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RESUMEN
“Desarrollo de biopelicula anaerobia en nanoparticulas de grafeno”

Elaborada por: I.Q Fernando Edilson Luis Hernandez
Dirigida por: M.I.Q Norma Alejandra Vallejo Cantu
Dr. Alejandro Alvarado Lassman

En el presente estudio, se llevd a cabo la sintesis de nanomateriales derivados de
grafeno, especificamente nanoplaquetas de grafeno (NPsG) y puntos cuanticos de
grafeno (PCG), mediante la implementacién de técnicas basadas en tecnologias
sostenibles. Los rendimientos en la produccidon de los materiales sintetizados fueron
del 90.5 % para NPsG y del 67.5 % para PCG. Los nanomateriales resultantes se
inmovilizaron en una matriz de fibras de nailon y se montaron en un soporte de acero
inoxidable. Esta configuracion se introdujo en un sistema anaerobio, con la finalidad
de formar una biopelicula anaerobia que coexista con los nanomateriales empleados.
El monitoreo del sistema anaerobio se dividié en tres etapas operativas en las que se
retird el in6culo en cada una (Etapa 1, 2 y 3), durante las cuales se llevaron a cabo
analisis de remocién de DQOT, DQOs, ST, STV y pH. Se presentd un mayor indice de
remocion de DQO+, DQOs de la FL de frutas y verduras en la etapa 1, alcanzando
valores maximos de 84.69 % y 77.35 % respectivamente. Sin embargo, la etapa
representativa fue la 3, debido a que la accién de la biopelicula por si sola (sin indculo)
presentd remociones de 51.42% de DQOr, 39.68% de DQOs,52.7 % y 47.6 % de ST

y SV respectivamente.

En las pruebas de potencial bioguimico de metano, se obtuvieron resultados
favorables en las cinéticas, pues la biopelicula con NPsG y PCG en concentraciones
optimas (1 mg/mL y 0.5 mg/mL) tuvo volimenes de metano de 116 NmL y 126.7 NmL
en comparacion con la biopelicula sin nanomaterial que so6lo generé 106 NmL de
biometano, logrando obtener un incremento de biometano del 5.8 % y 18.9 % en las

respectivas concentraciones de nanomaterial en la biopelicula. Cabe mencionar que
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el biogas obtenido de las cinéticas es rico en metano pues se logré obtener un
porcentaje promedio de metano de 71 % y 68.4 %, caso contrario de la biopelicula que
presento solo el 60.9 % de contenido de metano. Cabe mencionar que se obtuvieron
rendimientos de metano de 322.2 mL CH4/gDQOremovido Y 348.4 mL CH4/gDQOremovido
para la biopelicula con NPsGio0 y PCGso, los cuales son relativamente altos. Por
altimo, se determind el PBMeLemenTaL Y €l PBMEexp, en donde el potencial tedrico por
analisis elemental fue de 523.15 mL CH4/gSV, mientras que por parte de la biopelicula
con PCGgp (valor maximo de 469.2 mL CH4/gSV) y NPsGuioo (valor maximo de 426.6
mL CH4/gSV ) en concentraciones altas de nanomaterial, logrando asi de esta manera
porcentajes de biodegradabilidad de metano altos (81.5 % y 89.7 %) para cada

concentracion de nanomaterial en la biopelicula anaerobia.
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ABSTRACT
"Development of anaerobic biofilm on graphene nanoparticles”

By: 1.Q Fernando Edilson Luis Hernandez
Advisor (s): M.1.Q Norma Alejandra Vallejo Cantu

Dr. Alejandro Alvarado Lassman

In the present study, the synthesis of graphene-derived nanomaterials, specifically
graphene nanoplatelets (NPsG) and graphene quantum dots (PCG), was carried out
by implementing techniques based on sustainable technologies. The yields in the
production of the synthesized materials were 90.5 % for NPsG and 67.5 % for PCG.
The resulting nanomaterials were immobilized in a matrix of nylon fibers and mounted
on a stainless steel support. This configuration was introduced into an anaerobic
system, with the aim of forming an anaerobic biofilm coexisting with the nanomaterials
used. The monitoring of the anaerobic system was divided into three operational
stages, during which COD+, CODOs, TSS, VSS and pH removal analyses were carried
out. A higher removal rate of CODt, CODOs in stage 1 was presented, reaching
maximum values of 84.69 % and 77.35 % respectively. However, the representative
stage was stage 3, because the action of the biofilm alone (without inoculum) presented
removals of 51.42 % of CODr, 39.68 % of CODs, 52.7 % and 47.6 % of TSS and VSS,

respectively.

In the biochemical methane potential tests, favorable results were obtained in the
kinetics, since the biofilm with NPsG and PCG in optimal concentrations (1 mg/mL and
0.5 mg/mL) had methane volumes of 116 NmL and 126.7 NmL in comparison with the
biofilm without nanomaterial that only generated 106 NmL of biomethane, obtaining an
increase in biomethane of 5.8 % and 18.9 % in the respective concentrations of
nanomaterial in the biofilm. It is worth mentioning that the biogas obtained from the
kinetics is rich in methane since an average methane percentage of 71 % and 68.4 %
was obtained, contrary to the biofilm that presented only 60.9 % methane content. It is
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worth mentioning that methane yields of 322.2 mL CH4/gCODremoved and 348.4 mL
CHa4/gCODremoved Were obtained for the biofilm with NPsGioo and PCGsp, which are
relatively high. Finally, PBMeLemventat and PBMexp were determined, where the
theoretical potential by elemental analysis was 523.15 mL CH4/gVS, while by the biofilm
with PCGso (maximum value of 469. 2 mL CH4/gVS) and NPsGioo (maximum value of
426. 6 mL CH4/gVS) at high nanomaterial concentrations, thus achieving high methane
biodegradability percentages (81.5 % and 89.7 %) for each nanomaterial concentration

in the anaerobic biofilm.
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Introduccién

INTRODUCCION

El manejo de los residuos solidos en México representa un problema a nivel mundial
debido a diversos factores, tales como la falta de informacion béasica, limitacién en los
recursos econdémicos para explorar sistemas y tecnologias para el tratamiento de
residuos e insuficiencia en su recoleccidn, entre otras. Se estima que un tercio de los
alimentos producidos para el consumo humano se pierden o se desperdician, en toda
la cadena de suministro, desde la produccion agricola inicial (pérdida) hasta el

consumo final en los hogares (desperdicio) (Muiiiz et al., 2021).

Una alternativa para aprovechar los residuos generados es hacer uso de los procesos
de digestion anaerobia (DA) los cuales se han convertido en uno de los procedimientos
mas adecuados para el tratamiento de residuales tanto liquidos como sélidos. Esta
alternativa resulta una variante biotecnoldgica sencilla y econdémica que permite
aprovechar el contenido de materia organica y los nutrientes de los desechos que
posibilitan disminuir la carga contaminante del residuo y generar productos valiosos
como son el sustrato organico, fertilizantes, remediadores de suelo y biogas
(Rodriguez Silverio, 2014).

Por otro lado, la nanotecnologia se ha convertido en una tecnologia en crecimiento en
las industrias ambiental, médica y quimica (Baniamerian et al., 2019). Es por esto que
en el ambito de la nanotecnologia en lo que se refiere a los nanomateriales y debido a
las caracteristicas que presentan, los cientificos se han inspirado a investigar coémo
influyen en el proceso de digestion anaerobia con el fin de generar energia de forma
limpia y sustentable (Ajay et al., 2020).

En este trabajo se realizé una evaluacion del crecimiento microbiano y la produccion
de biogas en pruebas de potencial bioquimico de metano al adicionar nanoparticulas
de grafeno como lo son las NPsG y los PCG en una matriz polimérica de nailon
poliéster que sirvi6 como material de soporte, posteriormente de desarroll6 una
biopelicula anaerobia que sea capaz de degradar materia organica en presencia de

PCG y NPsG, asi mismo se observo si la adicion de los nhanomateriales de carbono
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en diferentes concentraciones benefician o inhiben el crecimiento microbiano y la

produccion de biogas en proceso de la Digestién anaerobia.



Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Realizar la evaluacion del desarrollo de biopelicula anaerobia en nanoplaquetas de
grafeno.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Sintetizar y caracterizar nanoplaguetas y puntos cuanticos de grafeno

e Desarrollar biopelicula anaerobia sobre soportes inertes aplicando los

materiales grafénicos.

e Monitorear las eficiencias de remocion a través de cinéticas de potencial
bioguimico de metano empleando nanoplaguetas y puntos cuanticos de

grafeno, utilizando como sustrato la fraccion liquida de frutas y verduras.

e Evaluar el potencial de produccion de biogas y su contenido de metano en la

digestion anaerobia
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CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Problematica de los RSO

En la actualidad la produccién de los desechos sdlidos de origen frutal y vegetal va en
aumento, lo que ha desencadenado inquietudes debido a su impacto ambiental y
econdmico. Es por eso que se deben tomar medidas para aprovechar estos desechos,
pues son considerablemente altos. Si hablamos de estos residuos podemos hacernos
una idea de donde se obtienen o bien en donde se desechan en mayor medida, tal es
el caso de las operaciones agricolas, supermercados y mercados locales (Ordufia et
al., 2022).

Comunmente, lo desechos derivados de frutas y verduras son desechados con la
basura comun en vertederos clandestinos. Esto conlleva a la proliferacion de plagas,
generacion de olores molestos y emision de gases que contribuyen al efecto
invernadero. Por consiguiente, los desechos de frutas y verduras presentan una opcion
atractiva para generar energia, ya que pueden ser empleados como material principal
en la digestion anaerébica. Adicionalmente, la produccion de energia a partir de este
tipo de desechos podria ser una solucion beneficiosa para abastecer las crecientes
necesidades energéticas en los paises que generan cantidades sustanciales de

residuos de frutas y verduras (Zia et al., 2022).

1.2 Digestién anaerobia

La digestion anaerobia (DA) es una alternativa para obtener formas de energias
renovables a traveés del tratamiento de residuos. Esta tecnologia se aplica a una amplia
gama de residuos organicos, incluyendo desechos alimentarios, lodos y estiércol de
especies que llegan a producir cantidades considerables de residuos (Barrena et al.,
2022). La principal ventaja del proceso de DA, es la obtencion y produccion de biogas,
que puede ser utilizado como fuente de energia para producir electricidad (Demirel,
2016). Sin embargo, el biogas es uno de los tantos productos que se obtienen de la
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DA y debe tener en cuenta que la DA genera biomasa la cual puede ser aplicada en la
remediacion de suelos. Por otra parte, se tiene un efluente como producto de la DA y
puede ser empleado como fertilizante dependiendo de sus propiedades (Wang et al.,
2019).

El objetivo clave de la DA es la conversion de materia organica en metano. Existen
cuatro etapas clave en el proceso de la DA. En la etapa primaria, las proteinas,
polisacéaridos y acidos nucleicos se fermentan, produciendo hidrogeno, acetato, CO2 y
otros productos. Estos compuestos se convierten posteriormente en metano en etapas
subsecuentes. Las reacciones que ocurren en estas etapas estan interconectadas y

estan reguladas termodinamicamente (Koénig et al., 2022).

La digestion anaerobia se considera un proceso viable debido a su disponibilidad
técnica y econdmica en comparacion con otros métodos. En contraste con la pirélisis,
torrefaccién, incineracion, gasificacion y compostaje, la digestion anaerobia se
presenta como un proceso mas accesible en términos de caracteristicas y aplicabilidad
(Zzamri et al., 2021). Ademas, la digestion anaerobia representa una estrategia
significativa y una alternativa viable para reducir emisiones que contribuyen en la
contaminacion del medio ambiente (Hijazi et al., 2020). Para mejorar la produccién de
metano en la DA, se ha investigado el uso materiales carbonicos como el biochar o el
carbon activado que tienen efectos positivos en cuanto a la produccién de biogas
(Chiappero et al., 2020). También se ha estudiado que al acondicionar (mejorar las
condiciones) el sustrato, también de obtiene una mejora significativa en la produccion
de biogas (Li et al., 2019).
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1.2.1 Etapas del proceso de la digestién anaerobia

La conversion de materia organica a biogas involucra cuatro etapas en donde los

carbohidratos complejos, grasas y proteinas son desintegrados a monémeros como lo

son la glucosa, acidos grasos y aminoacidos, asi como se puede ver en la figura 1.1

(Rajendran et al., 2020). Gran variedad de bacterias y arqueas estan involucradas en

las etapas de la DA, las cuales ayudan a degradar el sustrato y a generar biogas

mediante su proceso metabalico.

Materiales organicos complejos

Proteinas Carbohidratos Grasas

Bacterias fermentativas

-

Hidrolisis

Al
vj

Moléculas organicas solubles

Aminoécidos Azicar Acidos grasos

Bacterias fermentativas

y

Acidogénesis

|

Productosintermedios
(Butiratoy propionato)

)

v
Acido acético

Bacterias Acetogénicas /J
Acetogénesis

|

h 4
Hidrégeno y diéxido de
> carbono

[

Bacterias Acetogénicas consumidoras de
hidrogeno

Arqueas metanogénicas

Metanogénicas
Acetoclasticas

Metanogénesis

Metanogénicas
Hidrogenotroficas

Metano y Didxido de carbono

Figura 1.1. Pasos de la digestion anaerobia (Ajay et al., 2020).
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e Primera etapa: Hidrolisis

La primera etapa en el proceso de la DA es la hidrdlisis, donde el sustrato experimenta
la descomposicién de polimeros complejos como proteinas, carbohidratos y grasas en
moléculas simples y solubles con la ayuda de enzimas extracelulares. Durante esta
reaccion, las proteinas, lipidos y polimeros de carbohidratos se hidrolizan en
aminoacidos, azucares y acidos grasos de cadena larga, respectivamente, mediante
enzimas de microorganismos del género Clostridium, Bateroides, Provetella y

Firmicute.

El ATP generado en esta etapa es utilizado por los microorganismos para obtener
energia (Jain et al., 2015). Las reacciones quimicas que tienen lugar en este proceso

se muestran a continuacion (Hans y Kumar, 2019):

(—RCH(NH,)C00-), + (n — 1)H,0 - nRCH(NH,)COOH 1.2
(H,COOC(CHy),CHs), = n(H,COOC(CH,),CHs) 1.3

e Segunda etapa: Acidogénesis

En esta etapa se lleva a cabo la reduccion de los componentes a una cadena corta,
es decir, los acidos grasos de cadena larga del paso anterior (hidrélisis) se reducen a
componentes de cadena corta y se les denomina acidos grasos volatiles de cadena
corta, azucares simples y otros productos en menor medida como lo es el didxido de
carbono, etanol, hidrogeno, trazas de amoniaco y acido acético. Mediante la ruta
Embden-Meyerhof se genera piruvato que es necesario para la produccion de acido
propionico, acido acético y acido butirico. Esta etapa se lleva a cabo con la ayuda de
las  bacterias del género Clostridium, Bacteroides, Acidaminococcus,
propionibacterium (Hans y Kumar., 2019; Jain et al., 2015).
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CoHy,0¢ —» 2CH5CH,0H + 2C0, 1.4
CoHy,05 = 2H, + 2CHsCH,COOH + 2H,0 1.5
CoHy,05 » CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, 1.6

CoHy,05 = 3CH,COOH 1.7

e Tercera etapa: Acetogénesis

Las bacterias acetogénicas del género Clostridium, Acetobacterium, Sporomusa,
Megasphaera convierten los acidos grasos de la etapa anterior en acetato, dioxido de
carbono, y/o hidrogeno los cuales se utilizan para la produccién de metano (Jain et al.,
2015). El crecimiento de las bacterias acetogénicas es lento con un tiempo de
duplicacién de 1.5 a 4 dias. La concentracion de los productos obtenidos de esta etapa
seran diferentes de acuerdo al tipo de bacteria, asi como las circunstancias del entorno
y pH (Pramanik et al., 2019). Las reacciones en esta etapa se presentan a continuacion
(Hans y Kumar., 2019)

CHs;CH,CO0™ + 3H,0 & CH;CO0™ + H* + HCO5- + 3H, 1.8
CoHy,04 + 2H,0 © 2CH5COOH + 2C0, + 4H, 1.9
CH;CH,OH + 2H,0 © H;CO0~ + 2H, + H* 1.10

e Cuarta etapa: Metanogénesis

Es la etapa final de la digestion anaerobia donde una variedad de bacterias
metanogénicas consumen el acetato, el CO2 y el Hz, dando como producto final biogas
con alto contenido de metano y otros gases (Jain et al.,, 2015). Ademas, los
metandgenos responsables de la generacidon de metano pertenecen al dominio

Archea, clasificados como microorganismos de crecimiento lento y particularmente
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sensible al oxigeno como Methanobacteria, Methanosarcina, Methanococcus,

Methanosaeta y Methanothrix (Uveges et al., 2023).

