.

Cualquier concentracion del elemento microbiano disuelto en el agua reduce el 6xido
de grafeno, pero la comprendida entre 30 mg/ml y 100 mg/ml produce resultados
especialmente buenos, en el balance entre tiempo de reaccién y producto obtenido.
Igualmente ocurre con la concentracion de éxido de grafeno disperso en el agua,
aunque cualquiera es vdlida la comprendida entre 0,2 y 4 mg/ml obtienen

rendimientos 6ptimos.

Esta reduccion de oOxido de grafeno se puede realizar con todo tipo de
microorganismos. En esta patente se ejemplifica con el uso de bacterias
pertenecientes a los géneros Shawanella, Escherichia y Bacillus. Al igual que ocurre
entre los diferentes tipos de microrganismos (hongos, bacterias, microalgas) que se
pueden usar, especies concretas dentro de cada género pueden mostrar mejores
resultados que otras. Asi en los ejemplos de la presente invencion, a pesar de las
diferencias que pueden existir en funcion de la especie bacteriana utilizada, cualquier
bacteria de cada uno de los géneros seria capaz de reducir el éxido de grafeno
adecuadamente. Por citar alguna, la especie Escherichia coli produce excelentes
resultados en el proceso de reduccion. Asociaciones microbianas formando
consorcios, procedentes de determinados habitats, también son capaces de reducir el
oxido de grafeno. Los consorcios microbianos son asociaciones de microorganismos
de diversos géneros y especies asociados en un determinado habitat en el que actuan
cooperativamente en conjunto. Concretamente para el proceso que nos atafe, el
consorcio natural de microorganismos procedentes de la cuenca de Rio Tinto, se ha
mostrado especialmente activo en la reduccién del 6xido de grafeno, posiblemente
debido a los procesos naturales de oOxidacion-reduccion microbiana de metales
pesados y sulfuros que se dan en un ambiente de bajo pH.

Tras el proceso de reduccién, en el ultimo paso se procedera a la recuperacién del
6
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producto, 6xido de grafeno reducido, mediante un proceso que nos permita eliminar
las células microbianas del producto reducido, bien en fase sélida o en lamina, basado
en la sonicacion y separacion de la fase acuosa (cuando corresponda). La fase acuosa
con las células en suspensién o la lamina de grafeno sumergida en agua se somete a
un proceso de sonicacién en un bafo de ultrasonidos durante 20 minutos para permitir
liberar las particulas del 6xido de grafeno reducido que puedan estar adsorbidas sobre
la superficie celular o liberar las células de la superficie de la ldmina. Posteriormente
con el objetivo de eliminar las células de la solucion acuosa, se centrifuga la muestra a
una velocidad en un rango de entre 1.500 y 15.000 rpm, obteniendo un resultado
Optimo a 13.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante contiene el 6xido de grafeno
reducido disperso en agua, libre de células, que posteriormente se seca para obtener
el 6xido de grafeno reducido.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcién que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprensién de la reproducibilidad y eficacia del proceso de reduccién
microbiano de Oxido de grafeno, se acompafia como parte integrante de dicha
descripcion, un juego de figuras en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha
representado lo siguiente:

Figura 1: Difraccion de rayos X de una muestra de éxido de grafeno sin reducir, en la
parte baja de la gréaficak, y después de ser sometido a un proceso de reduccién
bacteriano por las cepas Bacillus sp CECT40., Shewanella baltica CECT 323,
Escherichia coli CECT 101 y el consorcio microbiano de Rio Tinto.

Figura 2.- Termogravimetria que muestra la pérdida de peso producida entre 0 y
1000°C de una muestra de 6xido de grafeno (OG) sin reducir frente a las muestras de
oxido de grafeno reducidas biolégicamente por Bacillus sp CECT 40, Shewanella
baltica CECT 323 (S. baltica), Escherichia coli CECT 101 (E. col)) y el consorcio
microbiano de Rio Tinto.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Los microorganismos utilizados para ejemplificar el proceso microbiano de reduccién
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de oOxido de grafeno que comprende la presente patente, son cepas bacterianas
obtenidas de la Coleccion Esparnola de Cultivos Tipo (CECT) previamente aisladas de
muestras ambientales procedentes de sedimentos y posteriormente cultivadas e
identificadas. Ademas, uno de los procesos que se propone se realiza con un
consorcio microbiano procedente de las aguas del Rio Tinto. En cualquier caso, la
biomasa bacteriana fue cultivada y almacenada a -20°C hasta su uso.