CH;CH,0H — CH, + 2C0, 1.11
CO, + 4H, -» CH, + 2H,0 1.12
CHsCH,0H - 2CH;COOH 1.13

1.2.2 Mecanismo de la digestion anaerobia

e Transferencia de electrones entre especies (IET)

La transferencia de e entre especies, por sus siglas en ingles IET, es el principal
mecanismo por el cual se obtiene metano debido a la transferencia de electrones entre
especies de las bacterias fermentativas y las bacterias metanogénicas, pues en este

mecanismo intervienen los microorganismos de la ultima etapa.

Estudios recientes han reportado que uno de los factores que influye y facilita la IET,
es la adicion de compuestos redox activos y materiales conductores incluyendo a los
nanomateriales que mejoran la sintrofia entre las bacterias y las arqueas (Konig et al.,
2022).

La IET hace uso recurrente de hidrégeno y formiato como transportadores de
electrones en el intercambio de electrones entre bacterias de tipo fermentativas y
bacterias de tipo metanogénicas, asi como se muestra en la Figura 1.2 (Ajay et al.,
2020; Zhao et al., 2021). Estos compuestos desempefian un papel fundamental que
facilita las reacciones redox y la produccion de metano en el proceso de digestion

anaerobia.

10
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Componente
Organico

o,

Componente

Oxidado CH,

Bacteria Fernentativa . ..
Bacteria Metanogénica

Componente Transporte de electrones co,
Organico - a través de las proteinas

Componente

Oxidado CH,

Componente €0,

Organico

Componente
Oxidado

CH,

Bacteria Fermentativa el
Bacteria Metanogénica

Figura 1.2. Mecanismo de la Transferencia directa entre especies de bacterias fermentativas

y metanogénicas (Ajay et al., 2020).

e Transferencia Directa de e entre especies (DIET)

La transferencia de electrones entre especies, por sus siglas en ingles DIET, es un
mecanismo por el cual los microorganismos de tipo fermentativo y los de tipo
metanogénico realizan un intercambio de electrones mediante corrientes eléctricas
gue circulan a través de la Pili microbiana que poseen dichos microorganismos, esta
Pili microbiana funciona como un material conductivo. A través de este mecanismo de
interaccion se degradan los &cidos grasos volatiles (Zhao et al., 2021). Por lo tanto, en
este proceso, diversos microorganismos en una comunidad pueden compartir
equivalentes reductores de electrones para mejorar la degradacion metanogénica de

los sustratos organicos presentes durante la digestion anaerobia (Konig et al., 2022).

Investigaciones recientes han indicado que la DIET, a través de materiales

eléctricamente conductores como el hierro de cero valencia y materiales carbonosos,

11
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resulta mas ventajosa desde el punto de vista energético que la transferencia mediada
por enzimas, puesto que evita los multiples pasos enzimaticos necesarios para generar
hidrogeno como portador de electrones (Baniamerian et al., 2019). Ademas, es
esencial sefialar que los compuestos redox activos y los materiales conductores son
factores que facilitan la transferencia de electrones entre especies, mejorando asi la
armonia entre las bacterias arqueas metanogénicas y permitiendo superar los limites

termodinamicos (Konig et al., 2022).

e Transferencia de electrones entre especies mediada (MIET)

Se basa en el intercambio de metabolitos como por ejemplo H, y formiato, este
fendbmeno sucede entre dos microorganismos, ademas, es uno de los primeros
mecanismos descubiertos de transferencia externa de electrones. En la MIET, el
microorganismo que dona los electrones reduce los protones a hidrogeno y el
microorganismo que acepta los electrones oxida el hidrogeno. Es por eso que es
factible s6lo a concentraciones que sean lo sufrientemente bajas con respecto a
Ho/formiato (metabolitos) debido a las limitaciones termodinamicas (Baniamerian et al.,
2019).

1.3 Factores que afectan ala produccién de biogéas

Los factores que afectan a la generacion de biogas son diversos, por lo que es
importante tenerlos presentes pues con base a estos factores se puede tener un mayor
rendimiento de biogas. Es importante mantener un pH estable, sin embargo, varia
dependiendo de la bacteria. La temperatura es un factor importante debido a que
existen dos zonas de temperatura significativas en la digestion anaerobia de las cuales
se desarrollan dos tipos de microorganismos (Mesofilos y termofilos) que intervienen
en la DA. La temperatura mesoéfila 6ptima se encuentra en alrededor de 35°C, mientras
gue la temperatura termofila 6ptima es de alrededor de 55°C. Los principales nutrientes

requeridos por las bacterias en el digestor son C, Hz, O2, N2, P y S (Jain et al., 2015).

12
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La materia prima es muy importante en el proceso de digestién anaerobia, es por ello
que se debe de contar con un buen sustrato que sea rico en materia organica
degradable. La cantidad de aditivos es otro factor que se suministra en la DA, dichos

aditivos pueden ser los nanomateriales (Dong et al., 2019).

1.4 Biopelicula anaerobia

Las biopeliculas son agrupaciones de microorganismos que se adhieren a una
superficie y se integran en una matriz compuesta por diversos tipos de polimeros,
como proteinas, lipidos y polisacéaridos, conocidos como sustancias poliméricas
extracelulares. El proceso de formacion de una biopelicula se muestra en la Figura 1.3
(Zainab et al., 2020).

Figura 1.3. Proceso de formacién de una biopelicula

El proceso inicia cuando las células bacterianas individuales se adhieren a la superficie
de los materiales de soporte (a), seguido de la acumulacion (b) y una formacién de
una monocapa celular (c), posteriormente las colonias maduran y la matriz extracelular
proporciona un soporte a la biopelicula (d) para finalizar las bacterias de la biopelicula

entran a una fase de dispersion para colonizar nuevas areas (Araujo-Cuevas., 2019).

Existen varios factores severamente importantes juegan un papel muy importante en

la formacion de biopelicula anaerobia, estos factores estan relacionados con los

13
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microorganismos, medio ambiente y los portadores. En lo que respecta a los factores
ligados a los microorganismos, se deben tener en cuenta el ADN, las proteinas y los
lipidos presentes en los microorganismos, ya que estos componentes pueden influir
en su capacidad de union al sustrato. En cuanto a los factores asociados al entorno,
es fundamental considerar el pH, la temperatura, los nutrientes presentes en el
bioreactor y otros parametros ambientales. Por Ultimo, se deben considerar los
parametros relacionados con el sustrato, que abarcan la técnica de bioimpresion
utilizada, la forma, porosidad y las propiedades de hidrofilia o electrofilia del material
seleccionado (Chioti et al., 2022).

1.5 Potencial bioquimico de metano (PBM)

El PBM es una herramienta eficaz para evaluar rapidamente la degradacion adecuada
de un residuo y determinar la eficiencia en la produccion de metano (Sanchez-Reyes
et al., 2016). Las pruebas del PBM se han utilizado para caracterizar sustratos e
investigar las opciones de tratamiento previas y posteriores a la digestion anaerobia.
Un método sugerido para llevar a cabo el PBM implica el uso de botellas de cierta
capacidad, manteniéndolas a una temperatura constante de 35 °C o 55 °C, y
garantizando una mezcla continua durante un periodo de 30 a 60 dias (Filer et al.,
2019). Sin embargo, hasta el momento, no se ha establecido un método estandar para
determinar el PBM, por lo que varios investigadores proponen la variacion en la
relacion sustrato: inoculo (S: 1), la modificacion del pH, la temperatura, el tamafio de

particula, entre otros pardmetros (Sanchez-Reyes et al., 2016).

1.5.1 Célculo para el PBM

Para realizar los calculos de PBM se deben tener en consideracion variables que
deban ser tomadas para los calculos correspondientes, las variables son el volumen
de metano Vchs, s, it producido en el recipiente i que contiene sustrato e indculo en el

tiempo t, Vchs, 1, ¢+ €l volumen de metano producido en el recipiente j con inoculo y

14
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sustrato en determinado tiempo t, M;, i como la masa de inoculo originalmente
agregado en el recipiente, también es importante la masa del sustrato en términos de
sélidos volatiles (SV) originalmente agregado al recipiente mys, s, i, €l nimero de
réplicas de los recipientes mas el sustrato (minimo se aplican tres replicas) y por
altimo, también se considera el nUmero de réplicas con soélo el inéculo, se les denomina
blancos, k (Hafner et al., 2020).

Para llevar a cabo los céalculos del Potencial Bioquimico de Metano (PBM), se deben

considerar diversas variables fundamentales. Estas incluyen:

1. Volumen de Metano (Vchs, s, i t): ES el volumen de metano producido en el
recipiente i que contiene tanto el sustrato como el in6culo en un tiempo
especifico t.

2. Volumen de Metano (Vchs,1,j,1): Representa el volumen de metano producido en
el recipiente j con inéculo y sustrato en un tiempo determinado t.

3. Masa de Inoculo (My,): Indica la masa de inoculo que se agrego inicialmente al
recipiente i.

4. Masa de Sustrato en Sdlidos Volétiles (mvs, s, i): Corresponde a la masa del
sustrato en términos de sdlidos volatiles (SV) que se afiadié originalmente al
recipiente i.

5. Numero de Réplicas con Sustrato (n): Es el numero de réplicas de los
recipientes que contienen tanto el sustrato como el indculo. Se aplica un minimo
de tres réplicas.

6. Numero de Réplicas de Blanco (k): Representa el nimero de réplicas que

contienen solo el indculo, conocidas como blancos.

Estas variables son esenciales para realizar los calculos precisos del PBM y evaluar
la produccion de metano en relacion con el sustrato y el indculo en un contexto de

digestion anaerobia (Hafner et al., 2020).
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Las ecuaciones serian las siguientes:

VCH, 1jt
VeHyLjt = m—” 1.14

K
Yi=1VCHyLjt

VeHurt = = 5 1.15
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1.6 Nanotecnologia en nuestro entorno

En la actualidad, la nanotecnologia promete mucho en el cuidado y remediacién del
medio ambiente puesto que puede ayudar a minimizar el volumen de desechos, la
reduccion de contaminantes y como alternativa en el uso y provision de energia
(Rodriguez-Sartori, 2020).

La aplicacion de la nanotecnologia puede mejorar la eficiencia en la implementacion
de energias que se consideran limpias que reducen la contaminacion y el impacto
negativo al medio ambiente, por ejemplo, en celdas solares, energia geotérmica y el
reemplazo de combustibles fésiles por energias renovables. Por otra parte, la
nanotecnologia y las nanoparticulas tienen una gran aplicacion en el tratamiento de
aguas residuales debido a la interaccidon con varios grupos funcionales y gran
capacidad para oxidar, descomponer y remover contaminantes presentes en el agua
residual (Taran et al., 2021).

Los nanomateriales han sido empleados en la agricultura en dosis adecuadas teniendo
mejoras en los cultivos (Hao et al., 2019). Sin embargo, para poder evaluar el efecto
gue tiene un material en el medio ambiente es necesario conocer en una primera

instancia las caracteristicas intrinsecas del material para posteriormente investigar las
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modificaciones que podrian llevarse a cabo una vez insertado en el entorno ambiental
(Rodriguez-Sartori, 2020).

1.7 Aplicacién de nanomateriales en la digestion anaerobia

Los nanomateriales tienen propiedades fisicoquimicas excelentes, como el area
superficial, tamafio, algunas propiedades cataliticas, solubilidad, etc. Por otra parte,
los nanomateriales tienen varias propiedades que los hacen muy interesantes debido
a su interaccion con sistemas biologicos pues son capaces de penetrar las membranas
celulares de los microorganismos propiciando una mejor interaccion con el sistema
inmunologico de los microorganismos (Baniamerian et al., 2019). Investigaciones
recientes en la digestion anaerobia han demostrado que se puede mejorar el
rendimiento de la produccién de biogas y metano, es decir, adicionar ciertos

componentes organicos o inorganicos se obtienen buenos resultados.

Los componentes organicos e inorganicos que se llegan a adicionar en la DA se
clasifican en macronutrientes y micro nutrientes. Los macronutrientes son fosforo,
sulfuros y nitrégeno, mientras que los micronutrientes se basan en compuestos como
hierro, niquel, cobalto, etc. (Ajay et al., 2020). Por esta razon, la inclusion de aditivos
en la DA, como el biochar, grafeno y sus derivados, resulta en una mejora notable y
significativa en la produccion de biogas. La produccién de biogas es un parametro
importante que ayuda a verificar los efectos de los nanomateriales en la Digestion
anaerobia (Barrena et al., 2022; Arif et al., 2018).

1.8 Antecedentes sobre aplicaciones de nanomateriales en la DA

Tian et al., (2017), estudiaron tiempos cortos y tiempos prolongados con respecto a
los efectos del material de carbono (nanografeno) en la etapa de la metanogénesis de

la DA. Los resultados de los tiempos no prolongados revelaron que el grafeno en dosis

17



Fundamentos teéricos

de 30 mg/L ejerce efectos beneficiosos en la velocidad de produccion de metano. Esto
se traduce en una mejora cuando se utiliza acetato y no se usa hidrégeno (Hy).
Concretamente, se observo un aumento del 17.0 % y 51.4 % en la velocidad de
produccion de metano, lo que demuestra el impacto positivo del grafeno en este
proceso. Sin embargo, los resultados de los tiempos largos de exposicion de grafeno
con altas concentraciones (120 mg/L) mostraron que el grafeno causa inhibicion
microbiana, indicando que puede existir citotoxicidad cuando se usan hanomateriales
a altas concentraciones en la digestion anaerobia. Por lo tanto, el incremento para
producir metano puede ser mejorado por adicion de nanoparticulas de grafeno y

temperaturas mesofilas con un manejo moderado de los mismos.

La conductividad notable del grafeno, un derivado del carbdn, tiene un impacto
significativo. En el contexto de nanomateriales, muestra una mejora en el proceso de
DA, favoreciendo la generacion de etanol, un producto intermediario crucial. Este
material fue estudiado por Lin et al., (2017), observaron que al agregar grafeno en
dosis de 1.0 g/L resultaba como una mejora de la produccion de metano. Ademas, Lin
et al., (2017), obtuvieron una mayor degradacién de etanol en un 29.1 % con la adicién
de grafeno en el proceso de DA. Por otro lado, desde el punto de vista microbiolégico,
los analisis revelaron que las especies electrogénicas de Geobacter y Pseudomonas
junto con Archea Methanobacterium y Methanospirillum estan involucradas en la

Transferencia directa de electrones entre especies (DIET).

Kaushal et al., (2018), utilizaron nanoparticulas de grafeno y suspensién pretratada de
hidréxido de calcio (Ca (OH)2), esta suspension fue mezclada con paja de trigo para
mejorar la produccion de biogas y metano en la digestiébn anaerobia. La composicion
optima de nanoparticulas de OG y los demés aditivos se seleccionaron con respecto
a estudios previos. El rendimiento acumulado de metano tuvo valores significativos
(p<0.05) con las muestras pertinentes. Ademas, cabe destacar que se obtuvieron

valores aceptables cuando se reducia el TRH.
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Otro de los estudios con respecto al grafeno en la DA es el que realizaron Dong et al.,
(2019), debido a que investigaron la aplicaciéon e influencia del éxido de nanografeno
en la produccion de metano en la DA de lodos residuales activados. Los resultados
obtenidos muestran que la producciéon de metano disminuyé con el aumento de
aditivos de 6xido de nanografeno y la produccién acumulada de metano disminuy6 en
un 7.6 % y 12.6 % a las tasas de dosificacion de 6xido de nanografeno de 0.054
mg/mg-SV y 0.108 mg/mg-SV, respectivamente. El analisis basado en modelos indicé
gue el oxido de nanografeno redujo significativamente el potencial de metano
bioquimico. Sin embargo, el 6xido de nanografeno no tiene un efecto significativo sobre
los procesos de hidrolisis y acido génesis, pero si sobre la disminucion de produccion
de CHs en la etapa de metanogénesis debido a la absorcion de sustratos organicos

por parte del OG.

En ese mismo afo Hao et al.,, (2019), investigaron los posibles efectos de
nanomateriales carbonicos sobre la produccion y el rendimiento de CHas en la DA, estos
materiales fueron nanotubos de carbono de pared multiple y fullereno. Al final, hubo
una mejora en la produccion de metano. Ademas, también se analizé el contenido de
solidos totales el cual decreci6 y también el pH. Por otro lado, la exposicion a 50 mg/kg
de nanomateriales no tuvo impacto sobre la digestion anaerobia. En cuanto a la parte
microbioldgica, el cambio fue evidente en la bacteria Methanobacterium, cuya
abundancia relativa aumenté significativamente (en un 67 %, 53 % y 120 % con 50
mg/kg de fullerenos, 50 y 500 mg/kg de nanotubos de carbono de pared mudltiple,

respectivamente).

Wang et al., (2021), realizaron un estudio en donde compard y exploré la influencia de
nanomateriales derivados del carbono como el grafito, grafeno y OG en la codigestion
anaerobia que fue alimentada con lodos. Estudiaron la evolucion de la comunidad
microbiana y algunos genes de resistencia antibioticos. El grafeno exhibié buen
comportamiento para mejorar la produccién de metano y la degradacién organica

aumentd un 36,09 % y un 23,07 % respectivamente, ademas tuvo la mayor influencia
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en la eficiencia de eliminacion de blaOXA-1, genes de resistencia a macrolidos (ermF

y ermB) y algunos genes de resistencia a tetraciclina (tetQ y tetX).

Claes et al., (2021), investigaron el efecto de materiales conductores como el biochar
y el grafeno, ademas la suplementacion de metales traza para mejorar la produccién
de biogas en la DA de la cascara de manzana. Los resultados que obtuvieron Claes et
al., (2021), indican que la adiciébn de materiales carbonicos ayuda a la produccion de
biogas en la DA. Cuando los metales traza se mezclaron con el biochar, la produccién
de biogas aumento. Sin embargo, la mejora en la produccion de biogas fue
significativamente mayor para los reactores con grafeno (27,8 %). Se concluyo6 que la
digestion anaerobia complementada con materiales conductores a base de carbono y

metales traza es una opcion viable para valorizar la cascara de manzana.

Konig et al., (2022), estudiaron los efectos conductivos de ciertos materiales
conductivos en la AD de aguas residuales y la transferencia de electrones entre
especies de los grupos microbianos involucrados en la digestion anaerobia. Los
materiales que se emplearon fueron el grafeno, PAC y biochar, los cuales se
adicionaron a procesos Bach de 3.5 L con 1170 mL de Inéculo de aguas residuales y
posteriormente se analiz6 la curva de produccion de grafeno. La adicion de grafeno
produjo un excelente de biogas del 33 %, PAC del 20 % y biochar del 8 %. En la
primera experimentacion, la cual fue significativa debido al primer pico de actividad
(entre 70 y 120 h), el reactor con grafeno produjo la mejor calidad con un contenido de
metano del 50 %, con PAC se obtuvo 49.4 % y con biochar se obtuvo 43.7 %. El
grafeno también parece promover una transferencia de electrones entre especies con

respecto a Geobacter sp. y ca. Metanofastidiosum.

1.9 Nanomateriales derivados del carbono

Los nanomateriales presentan nanoestructuras basadas en carbono y se hallan en

diversos tipos de derivados de este elemento, por ejemplo, el grafeno, nanotubos de
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carbono y nanofibras. Entre estos materiales, el diamante destaca por su elevado

costo, lo que lo hace poco viable para investigaciones.

Estos nanomateriales poseen una amplia area superficial que es adecuada para la
deposicion de polimeros conductores y nanoparticulas de metal u 6xido de metal. Se
caracterizan por sus reducidas dimensiones, gran estabilidad quimica y elevada
conductividad térmica (Baniamerian et al., 2019). Investigaciones recientes indican
gue los nanomateriales de carbono podrian tener un uso potencial en la produccion de
metano en la digestion anaerobia. Esto se puede lograr mediante la modificacion o
ajuste de arqueas y/o comunidades de bacterias, permitiendo asi la obtencion de

biogas y agua tratada para su aplicacion en la agricultura (Hao et al., 2019).

A continuacion, se mencionan algunos de los diferentes nanomateriales derivados del

carbono y grafeno que se relacionan con la digestion anaerobia.

1.9.1 Grafeno

El grafeno es un material que se deriva del carbono, pues este material posee una
capa atémica de carbonos hibridados sp? ademas, tiene propiedades muy
interesantes, por ejemplo, alta conductividad eléctrica y térmica, alta area superficial,
propiedades Opticas, propiedades quimicas, alto médulo de Young, etc. (Pérez et al.,
2022). En cuanto a su estructura, se puede apreciar de mejor manera en la Figura 1.4.
Se puede ver que es una lamina con estructura 2D en la que posee un arreglo de
carbonos en forma de panal o hexagonos, no presenta reactividad en los bordes, es
decir, no se puede agrupar con grupos funcionales con facilidad, sin embargo, se
puede modificar para que sus propiedades cambien mediante tratamientos térmicos o

de oxidacion mediante agentes quimicos.
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Figura 1.4. Estructura y propiedades del grafeno.

La sintesis del grafeno implica cualquier proceso destinado a fabricar o extraer

grafeno. La pureza y eflorescencia del producto varian segun el tamafio deseado del

material. Se han investigado varias técnicas para la produccién de grafeno, y estas se

detallan en la Figura 1.5 (Bhuyan., 2016).
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Figura 1.5. Técnicas para la sintesis y obtencion de grafeno (Bhuyan et al., 2016).
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Se ha estudiado que el grafeno tiene propiedades antimicrobianas, sin embargo, esta
propiedad se presenta en solo algunos casos. En la actualidad se sabe poco sobre el
impacto del grafeno en las comunidades microbianas anaerobias en la digestion
anaerobia (Lin et al., 2017). Se harevelado que el grafeno al adherirse a la membrana
de la bacteria causa estrés oxidativo y apoptosis celular. Aunque se ha investigado
ampliamente el impacto de los nanomateriales en la DA, se ha prestado escasa
atencion a generacion de biomasa producida por la DA y al proceso microbiano que
involucra la interaccion del grafeno con las comunidades bacterianas (Tian et al.,
2017).

En este sentido, se plantea que el grafeno podria ofrecer una solucion para mejorar la
estabilidad y la eficiencia de la DA. Se ha investigado que la implementacion de
grafeno como un componente conductor en la DA facilita la transferencia directa de
electrones entre especies, lo que ayuda a mejorar la produccion de metano (Lin et al.,
2017).

1.9.2 Oxido de grafeno (OG)

El OG también conocido como 6xido de nanografeno (ONG) es un nanomaterial
derivado del grafeno, es decir, al oxidar grafeno se adicionan grupos funcionales en
las laminas grupos funcionales son hidroxilos, oxigeno, entre otros grupos oxigenados
como se muestra en la Figura 1.6, por lo gue se convierte en un material mas complejo
que el grafeno (Yu et al., 2020). El método mas comun para su obtencion es el método
de Hummers, el cual parte del grafito convencional y termina en 6xido de grafeno (Pei

et al., 2012). A continuacion, se muestra de manera esquematica en la Figura 1.7.

Varias investigaciones han obtenido 6xido grafeno mediante nuevas tecnologias, sin
embargo, uno de los métodos mas novedosos y con buenos resultados es el que

realizaron Pérez et al., (2022), en el cual obtuvieron OG partiendo grafito convencional
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y aplicando el método de hummers modificado para posteriormente llevar un proceso
de sonicacién para exfoliar y separar las capas de 6xido de grafito hasta obtener OG.

. Enlaces éter o epoxi (C-O)
. Enlaces Hidroxilo (-OH)

. Enlaces Carboxilo (-COOH)
. Enlaces Carbonilo (C=0)

. Hibridacién sp®

Para enlaces epoxi e
hidroxilos

Hibridacion sp2
Para enlades caboxilos y
carbonilos

Figura 1.6. Oxido de grafeno (Yu et al., 2020).
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Figura 1.7. Obtencién de OG a partir de grafito (Yu et al., 2020).
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El OG es usado ampliamente en varios procesos de fabricacion por lo que
inevitablemente se vierte en las plantas de tratamiento de aguas residuales y se
combina con lodo activado debido a su alta capacidad de adsorcion de materias

organicas por lo que contribuye a remover soélidos.

El OG se utiliza como un paso intermedio en la obtenciéon de grafeno reducido.
Asimismo, se ha investigado que el grafeno actia como un mediador redox en
sistemas anaerébicos, mejorando la biotransformacion de compuestos persistentes. El
oxido de nanografeno (ONG) tiene una estructura estratificada que contiene grupos
carboxilo, epéxido e hidroxilo en su superficie y borde. Se ha demostrado que el ONG
presenta interacciones interesantes con microorganismos y es compatible con el
crecimiento de poblaciones bacterianas, como Escherichia coli (Dong et al., 2019). Sin
embargo, se ha observado que variar las concentraciones de ONG puede resultar en
efectos antimicrobianos, inhibiendo la actividad metabdlica y metanogénica de los
microorganismos, ocasionando un declive de las comunidades microbianas y
propiciando una baja produccion de biogas durante la metanogénesis. Es relevante
mencionar que la adicion de ONG puede realizarse en cualquier etapa del proceso de

la DA, ya sea en la materia prima o durante la metanogénesis (Lin et al., 2017).

1.9.3 Oxido de grafeno reducido (OGR)

El 6xido de grafeno reducido (OGR) contiene grupos funcionales que se han estudiado
y analizado como mediadores en la digestion anaerobia, ya que mejora la produccion
de metano, dependiendo de las dosis que se empleen en el proceso de DA. La sintesis
de OGR suele ser mas econémica en comparacion con la produccion de grafeno. Por
esta razén, el OGR puede ser empleado en la DA para ayudar a mejorar la produccion
de biogas y al proceso de estabilizacion de la DA en sus diferentes etapas. El OGR
puede actuar como un mediador en la transferencia de electrones, facilitando este

proceso que interviene dentro de la DA (Muratgobanoglu et al., 2021).
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1.9.4 Puntos Cuanticos de carbono

Los puntos cuanticos de carbono (CQD, también conocidos como puntos C o CDs)
poseen una estructura distintiva y destacadas propiedades quimicas vy fisicas en el
contexto de la digestidbn anaerobia (Yadav et al., 2023). Este nanomaterial esta
compuesto por nanocristales artificiales semiconductores con dimensiones cercanas a
los 10 nanémetros, presentando una estructura bidimensional con una red de grafeno
en su interior, lo que les confiere enlaces sp?. Una caracteristica sobresaliente de este
material es su mayor solubilidad en comparacion con los nanotubos de carbono. En la
Figura 1.8 se puede observar que a) PCDOG y b) PCG son estructuras diferentes
debido al método de obtencion de cada punto cuantico de carbono (Henna et al., 2020).
Ademas, debido a su tamafio, estos puntos cuanticos pueden penetrar facilmente las

membranas celulares de los microorganismos.

Figura 1.8. a) PCDOG y b) PCG

Se ha demostrado que los puntos cuanticos de grafeno poseen propiedades en la
adsorcion de colorantes y contaminantes del agua, es por eso que en los ultimos afios
se ha utilizado este material. Asi mismo, se ha analizado que los puntos cuanticos

cuentan con la presencia de grupos funcionales como carboxilos, hidroxilos y amina
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en su superficie (ver Figura 1.9), por lo que adquiere propiedades para unirse con iones

de metales de transicion (Yadav et al., 2023).

Al ser un punto cuantico este posee la cualidad de considerarse cero dimensional y
por lo tanto se tiene cierta facilidad al sintetizarlo debido a estas propiedades (Ying et
al., 2016).

CONH2

Figura 1.9. Estructura tipica de puntos cuanticos con diferentes grupos funcionales en la
superficie (Yadav et al., 2023)

1.9.5 Nanoplaquetas de grafeno

Las nanoplaquetas de grafeno (NPsG) tienen amplias aplicaciones en los ambitos de
la medicina, la electrénica y la quimica. Las propiedades de este material lo vuelven
atractivo, posee un peso muy ligero, buena conductividad eléctrica y térmica, dureza
mecanica, entre otras cualidades (Cataldi et al., 2018). Las NPsG estan compuestas
por una serie de capas de grafeno, como se muestra en la Figura 1.10. Estas NPsG
se pueden obtener a través de varios métodos, incluyendo la exfoliacibn mecénica,
exfoliacion quimica, Crecimiento por deposicion quimica de vapor (CVD) y Reduccién

guimica de éxido de grafeno.

27



Fundamentos teoéricos

* Enlaces epoxi (C-O)

Sp /\
¥ ! :.‘ d :. :. "f:.' - o sp?
. - - - Exfoliacion %

Nanoplaquetas de grafeno

Figura 1.10. Estructura del grafito y NPsG (Cataldi et al., 2018).

1.10 Espectroscopia

La espectroscopia se fundamenta en el principio de que diferentes sustancias
interactian de manera Unica con la radiacion electromagnética segin su composicion
y estructura molecular. Durante el andlisis espectroscopico, se expone una muestra
de interés a una fuente de radiacién, como luz visible, ultravioleta, infrarroja o de
radiofrecuencia. Posteriormente, se mide y analiza cdmo la muestra absorbe, refleja o
emite la radiacion. La cantidad de energia se puede calcular utilizando la siguiente

féormula:

E=hv 1.19

En donde E es la energia de un fotdn, v es la frecuencia y h es conocida como la

constante de Planck que tiene un valor de h = 6.63 x 10734 ] * s.
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Se debe considerar a la radiacion electromagnética que viaja a la velocidad de la luz
y para calcular la frecuencia v o la longitud de onda A se hace uso de la siguiente

formula:

C =4 1.20

El intervalo de energias fotdnicas se llama espectro electromagnético y se muestra en
la Figura 1.8 (Carey, 2003)

Mayor energia Longitud de onda (nm) ——= Menor energia
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Figura 1.11. Espectro electromagnético (Carey., 2003).