Primeramente, se muestra mediante varios ejemplos el proceso de reactivacion de
biomasa microbiana para su cultivo y posterior uso como elemento microbiano que
reducira éxido de grafeno. Este es un proceso de reactivacion y cultivo de biomasa
que se puede aplicar de forma general para todos los microrganismos, aunque con
ciertas especificaciones en funcién del microorganismo utilizado, para el cultivo de
biomasa de cualquier tipo de microrganismo. Las especificaciones estaran
determinadas por el tipo de medio de cultivo o temperatura 6ptima, o el periodo de
incubacién que requiera cada microorganismo. Asi pues, el proceso de reactivacion y
cultivo de biomasa de forma generalizada comprende las siguientes fases: 1)
reactivacion de biomasa microbiana congelada o liofilizada en un medio de cultivo
Optimo, a la temperatura de crecimiento 6ptima del microorganismo; 2) incubacién del
microrganismos hasta que alcanza la densidad celular adecuada y ésta se mantiene
estable; 4) recoleccién y lavado de la biomasa para separar la fase acuosa y eliminar
restos de nutrientes del medio; 5) aplicacion de la biomasa al medio acuoso o al
elemento sélido que contiene el 6xido de grafeno para que se produzca el proceso de

reduccién.

En los ejemplos que aparecen a continuacién, se especifica la reactivacién y el cultivo
de biomasa de las cepas microbianas utilizadas como ejemplo en esta patente, como
elemento bioldgico para reducir el 6xido de grafeno. Este proceso se realizard de la
misma manera para todas las cepas: las cepas microbianas se cultivan en medios de
cultivo nutritivos solidos (bacto-triptona 10 g-I"", extracto de bacto-levadura 5 g-I”', NaCl
5 g-I'", agar) a 30°C. A partir de esta biomasa se prepararan cultivos liquidos madre de
cada cepa y del consorcio sin previo cultivo en placa, en medio nutritivo (bacto-triptona
10 g-I"", extracto de bacto-levadura 5 g-I", NaCl 5 g-I'"), a 25°C, oscuridad y agitacién
constante para proporcionar oxigeno. Los cultivos se mantienen en incubacién hasta
gue la densidad celular estimada a partir de la medicién de la absorbancia del cultivo
en un espectrofotometro a 600 nm, es constante (aproximadamente 3 dias). En este
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momento se recolecta la biomasa centrifugando el cultivo dos veces durante 15
minutos a 1500 rpm. Por ultimo y para eliminar cualquier traza de medio, la biomasa

es lavada con solucién salina tamponada y se vuelve a centrifugar.

Ejemplo 1: proceso de reduccion de 6xido de grafeno con Bacillus sp CECT 40

Una vez obtenida biomasa de la forma que se explica anteriormente, se forma el
cultivo donde se realizara el proceso de reduccién compuesto por 30 ml de solucién
acuosa con 0.4 mg/ml éxido de grafeno disperso y 45 mg/ml de biomasa de Bacillus sp
CECT 40. El proceso se realiza bajo condiciones aerobias para lo cual se mantienen
los cultivos en agitacion (150 rpm) y temperatura ambiente durante 72 h.

Una vez pasado este tiempo, el ultimo paso consiste en la extraccion del éxido de
grafeno reducido biolégicamente por Bacillus sp CECT 40 de la solucién acuosa con
células. El cultivo se introduce en un bafo de ultrasonidos y se sénica durante 10 min
y una doble centrifugacién a 1500 rpm 15 min. El sobrenadante que contiene el 6xido
de grafeno reducido biolégicamente se seca en una estufa a 65°C durante 24 horas.

La muestra fue analizada mediante espectroscopias UV-vis, Raman e infrarroja (FT-
IR), difraccion con rayos X y termogravimetria para determinar las caracteristicas del
oxido de grafeno reducido.

Bacillus sp CECT 40. es una cepa bacteriana eficaz en la reduccién de 6xido de
grafeno tal y como demuestra la caracterizaciéon del producto obtenido. Tras el proceso
de reduccién de éxido de grafeno por Bacillus sp CECT 40., la suspensién acuosa de
oxido de grafeno vira de color pardo-marrén a negro lo que indica la reduccién del
mismo. La espectroscopia UV-vis muestra que el producto final tiene un espectro de
absorcién ligeramente desplazado hacia el rango visible con un Unico maximo de
absorcién a 250 nm frente a los maximos que tiene el éxido de grafeno a 230 y 300
nm. La espectroscopia Raman demuestra que Bacillus desplaza 5.74 cm™ las bandas
D y G respecto a su posicion en el 6xido de grafeno (1333 cm™ y 1593 cm™,
respectivamente) y presenta una relaciéon de intensidades ID/IG mayor. El andlisis de
difraccion por rayos X (Figura 1) mostré6 una coherente disminucion del pico a 10.3°
caracteristico del OG, que se atribuye a la eliminacién de grupos funcionales que
contienen oxigeno durante el proceso de reduccién. Finalmente, el andlisis