Uno de los tipos mas comunes de espectroscopia es la espectroscopia de absorcion,
que se emplea para identificar qué longitudes de onda de la luz son absorbidas por
una sustancia. Esta técnica es especialmente valiosa en quimica analitica, ya que
permite reconocer y medir la presencia de compuestos especificos en una muestra.
Por ejemplo, un espectrofotometro de absorcién ultravioleta-visible puede determinar
la concentracion de una muestra liquida al medir la absorbancia de la luz que pasa
sobre esta (Chen et al., 2022).
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1.10.1 FTIR

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es utilizada en
quimica, fisica y otras ciencias para estudiar las propiedades espectrales de
materiales. La técnica se basa en la transformada de Fourier, convierte sefiales en el

dominio del tiempo y de la frecuencia.

Este tipo de espectroscopia estudia la interaccion de la materia y la radiacion
electromagnética que aparece en forma de espectro. Cada molécula tiene un espectro
anico, es decir, es como su huella dactilar (Fadlelmoula et al., 2022). La transformada
de Fourier permite descomponer una sefial compleja en componentes sinusoidales de
diferentes frecuencias. En el contexto de la espectroscopia, se utiliza para
descomponer una sefial de interferencia generada por la interaccion entre la radiacion

electromagnética (como la luz infrarroja) y una muestra (Carey., 2003).

La espectroscopia infraroja por transformada de Fourier es util y utilizada para
identificar los grupos funcionales que estan presentes en los derivados del grafeno y
otros compuestos e investigar la posible aparicion de nuevas bandas en el espectro
de grupos oxigenados después del proceso de exfoliacion (Pérez et al., 2022). Los
grupos funcionales mas comunes que se pueden encontrar son los grupos hidroxilo,
carbonilos y oxigenados. Estos grupos oscilaran en bandas con longitud de onda de

menor a 1000 (De la Cruz et al., 2020), tal y como se muestra en la Figura 1.12.

CONH C= C=N
N-H OH C=C C=C

4000 00 2800 2300 2100 1800 00 -0-
Heteroatomaos X-H C-H _ Enlaces dobles Eteres  Organometilicos

Figura 1.12. Tipos de grupos funcionales encontrados en el espectro IR.
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1.10.2 Espectroscopia de Raman

La espectroscopia Raman es una técnica analitica que se utiliza para estudiar
vibraciones moleculares, rotaciones y otros modos de excitacién en un material. La
técnica Raman se basa en la dispersion inelastica de la luz, que ocurre cuando los
fotones interaccionan con las moléculas y cambian su energia durante el proceso
(Allakhverdiev et al., 2022). Cuando la luz incide sobre una muestra, parte de la luz se
dispersa de manera inelastica, o que significa que la energia de los fotones que
inciden cambia durante la interaccidn. Esto sucede porque las moléculas de la muestra
absorben o emiten energia en forma de vibraciones y rotaciones. La diferencia entre
las energias de entrada y salida se traduce en un cambio en la longitud de onda de la
luz dispersada, que es caracteristica de las vibraciones moleculares de la muestra
(Carey, 2003).

Cada pico en el espectro Raman representa una vibracion especifica de las moléculas
en la muestra. Estos picos se pueden correlacionar con vibraciones de enlaces
quimicos, torsiones, deformaciones y otras caracteristicas estructurales de las
moléculas. El analisis de estos picos puede proporcionar informacién sobre la
composicién quimica y la estructura molecular de la muestra (Allakhverdiev et al.,
2022).

La espectroscopia Raman se aplica para estudiar las propiedades vibracionales y
estructurales del grafeno, asi como los enlaces hibridos sp? y sp? en el proceso de
exfoliacion, lo que permite comprender mejor sus caracteristicas y aplicaciones
potenciales en diversos campos, como la electrénica, la nanotecnologia y la ciencia de

materiales (Pérez et al., 2022).
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1.10.3 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS)

UV - VIS es una técnica muy importante que pertenece a la quimica analitica y es
usada para la caracterizacion de numerosas propiedades cualitativas y cuantitativas
como lo son las moléculas de algin compuesto (Karmacar et al., 2021). Esta técnica
depende de las transiciones entre niveles de energia electrénica, esto con la finalidad
de identificar sistemas de electrones 7 conjugados (Carey., 2003). La absorcién de la
luz en UV-VIS ocurre de manera diferente en cada molécula, con una longitud de onda

especifica para cada molécula organica (Passos et al., 2019).

Es importante recordar que la interpretacion de los datos de espectroscopia UV-Vis
debe hacerse considerando la naturaleza especifica de los derivados del grafeno y sus
interacciones con la luz en la region UV-Vis. Ademas, es Util comparar los resultados
con datos de referencia y estudios previos para validar y comprender mejor la

informacion obtenida (De la luz-Asuncién et al., 2020; Pérez et al., 2022).

1.11 Microscopia

La microscopia es una técnica esencial en la caracterizacion de materiales y
estructuras a una escala microscopica. Existen diferentes tipos de microscopios, cada
uno disefiado para proporcionar informacion detallada sobre diferentes propiedades y
estructuras a nivel microscépico (De Robertis et al., 2004). Cuando se trata de estudiar

derivados del grafeno, se emplea o se hace uso de las siguientes técnicas:

1.11.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El SEM es una herramienta que genera imagenes tridimensionales de alta resolucion
de la superficie de las muestras. Es una herramienta valiosa para examinar la
topografia y estructura superficial de los derivados del grafeno. Esta técnica de

microscopia resulta Gtil para observar la morfologia, el tamafio de particula y sus
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cambios en los derivados del grafeno antes y después de procesos de sintesis, como
la exfoliacién o la funcionalizacién (Pérez et al., 2022). De igual manera, el SEM se
utiliza para ver las comunidades microbianas y su comportamiento al variar las
condiciones Optimas de las mismas causadas por la adicion de OGR o algun otro
derivado del grafeno. Esta técnica es muy Uutil para observar las estructuras
extracelulares de polisacaridos de los microorganismos y las consecuencias de la
transferencia de electrones entre especies (Muratgobanoglu et al., 2021). De ante
mano, se pueden observar derivados del carbono tal como el biochar que puede ser

empleado como material de soporte y Zeolita (Konig et al., 2022).

1.11.2 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

El TEM utiliza haces de electrones en lugar de luz visible para visualizar estructuras a
una escala extremadamente pequenfia, incluso a nivel atdbmico. Proporciona imagenes
detalladas de estructuras internas de células, materiales a escala atomica y otros
objetos microscopicos, lo que permite un mejor entendimiento y analisis a nivel
submicroscépico por lo que es muy util para observar la morfologia, tamafio, forma y

estructura cristalina de los derivados del grafeno.

Entre las aplicaciones que se le ha dado es el andlisis de microorganismos y su
comportamiento cuando se le adiciona nanomateriales derivados de carbono, tal como
es el uso de nanotubos de carbono con multiples paredes y carbono 60 (Ceo) (Hao et
al., 2019). Ademas, el TEM se aplica para observar la morfologia de Puntos cuanticos
de grafeno (Ying et al., 2016), nanoplaquetas de grafeno, entre otros nanomateriales

de carbono (Pérez et al., 2022
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

La metodologia llevada a cabo en este proyecto se muestra en la Figura 2.1, la cual
consistio en seis etapas principales.

Obtencién y sintesis de I e FTIR '
nanoplaquetas y puntos - - - - » e SEM 1
cuanticos de grafeno. 1 :

Evaluaciéon de .
fibras por: SEM :4 -——
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1 Fijacion de los
_____ nanomateriales al
material de soporte

S | T

1
; i \ 1 Caracterizacion de la :
1 g/lonlttorzo de ! Generacion de ' biopelicula. !
: ini)?:ilzziéz R) [ biopelicula F------ ’: + Sélidos Totales I
! ' anaerobia i+ Sélidos Volatiles '
------- F------! | * SEM !
1 e e e
1
1
X 4
________ )
1 . pH : Montaje de pruebas |
1 .
!+ Sdlidos Totales X de potencial | Evaluacién del |
1« Sélidos Volatiles 1 bioquimico de ' potencial !
l. DQO, ' metano. ! bioquimicode 1
1
1
|+ DQO, | L e
L e A
S v

. Monitoreo de las eficiencias

! de remocion a través de
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bioquimico de metano.

A\ 4

Evaluacién del potencial de
produccion de biogas y
contenido de metano.

Figura 2.1. Diagrama de la metodologia experimental.
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2.1 Obtencidny sintesis de nanoplaquetas y puntos cuanticos de grafeno.

Para la sintesis de puntos cuanticos y NPsG, se empleé como material precursor polvo
de grafito de grado técnico (GGT) de marca REACTIVOS QUIMICA MEYER, MEX.

2.1.1 Obtencion de nanoplaquetas de grafeno

Para la obtencién de NPsG se llevdé a cabo por método fisico el cual consistié en
explosion de vapor y exfoliacion ultrasonica, por lo que para realizacion de esta sintesis
se empled agua destilada sin ningun tipo de agente quimico. El proceso para la
obtencion de nanoplaquetas se puede resumir en la Figura 2.2 que se muestra a

continuacion.

Grafito en Etapa de exfoliacion

[

!

polvo |

Método {
fisico Grafito explotado

]

X ]
ultrasonica |
)

con vapor

___________

Grafito exfoliado y
explotado con vapor

(NPGs)

Figura 2.2 Etapas para la obtencién de NPsG.

El proceso para la obtencion de nanoplaguetas de grafeno consta de dos etapas

principales las cuales consisten en:

Etapa 1. Explosién por vapor del grafito en polvo (Gp)

Se empled un dispositivo de explosion de vapor, como se muestra en la Figura 2.3a.
En este equipo, se introdujeron de manera precisa 500 g de Gp y 4000 mL de agua
destilada. Luego, se llevd a cabo un monitoreo constante de las condiciones
operativas. Estas condiciones para la explosion mediante vapor incluyeron una

temperatura de 170 °C y una presion de 130 PSI. La explosion se prolongo durante 45
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minutos. Posteriormente, se despresurizé el equipo y se decantd la mezcla para
eliminar el exceso de agua. Después, el sdlido resultante de la explosion se secé a 70
°C. En conclusion, el polvo seco obtenido al final del proceso es grafito explotado con
vapor (GECV).

Etapa 2. Exfoliacion ultrasénica del GECV

El grafito explotado con vapor obtenido en la etapa 1 se sometié a un proceso de
exfoliacion. Se emplearon 500 mg de este material, que se mezclaron con 50 ml de
agua destilada. Para llevar a cabo la exfoliacién de la mezcla, se utiliz6 una punta
ultrasonica con las siguientes especificaciones (Procesador ultrasénico CP750) con
una potencia de 750 W, una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 50 %, durante un
periodo de 80 minutos. Posteriormente, la dispersion resultante se seco a 70 °C para
obtener grafito exfoliado y explotado con vapor, también conocido como NPsG (Figura
2.3b).
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Figura 2.3. a) Equipo de explosion de vapor para la obtencién de

NPsG. b) Nanoplaquetas de grafeno obtenidas.

37



Materiales y métodos

2.1.2 Obtencidon de puntos cuéanticos de grafeno

Para la obtencion de los puntos cuanticos de grafeno se realiz6 mediante la
metodologia reportada por Rajender et al., (2017); De la Luz-Asuncion et al., (2020).
Dicha metodologia parte del grafito de grado técnico, se oxida para tener 6xido de
grafito y después se sbnica hasta llegar al 6xido de grafeno para que posteriormente
mediante una reaccién quimica se obtengan puntos cuanticos de grafeno, asi como se

muestra en la Figura 2.4.

[ hY
Grafito |
en o I Reaccion a 200 |
polvo I' oC en autoclave !
Método l |
Quimico Exfoliacion
ultrasonica
e ~
¢ 1
I Oxidacién | .
| degrafite | Puntos cudnticos
o i g , de grafeno (PCG)
A — —

Figura 2.4. Proceso para la obtencion de puntos cuanticos de grafeno.

A continuacion, se explica la metodologia que se siguid para oxidar el grafito que sirve
como paso inicial para la obtencién de 6xido de grafeno, mismo que posteriormente se
utilizé mediante una reaccién endotérmica y adicion de ciertos reactivos quimicos para

la obtencion de los puntos cuanticos de grafeno.

Etapa 1. Oxidacion de grafito de grado técnico (GGT)

Para producir grafito oxidado, se siguié el procedimiento modificado de Hummers
basado en la metodologia descrita por De la Luz-Asuncion et al., 2020. Se comenzo6
colocando 46 mL de &cido sulfarico (H2SOs, 99 % Meyer) en un vaso precipitado. A
continuacion, el acido sulfurico fue enfriado a 0 °C en un bafio de hielo como se ilustra
en la Figura 2.5 a. Una vez que se alcanzd esta temperatura, se afiadieron 2.0 g de

GGT con agitacion constante. Después de agregar el GGT, se incorporaron 6.0 g de
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permanganato de potasio (KMnOas, 99 % Meyer), como se muestra en la Figura 2.5 b.
Seguidamente, la mezcla resultante se calent6é en un bafio de agua hasta alcanzar los
35 °C, manteniendo esta temperatura constante durante 2 horas con agitacion
magnética continua. Después, a la mezcla se le agreg6é 92 mL de agua destilada y se
agito durante 15 minutos hasta un cambio de color marrén oscuro. La temperatura de
la reaccion aumento rapidamente hasta llegar a 95 °C. Durante el proceso de la
sintesis del oxido de grafito (OG) se afiadid una solucion de 10 mL de peroxido de
Hidrogeno (H202, 30 %, Meyer) en 270 mL de agua destilada, es decir 280 mL de la
solucion y se agité durante 10 minutos. Finalmente se agregan otros 280 ml de una
solucion que consiste en 10 mL de acido clorhidrico HCL, 37 %, Meyer) y 270 mL de
agua, esta ultima solucion tiene como objetivo eliminar el exceso de sal de manganeso.
La solucion o mezcla obtenida quimicos se centrifugo (ver Figura 2.5c) en una
centrifuga marca HERMLEZ y el precipitado de OG se lavd con agua destilada para
eliminar las sales residuales y los acidos hasta alcanzar un pH neutro. EI OG obtenido
se secO en una estufa a 60°C durante 24 horas, posteriormente se almaceno para su
uso. Los reactivos usados se muestran en la Figura 2.6 a y el 6xido de grafito en la
Figura 2.6 b.

Figura 2.5. Proceso de oxidacion de grafito. a) Mezcla de H.SO, y grafito; b.

Incorporacion de KMnQOy; ¢) Centrifugado y lavado de grafito oxidado.
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Figura 2.6. a) Reactivos quimicos utilizados en la oxidacion del grafito. b)

Oxido de grafito obtenido.

Etapa 2. Obtencion de Oxido de grafeno (OG)

En esta etapa se utiliza el OG de la etapa anterior, se disperso6 en agua (10 mg/mL) y
se exfolio por ultrasonido utilizando un bafio de limpieza por ultrasonidos (VEVOR JPS-
A, 40 KHz) durante 3 horas, para obtener el 6xido de grafeno (OG). Posteriormente el

OG se seco en la estufa marca Riossa durante 24 h a 60 °C.

Etapa 3. Obtencion de puntos cuanticos de grafeno

Se tomaron 100 mg de éxido de grafeno obtenido de la etapa anterior y se mezcl6 con
12 mL de N, N-Dimetilformamida (DMF). Posteriormente, la solucion se sonico en bafio
de ultrasonidos por 15 min de manera inmediata se agrego la mezcla a una autoclave
(100 mL de acero inoxidable revestido de teflon) cuyas partes se muestran en la Figura
2.7a, el auto clave se calent6 en una mufla de marca Barnstead/Thermolyne modelo
Furnace 1300 a 200 °C y se mantuvo a temperatura constante por 8 h (Figura 2.7b).
Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucién se filtré en un embudo Buchner y se
lavé con agua destilada hasta obtener un pH neutro. El sélido se seco durante 4 ha 65
°C. El polvo obtenido corresponde a los puntos cuanticos de grafeno, asi como se

muestra en la Figura 2.7 c.
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Figura 2.7. a) Autoclave de acero inoxidabe. b) Mufla de marca Barnstead/Thermolyne. c)

Puntos cuénticos de grafeno.

2.2 Obtencidn de RSO y caracterizacion de sustrato

Los Residuos Sdlidos Urbanos (RSU) se obtuvieron del mercado “Emiliano Zapata”
ubicado en la ciudad de Orizaba Ver. (Figura 2.8a), estos residuos estuvieron
compuestos principalmente de frutas y verduras. De manera manual, los residuos de
frutas y verduras se separaron por especie, asi como se muestra en la Figura 2.8b.
Asi mismo, se acondicioné el sustrato mediante molienda vy filtracion, obteniendo el

sustrato (fraccion liquida) que se empleo para el desarrollo de esta investigacion.

Figura 2.8. a) Mercado Zapata de la Ciudad de Orizaba, Ver. b) Recoleccién y

acondicionamiento de los residuos soélidos.

El sustrato se caracterizé mediante determinaciones fisicoquimicas como pH, DQOr,
DQOs, ST y STV, que se llevaron a cabo en el laboratorio de ingenieria ambiental 1
(LAL).
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2.3 Obtencion de in6culo

El inéculo empleado para la fase de la generacion de la biopelicula se obtuvo de un
reactor estabilizado en fase de hidrolisis anaerobia que esta ubicado en la planta piloto
de aprovechamiento de Residuos Solidos, en las instalaciones del TecNM / Instituto

Tecnoldgico de Orizaba (Ordufia-Gaytén et al., 2021).

2.4 Determinaciones fisicoquimicas

e Potencial de Hidrogeno (pH)

El principio basico de la del pH es la determinacién de la actividad de los iones
hidrégeno por medicién potenciométrica usando un electrodo de hidrégeno estandar y
un electrodo de referencia. Es por eso que se determindé el pH con método
potenciométrico 4500 H* B Standard Methods empleando un potenciometro OAKTON
Ph 700.

e Determinacion de DQOtTy DQOs

Para determinar DQOr, se acondicioné la muestra previamente con diluciones
respectivas y se empled K>Cr.O7 en medio acido (H2SO4) como agente oxidante, en
presencia de Ag>SO4y HgSO4 como catalizadores. El proceso para digestion se llevo
a cabo durante 120 min, con una temperatura de 150 °C en una placa digestora marca
HACH.

Con respecto a DQOs, Se tomo una porcion de muestra y se coloco en una centrifuga
marca HERMLE Z383 a 3500 rpm durante 5 minutos, se tomd el sobrenadante y se
realizaron las diluciones respectivas del sobrenadante. Las concentraciones de DQO+r
y DQOs se analizaron en un fotdmetro CHEMetrics A-7325.

b (5= &
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L = lectura registrada en el fotometro CHEMetrics A-7325

Fd = Factor de dilucién de la muestra

Estas determinaciones se efectuaron mediante el método colorimétrico 5220 D
Standard Methods donde se calculé el porcentaje de remocion como lo marca la

siguiente ecuacién

. DQO ~DQOgaii
% Remocién DQO = 2Xentrada=D0salida , 1)) 2.2
DQOentrada

e Determinacion de STy STV

Se determinaron Solidos Totales (ST) y Sélidos Totales Volatiles (STV) por el método
gravimétrico 2540 G Standar Methods de acuerdo a la Norma NMX-AA-034-SCFI-
2001, los porcentajes de remocién de ST y STV se calcularan con las siguientes

ecuaciones:

, ST —STqui
% Remocion ST = 2-entrada™> salida , 1 2.3

STentrada

. STV —STVeu;
% Remocién STV = e‘;t;;da salida
entrada

* 100 2.4

El proceso consistié en secados mediante la estufa RIOSSA. Para ST, se tomaron 2
mL de muestra y se colocaron en crisoles a peso constante y se sometieron a una
temperatura de 105 °C durante 24 horas. Para los SV, los crisoles con muestra de los
ST se calcinaron en una mufla MARLA con temperatura de 550 °C en un tiempo de 2
horas. Los crisoles con muestra de cada determinacion se pesaron en una balanza

digital Ohaus Adventurer.
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2.5 Fijacion de los nanomateriales al material de soporte

Se utilizaron fibras de nailon poliéster con dimensiones de 1x1x5 cm (Figura 2.9 a), se
secaron previamente con la finalidad de eliminar la humedad presente en ellas, la
temperatura de secado fue de 65 °C por 24 horas. Posteriormente se pesaron 30 mg
de puntos cuanticos de grafeno y se disolvieron en 100 mL en agua destilada en un
vial de vidrio de 35 mly se sonic6 en un bafio de ultrasonidos (VEVOR JPS-A, 40 KHz)
por 30 min, esta metodologia se aplicé tanto para 50 mg y 100 mg. A continuacion, se
sumergieron las fibras en los viales con las diferentes concentraciones de nanomaterial
y se sonicaron utilizando un bafio de ultrasonido para una mejor dispersién del
nanomaterial en la fibra. Finalmente se secaron a 65 °C por 24 horas y se pesaron
(ver Figura 2.10) El procedimiento anterior para fijar el nanomaterial se llevé a cabo

tanto para puntos cuanticos de grafeno como para nanoplaquetas de grafeno.

Figura 2.9 a) Fibra de nailon. b) Vial de vidrio con capacidad de 35 mL.

Figura 2.10. Fijaciéon de nanomaterial en las fibras. a) inmersion de la fibra en viales para

la sonicacion. b) Sonicacion para la dispersién del material y c) Pesaje de fibras secas.
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Se utilizé un soporte de acero inoxidable de dimensiones 6.5 cm de largo, 6.5 cm de
profundidad, 13.5 cm de altura y didmetro de 0.5 cm, dicho soporte se aprecia en la

Figura 2.11 a.

En la Figura 2.11 b. se puede ver el soporte en el cual colocaron las fibras
impregnadas, se emple6 alambre de acero inoxidable calibre 12 para fijar la fibra al

soporte. El registro de las fibras se muestra en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Registro de fibras con nanomaterial impregnado

Nanomaterial NUmero de fibras Concentracion Color

NPsG 0.3 mg/mL Verde
NPsG 0.5 mg/mL Verde
NPsG 1 mg/mL Verde
PCG 0.3 mg/mL Rojo
PCG 0.5 mg/mL Rojo
PCG 1 mg/mL Rojo
Ninguno (Blanco) 0 mg/mL Blanco

J PABADMDMDIMLAN

13.5cm

(,’c

f//»~/

Figura 2.11. a) Dimensiones del soporte. b) Fibras con el material grafénico en el material de

soporte

2.6 Acondicionamiento de RI

Se utilizé un reactor de vidriocon V;, =2.0L,V, =1.5L, D=13cm, H=29.4cm, H; =
15.5cm y con 3 boquillas esmeriladas de D, = 3.3 cm, D; = 2.1 cm,H, = 3.2 cm asi

como se muestra en la Figura 2.12 a. El reactor utilizado se denominé Reactor de
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inoculacion (RI) debido a que en esta fase se buscd colonizar (generacion de

biopelicula anaerobia) las fibras impregnadas con nanomaterial grafénico.

El sistema del RI consisti6 en tres partes fundamentales, las cuales comprenden de la
bomba de alimentacion, el sistema anaerobio y el sistema de captura de biogas. Se
empled una bomba peristéltica marca K KAMOER con un motor de 12V y potencia de
12W, un sistema de captura de biogas mediante desplazamiento de agua invertido, es
importante mencionar que el agua debe estar previamente acidificada para evitar que
el CO2 contenido en el biogas se disuelva en el agua. El pH con el que se trabajo fue
de 5.5 (Rosas-Mendoza et al., 2018). En la Figura 2.12 b. se aprecia las vias de

entradas y salidas del efluente y biogas que presento el reactor.

Salida de biogas

3.3cm - '
;1 cm > S o
a) 3 e Entrada de Sustrato/ w salida de efluente b)
52

= 44— Camara para
0.
33cm 4.0em
0.3 cm

Soporte de <—— Camara
acero

155em

17.0cm ‘
\/ ----- o Ny l ' |
] - h

Lﬁ.ﬂ ch Bombade R Sistema para

. .z — 2 .z
alimentacién y captacion de biogas

13.0cm

Figura 2.12. a) Medidas del RI. b) Sistema de reactor anaerobio para la generacion de la

biopelicula en los soportes de nailon.

e Calculo parala concentracion

Se realizé el calculo de la carga organica con la finalidad de ajustar la alimentacion

ingresada al RI. El calculo empleado se realizé de acuerdo a la siguiente ecuacion

C1V1 = C2V2 25
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C,= Concentracion para ajustar
;= Volumen de la alimentacion
C,= Concentracion total del sustrato

V,= Volumen final (Volumen de sustrato)

2.7 Etapas, monitoreo y modo de operacion del RI

Las condiciones de operacidon que se llevaron a cabo en el Rl son similares a las de

la metodologia descrita por Rosas-Mendoza et al., 2018; Ordufia-Gaytan et al., 2021

2.7.1 Etapa 1l de monitoreo

La primera etapa consistio en la estabilizacion del proceso anaerobio que tuvo
duracion de 54 dias en el que se opero bajo las condiciones descritas en la tabla 2.2

gue se muestra a continuacion:

Tabla 2.2. Condiciones de operacion para la etapa 1

Variable Valor Unidades

DQOT,entrada 5 g/L

Volumen (atil 1.5 L

Inéculo 100 mL

Volumen de alimentacién 700 mL

Volumen de salida (efluente) 700 mL
pH 65+1 -

Recirculacién 30 Minutos
Tiempo de Residencia Hidraulico 24 Horas

Temperatura de operacion 36 +1 °C

En esta etapa se alimento inicialmente con 1400 mL de sustrato (5 gDQO/L) y 100 mL
in6culo previamente caracterizado, se neutralizé la alimentacion a un pH de 7.5 +1
con NaOH 3M, esto con la finalidad de favorecer la digestion y degradacion del sustrato
por parte de los microorganismos hidroliticos, arqueas y metanogénicos. El tiempo de

residencia hidraulico (TRH) fue de 24 h, por lo que cada alimentacién después de la
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primera consistio en retirar 700 mL de efluente e ingresar 700 mL de FL de frutas y

verduras con una concentracion de 5 gDQO/L previamente acondicionado.

El contenido del RI se recircul6 después de cada alimentacién, con un flujo de
recirculacion de 40 mL/min en un periodo total de 30 min dividido en 3 etapas al dia.
Se trabajé a una temperatura de 36 + 1 °C (Alvarado-Lassman et al., 2010; Ordufia-
Gaytan et al., 2021; Rosas-Mendoza et al., 2018). EI modo de trabajo se ilustra en la
Figura 2.13. Se llevd a cabo un analisis de las caracteristicas fisicoquimicas del
efluente del reactor, es decir, pH, ST, STV, DQO~, DQOs.

Figura 2.13. Alimentacion en modo Bach del RI.

2.7.2 Etapa 2 de monitoreo

Durante la segunda etapa de operacion para la generacion de biopelicula en las fibras
se retir0 la biomasa generada en la primera etapa bajo condiciones anaerobias de
modo que no se altere la composicidn microbiana de la biomasa. Una vez retirada la
biomasa se cuantifico la cantidad de la misma y se reincorporé la mitad de biomasa,
esto con la finalidad de coadyuvar a la biopelicula generada en las fibras de nailon a
degradar el sustrato y producir biogas por si mismas. La biomasa que se retiré se

caracterizé mediante analisis fisicoquimico.
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Tabla 2.3. Condiciones de operacion para la etapa 2.

Variable Valor Unidades

DQOT,entrada 5 g/L

Volumen atil 15 L

In6culo 69.5 mL

Volumen de alimentacién 715.25 mL

Volumen de salida (efluente) 715.25 mL
pH 65+1 -

Recirculacién 30 Minutos
Tiempo de Residencia Hidraulico 24 Horas

Temperatura de operacion 36 +1 °C

El periodo de operacién de la segunda etapa durd aproximadamente 09 dias bajo las

siguientes condiciones de operacion descritas en la tabla 2.3.

Es importante destacar que no se empled la misma proporcién de indculo, debido que
la biomasa incorporada fue la mitad de la generada en su totalidad. Se recalcul6 la
cantidad de alimentacion y se utilizé la misma metodologia de monitoreo y modo de

operacion de la etapa 1.

2.7.3 Etapa 3 de monitoreo

En condiciones anaerobias se retird la totalidad de la biomasa generada durante los
dias de operacién de la etapa 2, y se le realizé un andlisis fisicoquimico a la biomasa

que se retiro.

Una vez retirada la biomasa con el efluente, se incorporo dentro del RI 1500 mL de FL
de frutas y verduras, esto con la finalidad de cubrir el volumen util de RI. Se realizo el
procedimiento mencionado anteriormente para que la biopelicula que estaba presente
en las fibras de nailon poliéster degrade por si misma la materia organica presente en

el sustrato.
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Tabla 2.4. Condiciones de operacién para la etapa 3.

Variable Valor Unidades
DQOT,entrada 5 g/L
Volumen (til 1.5 L
In6culo 0 mL
Volumen de alimentacion 750 mL
Volumen de salida (efluente) 750 mL
pH 75+1
Recirculacion 30 Minutos
Tiempo de Residencia Hidraulico 24 Horas

Temperatura de operacion 36 +1 °C

Las condiciones de operacion mostradas en la tabla 2.4 no variaron con respecto a las
etapas anteriores, sin embargo, se tomd en cuenta que la estabilizacion juega un papel
crucial en esta etapa, por lo que se trabajo con variaciones de pH. Por ultimo, se llevd

a cabo un analisis de las caracteristicas fisicoquimicas del efluente del reactor.

2.8 Pruebas de potencial bioguimico de metano (PBM).

Se realizé un montaje de bioreactores de vidrio por triplicado basandose en lo descrito
por Holliger et al., 2016. Los bioreactores tenian capacidad de V;, = 120 mL y un V,, =
75 mL para la parte de la digestion anaerobia. Se empled como sustrato la FL de frutas
y verduras, y dentro del mismo sistema se introdujo la matriz polimérica en presencia
de biopelicula anaerobia formada en la etapa de inoculacion, cada uno con su
respectiva cantidad de material grafénico impregnado y su prueba por triplicado,
ademas, realiz6 un blanco, es decir, una fibra con biopelicula anaerobia sin
nanomaterial, asi como se ilustra en la Figura 2.14. La finalidad de estas pruebas es
ver y monitorear el potencial de las fibras con biopelicula anaerobia en presencia de

materiales grafénicos para producir biogas.