termoagravimétrico (Figura 2) indica que Bacillus sp CECT 40 reduce el éxido de
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grafeno formando un producto estable con tan solo un porcentaje de pérdida de peso
de 16.49 % entre 0-600°C frente a un 65.34% de pérdida de peso del 6xido de
grafeno. Estos resultados indican menor presencia de grupos oxigenados en el éxido
de grafeno biol6égicamente reducido y una mayor de la estabilidad del producto
reducido tras 72 h de incubacion.

Ejemplo 2: proceso de reduccion de 6xido de grafeno con Shewanella baltica CECT
323

Una vez obtenida biomasa se forma el cultivo donde se realizara el proceso de
reduccién compuesto por 30 ml de solucion acuosa con 0.4 mg/ml 6xido de grafeno
disperso y 45 mg/ml de biomasa de Shewanella baltica CECT 323. El proceso se
realiza bajo condiciones aerobias para lo cual se mantienen los cultivos en agitacion

(150 rpm) y temperatura ambiente durante 72 h.

Una vez pasado este tiempo, el Ultimo paso consiste en la extraccién del éxido de
grafeno reducido biolégicamente por Shewanella baltica CECT 323 de la solucién
acuosa con ceélulas. El cultivo se somete a sonicacién en un bafo de ultrasonidos
durante 10 min y una doble centrifugacion a 1500 rpm durante 15 min. El
sobrenadante que contiene el 6xido de grafeno reducido biolégicamente se seca en
una estufa a 65°C durante 24 horas. La muestra fue analizada mediante
espectroscopias UV-vis, Raman e infrarroja (FT-IR), difraccibn con rayos X y

termogravimetria.

Shewanella baltica CECT 323 es una cepa bacteriana eficaz en la reduccion de éxido
de grafeno tal y como demuestra la caracterizacion del producto obtenido. Tras el
proceso de reduccion de oOxido de grafeno por Shewanella baltica CECT 323, la
suspension acuosa de 6xido de grafeno vira de color pardo-marrén a negro, lo que
indica la reduccion del mismo. La espectroscopia UV-vis muestra que el producto final
tiene un espectro de absorcion ligeramente desplazado hacia el rango visible con un
Unico maximo de absorcion a 250 nm frente a los maximos que tiene el éxido de
grafeno a 230 y 300 nm. La espectroscopia Raman muestra que, tras 48 h de
reduccién, Shewanella baltca CECT 323 desplaza 10.66 cm' y 548 cm’
respectivamente las bandas D y G en relacién a su posicién en el 6xido de grafeno y
presenta una relacién de intensidades ID/IG ligeramente mayor. La difraccién por
rayos X (Figura 1) mostré una coherente disminucion del pico a 10.3°, caracteristico
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del OG, que se atribuye a la eliminacién de grupos funcionales que contienen oxigeno
durante el proceso de reduccién. Finalmente, el andlisis termogravimétrico entre 0 y
600°C (Figura 2) indica que Shewanella baltica CECT 323 reduce el 6xido de grafeno
y forma un producto estable tras 48 h de reduccidén ya que este producto presenta un
porcentaje de pérdida de peso del 5.88% entre 0-600°C frente a un 65.34% de pérdida
de peso del éxido de grafeno. Estos resultados indican menor presencia de grupos
oxigenados en el producto biolégicamente reducido con respecto al oxido de grafeno.
Estos resultados indican que Shewanella baltica CECT 323 es la una cepa bacteriana
que reduce eficazmente oxido de grafeno bajo condiciones aerobias y 48 h.

Ejemplo 3: proceso de reduccion de 6xido de grafeno con Escherichia coli CECT 101
Una vez obtenida la biomasa se forma el cultivo donde se realizara el proceso de
reduccién con 30 ml de solucién acuosa con 0.4 mg/ml éxido de grafeno y 45 mg/ml de
biomasa de E. coli CECT 101. El proceso se realiza bajo condiciones aerobias para lo
cual se mantienen los cultivos en agitacion (150 rpm) y temperatura ambiente durante
72 h.

Una vez pasado este tiempo, el Ultimo paso consiste en la extraccién del éxido de
grafeno reducido biologicamente por E. coli CECT 101, de la solucién acuosa con
células. El cultivo se somete sonicacién en un bafio de ultrasonidos durante 10 min y
una doble centrifugacién a 1500 rpm durante 15 min. El sobrenadante que contiene el
oxido de grafeno reducido biolégicamente se seca en una estufa a 65°C durante 24
horas. La muestra fue analizada mediante espectroscopia UV-vis, Raman e infrarroja
(FT-IR), difraccidén con rayos X y termogravimetria.

E. coli CECT 101 es una cepa bacteriana eficaz en la reduccion de 6xido de grafeno
tal y como demuestra la caracterizacién del producto obtenido. Tras el proceso de
reduccion de 6xido de grafeno por E. coli CECT 101, la suspension acuosa de 6xido
de grafeno vira de color pardo-marrdn a negro, lo que indica la reduccion del mismo.
La espectroscopia UV-vis muestra que el producto final tiene un espectro de absorcion
ligeramente desplazado al rango visible con un Unico maximo de absorcién a 250 nm
frente a los maximos que tiene el 6xido de grafeno a 230 y 300 nm. La espectroscopia
Raman muestra que, tras 72 h de reduccion, E. coli CECT 101 desplaza 4.96 cm™ y
1.3 cm™ respectivamente las bandas D y G en relacién a su posicién en el éxido de
grafeno y presenta una relacion de intensidades ID/IG ligeramente mayor. La
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difraccion por rayos X (Figura 1) mostrd una coherente disminucion del pico a 10.39,
caracteristico del OG, que se atribuye a la eliminacién de grupos funcionales que
contienen oxigeno durante el proceso de reduccion. Finalmente, el andlisis
termogravimétrico entre 0 y 600°C (Figura 2) indica que E. coli CECT 101 reduce el
oxido de grafeno y forma un producto estable tras 72 h de reduccion ya que este
producto presenta un porcentaje de pérdida de peso del 12.72% entre 0-600°C frente
a un 65.34% de pérdida de peso del 6xido de grafeno. Estos resultados indican menor
presencia de grupos oxigenados en el producto biolégicamente reducido con respecto
al oxido de grafeno. Estos resultados indican que E. coli CECT 101 es una cepa
bacteriana que reduce eficazmente oxido de grafeno bajo condiciones aerobias y 72 h.

Ejemplo 4: proceso de reduccion de Oxido de grafeno con consorcio procedente del
Rio Tinto

A partir de biomasa del consorcio de Rio Tinto se forma el medio donde se realizara el
proceso de reduccion con 30 ml de una solucion acuosa con 0.4 mg/ml éxido de
grafeno disperso y 45 mg/ml de biomasa del consorcio microbiano del Rio Tinto. El
proceso se realiza bajo condiciones aerobias para lo cual se mantienen los cultivos en

agitacion (150 rpm) y temperatura ambiente durante 72 h.

Una vez pasado este tiempo, el Ultimo paso consiste en la extraccién del éxido de
grafeno reducido biolégicamente por consorcio bacteriano del Rio Tinto, de la solucién
acuosa con células. El cultivo se somete sonicaciéon en un bafio de ultrasonidos
durante 10 min y una doble centrifugacion a 1500 rpm durante 15 min. El
sobrenadante que contiene el 6xido de grafeno reducido biolégicamente se seca en
una estufa a 65°C durante 24 horas. La muestra fue analizada mediante
espectroscopias UV-vis, Raman e infrarroja (FT-IR), difraccion con rayos X y

termogravimetria.

El consorcio microbiano aislado del Rio Tinto es eficaz en la reduccion de 6xido de
grafeno tal y como demuestra la caracterizacién del producto obtenido. Tras el proceso
de reduccion de 6xido de grafeno por consorcio bacteriano de Rio Tinto, la suspension
acuosa de Oxido de grafeno vira de color pardo-marrén a negro lo que indica la
reduccion del mismo. La espectroscopia infrarroja muestra un aumento progresivo de
la transmitancia de las bandas con maximos a 1630 cm” y 1100 cm™,
correspondientes a la vibracién de los enlaces C=C y C-O, que resulta mucho mas