50



Materiales y métodos

Pruebas de potencial bioquimico de metano

Vol. Total 120 mL
Vol. Total 120 mL Vol. Total 120 mL

A A
( \ I \
| | | |

biopelicula

N P
= -~ = —
Espacio de —_—" )
=— cabezal. Vol. SO0 €6 Espacio de
= cabezal. Vol. L cabezal. Vol
45mL L Vol.
A 45ml
FLde frutasy ‘ Fibrasin FLde frutasy { Fibra con FL de frutas y { &
~— nanomaterial + verduras — _— . 1l ibra con
Vool biopelicula Vol. 75mL \ WO yerduras —— nanomaterial +

verduras —‘

biopelicula Vol. 75mL \

Blanco

Replicas: 3 3 Concentraciones (30, 50, 100)
Replicas: 3

Nanoplaquetas de grafeno Puntos cuanticos de grafeno

3 Concentraciones (30, 50, 100)
Replicas: 3

Figura 2.14 Condiciones de las pruebas de potencial bioquimico de metano

2.8.1 Condiciones de las Pruebas de potencial bioquimico de metano

Se realiz6 un ajuste de pH, debido a que el sustrato utilizado presentd un pH acido. La
finalidad de ajustar el pH es garantizar la actividad metabodlica de las Arqueas

metanogénicas (Agdag y Sponza., 2007).

El sistema anaerobio de cada biorreactor se purg6 con un gas inerte ((Strénberg et al.,
2014), se utilizd Nitrogeno marca Praxair México S. de R.L. de C.V., para purgar y
dejar en optimas condiciones anaerobias el sistema durante un periodo de barrido de
3 minutos. Los biorreactores se incubaron a una temperatura de 36 °C hasta que la
produccion diaria de metano durante tres dias consecutivos fue <1% del volumen
acumulado, los biorreactores se agitaron de diariamente de manera manual en un

periodo de 60 segundos (Cardenas-Cleves et al., 2016).

Se llevo a cabo la medicion periodica del biogas generado hasta que se observé el
agotamiento del biogas. Se utilizaron jeringas de 3 a 60 mL para las mediciones y

tomas de muestra para la cuantificacion de biometano.
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2.8.2 Cuantificacion de metano

Para la cuantificacién de biometano se utilizé una trampa de medio alcalino, hidréxido
de sodio 3M con un pH de 12.23, esto con la finalidad de capturar el CO. presente en
el biogas y contabilizar el metano presente en cada prueba (Stronberg et al., 2014),
posteriormente, por desplazamiento, el biometano se contabiliz6 mediante una jeringa
graduada de 3 mL. Se empled esta concentracion debido a que en comparacion a
concentraciones de 1M, 2M y 3M, la que tiene mejor rendimiento con respecto a la
retencion de CO: es la solucidbn de mayor concentracion (Maile et al., 2017). Las

mediciones se realizaron a condiciones de 36°C, y presion atmosférica de 1013 Kpa.

Las reacciones que se dan cuando se mezcla el biogas con el medio alcalino se

describen a continuacion

H,0 + CO, —» H,CO; 2.6
H,CO; + 2NaOH — Na,COs + H,0 2.7
CO, + 2NaOH — Na,COs + H,0 2.8

Como producto final se obtiene agua (H,0) con una precipitacién de Carbonato de

calcio en el medio (Na,C03) (Aquino et al., 2007).

De igual manera, se llevo a cabo un monitoreo y toma de muestra para pH, ST, STV,
DQOr, DQOs, siguiendo el esquema que describe Angelidaki et al., 2004, para tomar

una muestra de las PBM.

2.9 Estandarizacién del biogéas de las PBM

Se realizé la estandarizacion del biogas partiendo de los calculos que se muestran a

continuacion (Brisefio-Arsiniega., 2017; Hafner et al., 2020)

F = (p—pH,0)*To

= 2.9
(T4as+273.15)%Py
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T, = 273.15 K (Temperatura estandar)

t = Temperatura del gas °C

P, = 1013.25 mbar (Presién estandar)

p = Presion del aire (Presion registrada diario en mbar)

PH,0 = Pvap = Presion de vapor de agua en mbar

Partiendo de la ecuacion 2.9, para obtener el valor de la presion de vapor de agua, se
usoé la ecuacion de Antoine para calcular la presion de vapor en sustancias puras
(Strénberg et al., 2014)

A— B
Pyap = 10 Tgas™C 2.10

A =8.1962
B =1730.63
C=39.724

Tgas = Temperatura del gas en K

Se sustituyd la ecuacion 2.10 en la ecuacién 2.9 para obtener un valor nUmero que
posteriormente se utilizé para calcular el volumen diario de biogas o bien, volumen

normalizado de biogas, tal como se muestra en la siguiente ecuacion

Vop = V, * F 2.11

Vop = Volumen de biogas normalizado en NmL
V, = Volumen diario de biogas (mL)

Posteriormente, después de haber calculado el volumen estandarizado de biogas, lo
gue se realizo fue calcular la cantidad de metano en la prueba de potencial bioquimico

de metano. Se empled la siguiente ecuacion
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CpcH
CH4p = Vop — 2.12
CpcH,*CpcO,

CH,, = Cantidad de metano en la prueba en NL
Vop = Cantidad de gas en prueba en NL

Cpcu, = Medicion de la concentracion de CH, en el biogas de la prueba en %

Cpco, = Medicion de la concentracion de CO, en el biogas de la prueba en %

2.10 Célculo del potencial bioquimico de metano

De acuerdo con la metodologia seguida, se empled la ecuacién de Buswell (Ecuacion
2.13) que toma en cuenta la composicion elemental del sustrato para calcular el
Potencial bioquimico de metano tedrico (Casallas-Ojeda et al., 2020). Las proteinas y

amoniaco se consideran en la ecuacion de Boyles, ecuacion 2.14 (Nielfa et al., 2015).

a b 3c d n a b 3c d
CaHaOpNeSa + (n = § =3+ 5+ 5) Ho0 — (G4 5= =T+ ) Ol +
(3-2+2+2+5)C0, + cNH; + dH,S 2.13
2 8 4 8 4
22.4(§+§—2—%—%)*1000

PBMTeérico (mL CH4g_1SV_1) = 2.14

12n+a+16b+14c+32d

n = Numero de moles de carbono

a = Numero de moles de hidrégeno

b = Numero de moles de oxigeno

¢ = Numero de moles de nitrégeno

d = Numero de moles de azufre

22.4 = Volumen (L)ocupado por un gas ideal a 273Ky 1 atm

1000: Factor de conversion (L a mL)

54



Materiales y métodos

12,1,16,14,32: Peso molecular del C,N, O, N, S (Cardenas-Cleves et al., 2016)

El potencial bioquimico de metano también se calculd con base a la concentracion de
DQO del sustrato, utilizando la ecuacion 2.15 que se muestra a continuacion (Yasim
et al., 2023)

ncy RT
PBMregriconqo = pg45V 2.15

B DQO
fichs = g4 (g/mol)

R = Constante de los gases (R =0.082 & L)

mol K
T = Temperatura de la botella de gas (308 K)
p = Presion atmosferica (1 atm)
g SV = Gramos de sélidos volatiles del sustrato utilizado

ncy, = Cantidad molar de metano (mol)

Cabe mencionar que también se calculd la biodegradabilidad experimental (BDy,,) de
las pruebas de potencial quimico de metano y el error relativo, para la BDey,, se utilizo

la ecuacion descrita por Nielfa et al., 2015, en donde se emple6 la DQO para realizar

el célculo.

(DQOo-DQOY)

)* 100 2.16
DQO,

BDexpDQO (%) = (

En donde DQO, es la DQO inicial de las PBM y DQOy es la DQO que se tiene al final
de la PBM.

error = lJBMExperimental_pBMTeérico 217

l:’BMExperimental
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Para el calculo del potencial bioquimico de metano experimental se utilizo la siguiente

formula

Ver,
PBMExperimental = g sV 2.18

Ven, = Volumen de total de biometano producido

g SV = Gramos de sélidos volatiles del sustrato utilizado

El indice de biodegradabilidad (IB) se empled para saber la eficiencia del
proceso llevado a cabo, por lo que para calcularlo se empled la siguiente

ecuacion

IB (%) = —pprrermenial . 100 2.19

2.11 Materia volétil adherida (MVA)

Al final de las pruebas de potencial se determind la cantidad de biomasa presente en
cada una de las fibras mediante la técnica gravimétrica de sélidos volatiles. Se tomé
una fibra con biomasa correspondiente a cada concentracion y se deposité en un
frasco de 100 mL de capacidad con 50 mL de agua destilada, una vez cubierta la fibra
de agua destilada, se agit6 el contenido y se tomo 3 gramos de muestra que se sometid
a un secado previo de 105 °C y posteriormente se calciné a 550°C en la mufla. Este
proceso se repitid tres veces para cada una de las fibras colonizada con sus

respectivas concentraciones de nanomaterial.
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2.12 Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor con un intervalo de
confianza de 95 % (a = 0.05) a la impregnacion de las fibras con nanomaterial adherido
después del tratamiento de sonicacién y para las PBM, para ello se empled la
herramienta estadistica SigmaPlot 15.0. Por otra parte, se realizé una modelacion
estadistica (Regresion polinomial) del comportamiento de la degradabilidad en la etapa
de inoculacién mediante el monitoreo de DQO+, STV y SV, con el lenguaje de
programacion de Python mediante el programa Spider 5.0.
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CAPITULO 3
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1Rendimiento de los nanomateriales

Se puede ver en la Tabla 3.1 que hubo una reduccion de peso del material obtenido
con respecto al material precursor, esto se debe a la purificacion con solucion acuosa
de agua destilada, pues al filtrar la solucién que tenia PCG, estos se quedaron
adheridos en el poro del embudo. El lavado tiene la finalidad de remover el exceso de
acido y algunos iones salinos en la solucion acuosa de DMF y PCG. Se sabe que para
los puntos cuanticos de grafeno se tiene un rendimiento que oscila de 70 + 5% en
rendimiento, por lo que lo que se obtuvo en este trabajo esta dentro de ese valor
tedrico, pues la perdida de material se debe a los lavados. Shin et al. (2014), obtuvieron
un rendimiento de 68.5% de PCG empleando microondas bajas de irradiacion para la
obtencion del material deseado, de igual manera Abbas et al. (2020) obtuvieron
rendimientos de 5-84.5%, sin embargo, utilizaron microondas con potencia de 500 y
900 W, en tiempos prolongados para obtener rendimientos altos, por lo que genera un
gasto energético y costos mayores con respecto a este trabajo.

Por otra parte, el rendimiento obtenido de las NPsG fue aceptable, pues al ser un
material que no paso por un proceso de purificacién, el rendimiento es mas alto. La
pérdida de material se debe a que el material se quedo6 adherido en el recipiente en el
que se realizé la explotacion con vapor y la exfoliacién con ultrasonido. En la tabla 3.1
se muestra el rendimiento alcanzado en el presente trabajo, dicho rendimiento es alto
comparado con algunos autores, por ejemplo, Amiri et al., (2017), obtuvieron
rendimientos de 61%, 30%, 14% en sus diferentes procesos de obtencién al utilizar
como material precursor al grafito de grado pristino y distintos solventes como etanol,
metanol, éter etilico, acetona y alcohol isopropilico. Si bien tuvieron buenos
rendimientos, no se compara con lo que se obtuvo en el presente trabajo. La
metodologia empleada en este trabajo se baso en la que utilizé Pérez-Ramirez et al.,
(2022), sin embargo, ellos obtuvieron rendimientos del 80% con respecto a la

produccion de NPsG empleando grafito comercial.
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Tabla 3.1 Rendimientos de los diferentes nanomateriales obtenidos

Material Peso (g) Material Peso (g) %Rendimiento
precursor obtenido

Grafito 200 NPsG 181 g 90.5
Oxido de 200 PCG 135.4 mg 67.7
Grafeno

3.2 Caracterizacion de los nanomateriales
3.2.1 Caracterizacion por FTIR

A continuacién, se muestra la caracterizacion mediante la técnica de espectroscopia

infrarroja (IR) en un espectrometro FT-IR Bruker Vector 33 (cm™).

Absorbancia (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'l)

Figura 3.1 Espectroscopia infrarroja por transforma de Fourier para nanoplaquetas de

grafeno (NPsG), grafito explotado (GE) y grafito en polvo (GP).

En la Figura 3.1 se puede observar los resultados que se obtuvieron de la
caracterizacion y los grupos funcionales presentes en las nanoplaquetas de grafeno,
asi como el grafeno explotado con vapor y el grafito en polvo. El espectro NPsG

muestra la presencia de dos bandas alrededor de 905 cm de C-O y 968 cm™ de grupo
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C-O-C pertenecientes al grupo epoxi. Esto indicé que en la generacion de grupos
oxigenados no hay influencia de la presion, tiempo de explosion y temperatura durante
la etapa de explosion del vapor, considerando al GP como material de partida. Los
enlaces de cada lectura mostro que los grupos funcionales presentan vibraciones en

sus enlaces del tipo tension en C-O y C-O-C.

Por otro lado, en la regién de 2232 cm se ubicé el grupo C=C cuya caracteristica
principal es su hibridacién sp?, este grupo esta presente en las NPsG, sin embargo, la
banda no es tan pronunciada debido a que las vibraciones simétricas presentes en las
NPsG cambiaron al romper determinados enlaces al momento de exfoliar el grafito
explotado. De igual manera, se observa que las bandas de los tres componentes son
muy similares, esto se debe a que no se alterd la composicion elemental del grafeno
gue compone cada estructura del material porque no se agregaron o aparecieron
grupos funcionales debido a que la técnica o0 metodologia siguié un proceso fisico y no
quimico. Por ultimo, se ubico el grupo C-H en la region del espectro con un valor de
690 cm™ con una hibridacion del tipo sp® con un tipo de vibracién de deformacién

debido a la longitud de onda que interactia con este tipo de enlace.

Pérez-Ramirez et al., (2022), trabajaron bajo las mismas condiciones para la obtencion
de NPsG, por lo que sus resultados del espectro de NPsG con los grupos funcionales
de carbono son similares, pues obtuvieron bandas que oscilan alrededor de 903 cm™
son pertenecientes al grupo de C-O y 963 cm™ al grupo C-O-C o bien también conocido
como grupo epoxi, lo cual representa que en ambas metodologias se obtuvo

nanoplaquetas de grafeno.
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Absorbancia (u.a)
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Figura 3.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para puntos cuanticos de

grafeno, grafito en polvo y 6xido de grafeno

En la Figura 3.2 se presenta el espectro de los puntos cuénticos de grafeno (PCG), el
grafito en polvo (GP) y el 6xido de grafeno puro (OG). El espectro del OG presenta
bandas alrededor de 1716 cm™ y 1614 cm™ correspondiente al grupo C=0 por la
hibridacion sp? y la adicién de grupos oxigenados, ademas de presentar una banda en
la region de 1982 cm™ en el grupo C-O. Por otra parte, las bandas que presento el
espectro PCG fueron 1702 cm y 1606 cm™ correspondientes al grupo C=0 y para el
grupo de C-O la banda fue de 979 cm™ debido a la pérdida de los grupos oxigenados,
especialmente de los grupos hidroxilo por el tratamiento térmico con DMF al que se
somete el 6xido de grafeno al momento de formarse los PCG. También se presento
un pico en la regiéon de 2330 cm™ correspondiente al grupo C=C y un pico en 1545 cm-
! correspondiente al grupo C-N, esto debido a que se adhirieron grupos amino por
parte de la DMF en los bordes de los PCG, adicionando un grupo amino al conjunto

de grupos funcionales estructurales.