12



10

15

20

ES 2695310 Al

acusado tras 72 h de reduccién. La espectroscopia UV-vis muestra que el producto
final tiene un espectro de absorcién ligeramente desplazado al rango visible con un
Unico maximo de absorcion a 250 nm frente a los maximos que tiene el éxido de
grafeno a 230 y 300 nm. La espectroscopia Raman muestra que el consorcio
bacteriano genera un desplazamiento de la banda D de 1.31 cm™ y 7.83 cm™ tras 48 y
72 h de reduccion respectivamente. La relacion de intensidades ID/IG sufri6 un
aumento del 19.2% respecto al valor del 6xido de grafeno tras 48 h del proceso. La
difraccion por rayos X (Figura 1) mostré una coherente disminucién del pico a 10.39,
caracteristico del OG, que se atribuye a la eliminacién de grupos funcionales que
contienen oxigeno durante el proceso de reduccién. Finalmente, el analisis
termogravimétrico entre 0 y 600°C (Figura 2) indica que el consorcio bacteriano reduce
el 6xido de grafeno y forma un producto estable sin apenas diferencias entre 48y 72 h
ya que este producto presenta un porcentaje de pérdida de peso del 7.02% y 8.69%
respectivamente entre 0-600°C frente a un 65.34% de pérdida de peso del 6xido de
grafeno. Estos resultados indican menor presencia de grupos oxigenados en el
producto biolégicamente reducido con respecto al 6xido de grafeno. Estos resultados
indican que el consorcio de Rio Tinto es una cepa bacteriana que reduce eficazmente
oxido de grafeno bajo condiciones aerobias tras 48 hy 72 h.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la reducciéon de éxido de grafeno mediante el uso de
microorganismos que comprende las siguientes etapas:

a. reactivacion del microorganismo y cultivo de biomasa;

b. preparacion de un medio acuoso o del elemento sé6lido que contiene el
oxido de grafeno, donde se produce la reaccion;

c. aportacion de biomasa microbiana, al medio que contiene el 6xido de

grafeno, donde se produce la reduccién, caracterizado porque el medio
donde el elemento microbiano reduce el 6xido de grafeno esta a
temperatura ambiente, sin aportacion adicional de nutrientes y/o fuentes de

carbono.

Procedimiento para la reduccion de 6xido de grafeno mediante el uso de
microoganismos, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el medio
donde se produce la reaccién es un medio acuoso o un elemento sélido, que

contiene el 6xido de grafeno.

Procedimiento, de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado
porque el 6xido de grafeno puede suministrarse de forma sélida, en forma de
lamina o pelicula o disperso en medio acuoso.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque el medio donde se realiza la reduccion es agua.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el éxido de grafeno y el elemento microbiano deben de

estar en contacto.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque en medio acuoso el 6xido de grafeno y la biomasa

microbiana se mezclan para obtener una mezcla uniforme.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque en el medio acuoso, la dispersién del 6xido de grafeno
se obtiene mediante un proceso de mezcla sélido-liquido como ultrasonidos.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque el elemento microbiano forma un biofilm acuoso sobre
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el 6xido de grafeno sélido o se encuentra en el medio acuoso con el 6xido de

grafeno en dispersion.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el elemento microbiano en medio acuoso puede
encontrarse en una concentracién comprendida entre 30 y 100 mg/mL.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el elemento reductor puede ser cualquier tipo de

microorganismo unicelular ya sea hongo, bacteria o microalga.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el elemento reductor puede ser una cepa bacteriana
seleccionada de un grupo que integran los géneros bacterianos Shewanella,
Escherichia y Bacillus.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el elemento bacteriano es Escherichia coli CECT 101,
Shewanella baltica CECT 323 o Bacillus sp. CECT 40

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el elemento reductor puede ser un consorcio microbiano
formado por un compendio de microorganismos asociados que proceden de un

mismo ambiente o habitat.

Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el elemento reductor es un consorcio microbiano
procedente de las aguas del Rio Tinto.

Proceso de recuperaciéon de 6xido de grafeno reducido microbiololégicamente

en un medio acuoso que comprende las siguientes etapas:

a. se somete la mezcla a un proceso de sonicacién, para liberar las particulas
de 6xido de grafeno reducido;

b. se separan las células microbianas de la fase acuosa mediante
sedimentacién o centrifugacion;

c. y se seca el sobrenadante sin células bacterianas para obtener el 6xido de
grafeno reducido.

Proceso de recuperacion de 6xido de grafeno reducido microbiolol6gicamente

cuando éste es una lamina o pelicula que comprende las siguientes etapas:

a. se somete la lamina a un proceso de sonicacién, para liberar las células
15
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adheridas a la lamina de 6xido de grafeno reducido;
b. se lava la lamina con agua destilada;
C. Y se seca para eliminar restos de agua.
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