De la Luz-asuncion et al., (2020), reportaron longitudes de banda que oscilan en la

region del espectro IR de 1974 cm? y 904 cm? del grupo oxigenado C-O
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correspondiente al grafito. El espectro de 6xido de grafeno que reportaron se encontré
en la region de 1719 cm-! y 1620 cm? correspondiente a las vibraciones de
estiramiento por parte de los enlaces pertenecientes a los grupos carbonilos C=0.
Yuan et al., (2014), reportaron bandas de 1750 cm™* y 1627 cm™* del grupo C=0,
mientras que para el grupo C-N obtuvieron una lectura de 1571 cm para los puntos
cuanticos de carbono que obtuvieron por medio de DMF y perdxido de hidrogeno

mediante un método hidrotermal (Bottom-up).

3.2.1 Caracterizacion por UV-Vis

MNancplaguetas de grafeno (NPsG))

QD
N
L
O
~

Absorbancia (u.a)
'l
Absorbancia ua
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Figura 3.3. Espectro de absorcién UV-Vis de a) Grafito en polvo. b) NPsG, ¢) OG. d) PCG

El espectro UV-Vis correspondiente al grafito se muestra en la Figura 3.3 a. en la que
se puede observar un pico en la banda de absorbancia que oscila alrededor de 270
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nm debido a los enlaces que presentan los enlaces que conforman el grafito son del
tipo sp? y sp?, por lo que el pico de absorbancia se desplaza en zonas altas, teniendo
como resultado una transicion electronica antienlazante n —» n* de enlaces como C=0,
C-0. Khan et al., (2023), registraron un maximo de absorbancia de 254.86 nm ,
mientras que Senthil et al., (2017) registraron un pico ubicado en 275 nm. Existen
diferencias en las lecturas, sin embargo, son minimas, esto es debido a la pureza del

grafito empleado.

La caracterizacion por UV-Vis de las NPsG se muestra en la Figura 3.3 b. en donde se
puede observar un maximo en de longitud de onda en la region de 276 nm, lo que
indica que los enlaces de carbono son del tipo sp?. Si bien, no existe presencia de
grupos funcionales o grupos oxigenados en la composicion elemental de las NPsG,
existen enlaces del tipo C=C. La caracteristica principal de las NPsG es la cualidad de
poseer un gran numero de atomos de carbono en su estructura, lo que le confiere una
longitud de onda parecida a la del grafito (~275) y el grafeno (~270). Alawi et al.,
(2021), caracterizaron nanoplaguetas comerciales, obteniendo como resultado, una
longitud de onda en el espectro UV-Vis de aproximadamente 283 nm.

En la Figura 3.3 c. se aprecia el espectro UV-Vis correspondiente al Oxido de grafeno,
el cual fue sintetizado por el método de Hummers, dicho material presenta un pico en
banda de absorcién de 226 nm, el cual es caracteristico de este compuesto debido a
que indica la presencia de un croméforo de tipo sp? cuya transicion plasmoénica entre
sus orbitales es del tipo m — m*(no enlazante), esto se debe al enlazamiento de sus
unidades cromoforas que conforman enlaces dentro del grupo de carbonos que posee
el 6xido de grafeno, es decir, enlaces C=0, C-O y C=C. De igual manera, en el
espectro se puede apreciar la presencia de un hombro en la region de 300 nm
aproximadamente cuya transicion es del tipo n — *. Ortiz-Francisco, (2022), realiz6
la sintesis de OG empleando el método de Hummers, obteniendo una banda de
absorcion de 228 nm, lo cual indica que en ambos casos se obtuvo OG. De igual

manera Shahriary y Athawale, (2014), obtuvieron valores similares en las bandas que
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se mencionan en este trabajo, pues el pico de la transicion electrénica t — ©* se ubicé
en aproximadamente 237 y el hombro del espectro correspondiente a la transicion

electrénica n — n* fue de 300 aproximadamente.

Generalmente el OG posee dos bandas de adsorcion en la region visible, dichos
valores oscilan en regiones cercanas de 280 nm y 350 nm. Asi mismo, en la Figura 3.3
d. que corresponde al espectro UV-Vis de los PCG se puede observar una banda de
absorbancia prominente en la regién de 276 nm correspondiente a la transiciéon
electronica m — m*(no enlazante) que hace referencia a la hibridacion de los enlaces
del carbono de los PCG que son del tipo sp?, dichos enlaces que se forman en la unién
del carbono y grupos oxigenados son del tipo C=0. La segunda banda de absorbancia
gue se presenta en el espectro de UV-Vis se ubica en la region en donde la transicion
electronica es del tipo anti enlazante n — n*, con un valor de 355 nm. Los grupos
funcionales presentes en los bordes de los PCG son los que les dan propiedades
caracteristicas que propicia la adicién de croméforos en los enlaces de carbono, por lo
gue las bandas de absorbancia tienen valores altos.

Ahirwar et al., (2017), sintetizaron PCG a partir de laminas de grafito mediante
exfoliacién electroquimica en un medio alcalino, obteniendo como resultados de su
caracterizacion de UV-Vis un pico de banda en la region de 279 nm y el segundo en
370 nm. Aguilera-Huertas, (2020), realiz6 la sintesis de puntos cuanticos empleando
grafeno y mediante exfoliacién electroquimica obteniendo PCG, los resultados de su
estudio muestran una banda de absorbancia prominente en la region de 260 nm,
mientras que Ortiz-Francisco, (2022) obtuvo PCG mediante una sintesis hidrotérmica,
y al caracterizar por UV-Vis tuvo como resultado una banda de absorbancia ubicada
en la region de 275 nm (r —» n*) y 380 correspondiente a la segunda banda de

absorbancia n - m*.
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3.2.2 Caracterizacion por SEM

La caracterizacién del nanomaterial se llevé a cabo en colaboracion con el Instituto
Tecnolbégico de Querétaro, por lo que el modelo y la marca del equipo que dan
protegidos por dicha institucién. A continuacion, se presentan las nanoplaquetas vistas

desde el microscopio electronico de barrido con un aumento de 500x

Figura 3.4. a) SEM del material precursor (Gp). b) SEM
de NPsG. c) SEM de PCG

En la Figura 3.4 a. se observa la morfologia del grafito a un aumento de 30,000 x, el
cual consta de una serie de laminas de grafeno apiladas de manera que la agrupacion
de estas conforma un bloque solido, mientras que en la Figura 3.4 b. se muestran las
NPsG obtenidas por medio de explotacion con vapor y sonicacion, se puede ver que
las ldminas de grafeno que conforman su estructura son mas pequefias que las del
material precursor, ademas, de que la forma de las NPsG vistas desde SEM poseen
una estructura en forma de pétalos (Manoratne et al., 2017) es decir, las ldminas de

grafeno que son mas pequefias estan aglomeradas y son mas amorfas que llegan a
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poseer forma de dicha forma anteriormente mencionada. Por ultimo, en la Figura 3.4
c. se aprecian los PCG obtenidos después de la reaccion hidrotermal con
dimetilformida, los cuales se presentan en forma de laminas amorfas y en los bordes
de estas laminas se pude ver que son afilados en comparacion con el material

precursor que solo destaca la aglomeracién de las laminas de grafeno.

3.2.3 Caracterizacion por TEM

Los resultados del andlisis morfologico que se presentan en la Figura 3.5 a. muestran
una estructura cristalina de los PCG con bordes irregulares y caracteristicas amorfas.
En la Figura 3.5 b. se muestra la excelente dispersion de las nanoestructuras, las
cuales tienen la propiedad de ser cuasi-esféricas debido al confinamiento cuantico y
efectos de borde que estan presentes en el plano basal, asi como grupos oxigenados
en los bordes que ayudan a disminuir las arrugas y suavizar la superficie. Los
resultados obtenidos en este trabajo son similares a los que reporté Ying et al., (2016),
pues ellos obtuvieron PCG con caracteristicas similares, sin embargo, el proceso para
la obtencion de este material en su trabajo conlleva a procesos prolongados y el uso
considerable de agentes quimicos mientras que De la Luz-asuncion et al., (2020),
reportaron PCG con un tamafo promedio de 24 nm, por lo que se asume que en esta

investigacion se obtuvieron PCG con un tamafo similar debido a la metodologia

seguida.
a) b [ % -
-
&
& og”
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Figura 3.5. a) Morfologia cristalina de los PCG. b) Dispersién de los PCG visto desde TEM
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3.3 Caracterizacion del sustrato

La composicién de la FL se compone principalmente por jitomate, debido a que es el
residuo que se genera en mayor cantidad en el mercado Emiliano Zapata, seguido de
lechuga y naranja. Los porcentajes de la composicion de la fraccion liquida se

muestran en la Figura 3.6.

Jitomate
74.12%

Figura 3.6. Composicién de frutas y verduras en la FL

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de la FL, compuesta por los RSO
utilizada para la alimentacién de las tres etapas, que comprendié la generacién de la
biopelicula anaerobia en las fibras con nanomaterial grafénico se muestran en la Tabla
3.2, en donde se presenta una DQO+ considerablemente alta, debido a la alta carga
organica de los RSU. Present6 un pH acido debido a que el pH del jitomate tiene un
valor de 4.7 (Alfaro, 2016), el cual esta presente en mayor proporcién, sin embargo, se
tiene que tomar en cuenta que es una mezcla de residuos, por lo que el pH varia con
respecto a la composicion. Ordufia et al., (2022), trabajaron con fraccion liquida de
frutas y verduras de la misma region y reportaron valores de DQO+ de 44 g/L, DQOs
de 32 g/L y un pH de 3.8, son valores similares por lo que se debe tomar en cuenta el
tipo de pretratamiento que se le dio al sustrato, ademas se deben considerar las

formulaciones que se emplearon para realizar el sustrato.
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Tabla 3.2. Andlisis fisicoquimico de la FL de frutas y verduras

Parametro Resultado Unidades
DQOr 36.78 g/L
DQOs 27.89 g/L

pH 4.01

ST 1.55 %

YY) 75.81 %

Humedad 98.43 %

Cenizas 24.20 %
Densidad 1.063 g/mL

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de la FL
de frutas y verduras que se empleé en las PBM. Los valores obtenidos en comparacion
con los que se describen en la parte de la generacion de la biopelicula son diferentes
debido a que la caracterizacién fisicoquimica que se describe en la tabla 5 se llevo a
cabo mediante un proceso de filtrado diferente, pues se empled un tamafio de poro
ligeramente mas grande con respecto al proceso de filtracion en la preparacion de la
FL que se empled para la parte de generacion de la biopelicula, es por eso que en la
Tabla 3.3, describe valores mucho mas altos con respecto al contenido de materia

organica, asi como un pH ligeramente mas alcalino y mayor contenido de ST y SV.

Tabla 3.3. Andlisis fisicoquimico de FL de frutas y verduras para las PBM.

Parametro Resultado Unidades
DQOr 54.13 g/L
DQOs 48.4 g/L

pH 4.5
ST 2.42 %
YY) 85.07 %
Humedad 97.57 %
Cenizas 14.92 %
Densidad 1.081 g/mL

Por dltimo, en la Tabla 3.4 se muestran los resultados de la caracterizacion del sustrato
acondicionado para las pruebas de potencial bioquimico. Como se puede apreciar en
la tabla 3.4, la caracterizacion fisico quimica varia con respecto a las mostradas
anteriormente debido a que la variable que se fijo fue la DQOr.
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Tabla 3.4. Analisis fisicoquimico de la FL de frutas y verduras acondicionada para las PBM.

Parametro Resultado Unidades
DQOr 5.025 g/L
DQOs 4.33 g/L

pH 7.32

ST 0.232 %

SV 64.17 %

Humedad 99.76 %

Cenizas 35.82 %
Densidad 1.02 g/mL

3.4 Caracterizacion del material de soporte

A continuacién, se presenta la caracterizacion de las fibras impregnadas con
nanomaterial y sin nanomaterial, mediante la técnica de FTIR, SEM y un analisis

estadistico.

3.4.1 Caracterizacion de las Fibras por FTIR

Absorbancia (u.a)
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Figura 3.7. FTIR de las Fibras con NPsG en las tres diferentes concentraciones y la Fibra sin

nanomaterial (Blanco).

En la Figura 3.7 se presenta el espectro infrarrojo de la fibra de nailon poliéster sin
nanomaterial (FB) que indica la presencia de grupos funcionales de tipo epoxi,
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carbonilo, carboxilo, etc. En la banda de 2920 cm se ubicé el grupo funcional C-H
correspondiente a la hibridacion sp? del carbono, como se pudo observar, el pico de
banda es mas pronunciado cuando se adhiere las NPsG en las tres concentraciones
realizadas a la fibra de nailon poliéster, esto es debido a la composicion del
nanomaterial. Otro de los picos que aparecieron en la determinacion, fue en la banda
de 1712 cm™ correspondiente al grupo funcional C=0, el cual tiene un modo de
vibracion de estiramiento. De igual manera, las bandas en la regién del espectro son
mas pronunciadas debido a la aglomeracion del nanomaterial, es decir, la adherencia
del nanomaterial en la fibra de nailon. Por otro lado, se ubicé el grupo funcional —NH>
(amina) en la regién de 1560 cm™ y 1450 cm™, que es caracteristico debido a la
composicién estructural de las fibras de nailon poliéster. Y, por ultimo, en la region de
huella dactilar de carbono se ubicaron las bandas de 1240 cm con vibracién en los
enlaces sp® de desdoblamiento, 1089 cm™ con un modo de vibracién en sus enlaces
de tensién simétrica (estiramiento) y 868 cm con una vibracién de tension,

correspondientes a los grupos funcionales C-O-C, C-O y C-C respectivamente.

Absorancia (u.a)
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Figura 3.8. FTIR de las Fibras con PCG en las tres diferentes concentraciones y la Fibra sin

nanomaterial (Blanco).
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En la Figura 3.8 se observan los espectros de las fibras de nailon poliéster con
nanomaterial impregnado en diferentes concentraciones (30 mg, 50 mg y 100 mg) de
PCG, ademas de la fibra sin la presencia de PCG (FB). Se encontré un pico de banda
de 2920 cm™* correspondiente al grupo funcional C-H, sin embargo, cuando ese afiadié
PCG el pico se desplazé a un valor de 2978 cm™ esto de debido a las vibraciones que
presentan los enlaces C-H, los cuales son del tipo de estiramiento simétrico, por lo que
puede tomar valores diferentes dentro de la region del espectro IR, ademas de que los
picos pertenecientes al grupo C-H son mas pronunciados cuando se afiade los PCG,
esto de sebe a que la agrupacion de los enlaces carbono se solapan entre la fibra y el
nanomaterial. Asi mismo se ubicé otro pico de banda en la regién de 1388 cm™ que
corresponde al grupo C-H pero con el tipo de tensién asimétrica en su enlace. Por otro
lado, en las fibras con PCG contd con la aparicién de un pico de banda en la regién de
2325 cm™ que corresponde al enlace C=C perteneciente a la hibridacién sp?, cabe
mencionar que este pico es propio de los PCG, pues la banda de enlace C=C en los
PCG corresponde a 2330 cm?, es decir, los dobles enlaces del carbono que son
propios de los PCG permanecieron en las fibras de nailon. De igual manera, se ubicé
el grupo C-O-C en la region de 1240 cm™ con vibracién de desdoblamiento, sin
embargo, la pronunciacion de la banda de FB con respecto a las Fibras de PCG es
mayor debido al contenido de oxigeno presente antes del tratamiento de sonicacion,
ademas de que el contenido de grupos oxigenados es menor en los PCG. Por ultimo,
se encontraron los enlaces C-O y C-C en las regiones de 1089 cm™ y 868 cm
respectivamente. Se puede observar que los picos de banda de las fibras con PCG
correspondientes a los enlaces ubicados en la huella dactilar son poco pronunciados
con respecto a la fibora en la que no hay presencia de nanomaterial debido al
desdoblamiento de enlaces en el tratamiento por ultrasonido.

Parvinzadeh et al., (2011), realizaron un analisis por FTIR a las fibras de nailon
poliéster en el que obtuvieron valores de banda alrededor de 2966.5 cm™ y 871 cm™
correspondientes a los enlaces C-H y C-C propios de los anillos de benceno que

poseen las fibras de nailon, ademas, reportaron que los enlaces de C=0 se ubicaron
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en el pico de banda con valor de 1709 cm™. Por lo tanto, el andlisis de las fibras de

nailon en la presente investigacion es similar a lo reportado en investigaciones previas

y la modificacion o adicibn de grupos funcionales es debido al nanomaterial

impregnado en las fibras.

3.4.2 Caracterizacion de las Fibras por SEM
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Figura 3.9. SEM de fibras impregnadas con nanomateriales. a) Fibra Blanco. b) Fibra
NPsGso. €) Fibra NPsG so. d) Fibra NPsGigo. €) Fibra PCGao. f) Fibra PCGso. g) Fibra PCGioo.
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En la Figura 3.9 a. se puede observar la magnificacion de 1000x de la fibra de nailon
poliéster, la cual posee una superficie rugosa, sin embargo, no cuenta con la presencia
de nanomaterial. Por otro lado, en las Figuras 3.9 b, c y d. se muestran las micrografias
de las fibras impregnadas con NPsG en las tres concentraciones mencionadas con
anterioridad. Como se puede observar, en las fibras de nailon con NPsG, la superficie
de la fibra es mucho mas rugosa, ademas de contar con trozos amorfos de
nanomaterial, por lo tanto, a medida que incrementa la concentracion de la disolucion,
la presencia de nanomaterial es mas notoria y abundante. Lo mismo ocurre con fibras
impregnadas con PCG que se muestran en las Figuras 3.8 e, f. y g. en donde, la
presencia de nanomaterial es mayor a medida que aumenta la concentracion de las
disoluciones, sin embargo, el tamafio de granulo de los PCG es menor que en el caso
de las NPsG.

3.4.3 Analisis estadistico de la impregnaciéon de los nanomateriales

En la Tabla 3.5 se muestra el ANOVA de un factor realizado en el software SigmaPlot
15.0 con un solo factor y con un nivel de significancia de 0.05 (a=0.05), en este caso
el factor que se fij6 fue la concentracién de NPsG y como respuesta los gramos de
NPsG adheridos a la fibra de nailon poliéster. Los resultados indicaron que se rechazo
Ho debido a las diferencias entre los grupos, es decir, se obtuvo un valor estadistico
de F (F=69.44) mayor que el valor critico (Foos, 2, ¢=4.26) por lo que se aceptd H: y se
determind que existen diferencias entre las concentraciones de nanomaterial
impregnadas en la fibra de nailon poliéster. De acuerdo con el test de Tukey, se obtuvo
diferencias significativas (P<0.05) en las medias de las concentraciones de 30 y 50 mg
en 100 mL con respecto a la media de la concentracién de 100 mg /100 mL (1 mg/mL),
lo que resultd en el rechazo de la hipotesis nula y la aceptacién de la hip6tesis alterna.
Por otro lado, utilizar concentraciones de 30 y 50 mg en 100 mL no influye en la
cantidad de NPsG impregnado en la fibra, pues la media de cada uno es similar y el
valor de P es mayor a 0.05, por lo que no hay diferencia significativa entre cada
concentracion y la respuesta (g de NPsG).
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Tabla 3.5. ANOVA de un solo factor de las fibras con NPsG

Data source: ANOVA — Impregnation NPsG
Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.145)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0.574)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

30 4 0 2.200 0.337 0.168

50 4 0 2625 0.206 0.103

100 4 0 6.000 0.770 0.385

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 34682 17.341 69.440 <0.001
Residual (intra) 9 2.248 0.250

Total 11  36.929

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):
Comparisons for factor:

ComparisonDiff of Means p q P P<0.050
100 vs. 30 3.800 3 15.208 <0.001 Yes
100 vs. 50 3.375 3 13,508 <0.001 Yes
50 vs. 30 0.425 3 1701 0481 No

Resumen del modelo

R-cuadrado
S R cuadrado R-cuadrado(ajustado) PRESS (pred)
0.499722 93.91% 92.56% 3.99556 89.18%

También se realizé un ANOVA de un factor para los PCG como se muestra en la Tabla
3.6, en donde se aplic6 un criterio similar al de las NPsG. Los resultados muestran que
hay diferencias en las medias del peso cuando se usan las tres concentraciones, pues
el valor de F (F=8.308) es mayor al valor critico (Fo.os, 2,0 =4.26) por lo que se rechazé
la HO y se aceptd H1, en otras palabras, las medias son estadisticamente diferentes.
Para la prueba de pares de Tukey, los resultados resaltan que la concentracion de 100
mg con respecto a la de 30 mg posee diferencias (P<0.05) en la cantidad de PCG
adherido a la fibra de nailon poliéster. Sin embargo, las demas comparaciones no
muestran diferencias en las medias, por lo que se asume que a medida que aumenta

la concentracion, la cantidad adherida de PCG en la fibra es mayor.
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Tabla 3.6. ANOVA de un solo factor de las fibras con PCG

Data source: ANOVA — Impregnation PCG

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.064)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0.199)
Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

30 4 0 1.800 0.141 0.0707

50 4 0 2150 0.191 0.0957

100 4 0 2975 0.685 0.342
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 2912 1.456 8.306 0.009
Residual 9 1.577 0.175

Total 11 4.489

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):
Comparisons for factor:

ComparisonDiff of Means p q P P<0.050
100 vs. 30 1.175 3 5.613 0.008 Yes
100 vs. 50 0.825 3 3941 0.051 No
50 vs. 30 0.350 3 1.672 0.492 No
Resumen del modelo
R-cuadrado
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred)
0.418662 64.86% 57.05% 37.53%

3.5 Monitoreo de RI

En esta seccion se describen los resultados obtenidos del monitoreo del sistema
anaerobio para la generacién de la biopelicula bacteriana con la presencia de

nanomaterial en el material de soporte.
3.5.1 Monitoreo de DQO

Con respecto al seguimiento del sistema anaerobio para la generacion de la
biopelicula, en la primera etapa, tal como se muestra en la Figura 3.10, tuvo una
duracion de 54 dias con un pH constante de 7+0.5, se alcanzaron valores maximos de
remocion de 84.64% para la DQO+ y 77.35% para DQOs. La segunda etapa tuvo un
periodo mas corto de operacién pues con 9 dias se obtuvieron valores de remocién de
56.19% con respecto a la QQOT y 54.36% para la DQOs. Finalmente, en la tercera
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etapa que se desarrolld6 durante 15 dias, se obtuvieron remociones maximas de
51.42% de DQOT y 39.68% de DQOs. Siendo la tercera etapa en donde la accion
completa de la biopelicula para remover la materia organica se desarroll6 en un tiempo
mas corto comparado con las dos etapas iniciales debido a que la biopeliicula poseia
una estabilizacion completa con el nanomaterial confiriéndole la capacidad de

adaptarse al cambio de las cargas y descargas de sustrato (Kumar et al., 2021).

Al inicio de la etapa 1 se tuvieron perturbaciones en las remociones de la DQO esto es
debido a que, en los dias iniciales, las bacterias comenzaron a adaptarse al
nanomaterial y con el tiempo se familiarizaron al efecto del nanomaterial lo que
provoco que los microorganismos fueran capaces de degradar la materia organica en
el medio. Cabe sefialar que en la primera etapa se genero la biopelicula en el material
de soporte y a partir del dia 25 se observo la acumulacién de biomasa sobre las fibras

de nailon poliéster.

C
80 _ Etapal

70

50 §

% Remocion

40 §

30 §

20 §
: —+_ DQO
DQO,

0 & 10 15 20 256 30 35 40 45 &0 &5 60 65 70 75 B8O 8BS

Dias de monitoreo

Figura 3.10. Grafico del monitoreo de la remocion de la DQO comprendido en tres etapas.
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3.5.2 Monitoreo de STy SV

En la Figura 3.11. se observa el monitoreo de los sélidos totales y sdlidos totales
volatiles en las tres etapas llevadas a cabo durante la experimentacion. La primera
etapa comprendié de un periodo de estabilizacion de 24 dias en los que hubo
fluctuaciones en la remocion de la ST y SV, logrando terminar en remociones maximas
de 75.5% de ST y 61.2% remocion para SV, teniendo una relacion significativa con la
DQO debido a la cantidad de materia organica presente en el proceso de la digestion
anaerobia. En la segunda etapa que comprendié un periodo mas corto debido a la
rapida adaptacion de la biopelicula al medio, por lo que obtuvieron remociones de ST
del 65 % y 52.2 % para SV. Y en la ultima etapa se alcanzaron valores de 52.7 % y
47.6 % de ST y SV respectivamente. Los resultados son similares a los que reportaron
Kdnig et al., (2022), en donde emplearon un panel gue sirvid como soporte para la

generacion de una biopelicula en un reactor anaerobio en condiciones batch.
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Figura 3.11. Grafico del monitoreo de la remocion de ST y SV comprendido en tres etapas
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3.5.3 Monitoreo de pH

Los resultados del monitoreo del pH se ilustran en la Figura 3.12. Como se puede
observar, en cada etapa, el pH se mantuvo en un rango neutro (7£0.5) a excepcién de
los dias de arranque de cada etapa. Al inicio de cada etapa estan marcadas agunas
perturbaciones en el sistema, esto es debido a la presencia de acidos grasos volétiles
que se generan en la etapa de la hidrolisis y al periodo de estabilizacién de la
biopelicula. Al avanzar los dias se puede observar que la biopelicula reduce la acidez
en el sistema logrando mantener un pH estable. Cabe mencionar que la salida del
efluente mantuvo valores de entre 7 y 6.8 cuando el proceso llegaba a ser estable con

respecto al pH, tanto en la etapa 1,2y 3.
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Figura 3.12. Gréfico del monitoreo del pH de las tres etapas.

3.5.4 Analisis estadistico del monitoreo del RI

Mediante el sofware de phyton se realizaron regresiones polinomiales para hallar el

modelo matematico que describa el comportamiento de la tendencia de %Remocion
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de DQOr, STy SV de cada etapa. Se realizo un codigo que consistio en un ciclo para
encontrar los mejores ajustes matematicos, del cual sélo se seleccionaron tres
modelos que siguen la tendencia de cada etapa descrita en el proceso anaerobio del
RI.

Los resultados se muestran en la Figura 3.13, siendo el ajuste de tercer orden el que
se ajusta mejor a los datos. La R? de los modelos de la remocién se ajustan en un
rango mayor a 0.9 por lo que la remocion de la DQO-+ es representativa en el proceso.
Por otra parte, el ajuste del modelo de tercer orden se acoplé de manera adecuada en
el comportamiento de la remocién de los ST, teniendo un ajuste con una R? en un
rango mayor a 0.8, sin embargo, en la segunda etapa tuvo un ajuste mayor al 0.9
debido al contenido de materia organica presente después de retirar la mitad de
inoculo. Por ultimo, el modelo de los SV tuvo ajustes que variaron bastante con cada
etapa, por ejemplo, en la segunda etapa el modelo tuvo una R? de 0.63, lo cual
representa que hubo oscilaciones en el comportamiento de los SV debido a la
presencia de nanomaterial que se desprendio de la biopelicula y se midio como si fuera
un parte de los SV. En la tercera etapa el nanomaterial fue asimilado y envuelto por la

biopelicula, por lo que no se desprendid y se tuvo una R? por encima de 0.9.
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Figura 3.13. Modelos de regresion polinomial de cada etapa de monitoreo.

3.5.5 Analisis del In6culo en las diferentes etapas

Se realiz6 un andlisis fisicoquimico del in6culo en cada una de las etapas de la
digestion anaerobia y formacion de biopelicula. Los resultados de los analisis se
muestran en la Tabla 3.7, en donde los valores de la DQOt y DQOs disminuyen en
cada etapa, por ejemplo, la DQO+ del inoculo inicial tuvo un valor de 84.2 g/L y al
finalizar la etapa 2 se obtuvo un indculo digerido con un valor de 3 g/L. El inicio de la
etapa 2 comprende el final de la etapa 1, por lo que los resultados de los SV del inéculo
en esta seccion aumentaron debido al uso de NaHCO3 como agente neutralizante en
el sustrato que se alimentaba diariamente. Asi mismo, en el final de la etapa 2, se
obtuvo un resultado de SV cercano al que se presenté al inicio de la etapa

anteriormente mencionada. Por ultimo, el pH del in6culo permaneci6 dentro del rango
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de 8 a excepcion de la etapa final, en donde el valor del pH decrecié debido a que el
sistema se estaba adaptando al sustrato y que el periodo de estabilizacion no se logré

con respecto al pH.

Tabla 3.7. Caracterizacion fisicoquimica del In6culo en las diferentes etapas

. , L Inéculo final lera In6culo final 2da
Parametro Inéculo inicial etapa etapa
DQO+ 84.2 g/L 46.325 g/L 3.6 g/L
DQOs 68.0 g/L 34.2 g/L 2.9 g/L
pH 8.93 - 8.02 - 6.92 -
SV 41.51 % 74.11 % 69.0 %
ST 4.49 % 2.604 % 1.57 %

3.5.6 Analisis de la biopelicula

Para observar el comportamiento de las colonias bacterianas con el nanomaterial en
la biopelicula sobre el material de soporte, se realiz6 un andlisis por microscopia
electronica de barrido (SEM). Los resultados del analisis se muestran en la Figura 3.14.
Es importante mencionar que se realiz6 una comparativa de la fibra sin colonizar y las
fibras colonizadas con presencia del nanomaterial, es decir, la formacién de la

biopelicula. La Figura 3.14 a. muestra la fibra sin colonizar y sin presencia de

nanomaterial (Fibra en blanco).

Figura 3.14. a) Fibra sin nanomaterial. b) Fibra colonizada con PCG. c) Fibra colonizada con
NPsG.
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En la Figura 3.14 b. se reportan los resultados de la microscopia tomada a la
biopelicula generada en presencia de PCG, en la micrografia se puede observar la
presencia colonias bacterianas como las arqueas metanogénicas, Methanobacterium,
Methanospirilum, Methanosarcina, Methanosaeta, entre otras de acuerdo con lo
reportado por Kumar et al., (2021). Mientras que en la Figura 3.14 c., se muestra la
toma de la biopelicula en presencia de NPsG, de igual manera se puede ver la
presencia de microorganismos interactuando con el nanomaterial, los
microorganismos que se pueden encontrar dentro de este consorcio son arqueas
metanogénicas hidrogenotroficas, Methanosarcina barkeri, G.Metallireducens,
Geobacter sp, etc. con respecto a lo mencionado por Lin et al., (2018), que trabajaron
con grafeno y reportaron la presencia de las bacterias y arqueas anteriormente

mencionadas en los sistemas anaerobios que trabajaron.

Otra parte fundamental del andlisis de la biopelicula comprende la cantidad de
biomasa presente en el material de soporte, por lo que los resultados de materia volatil

se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.8. Materia volatil adherida al material de soporte.

Fibra ngVde la g ST de la biomasa
iomasa

Blanco 0.0102 0.0135

PCG3o 0.0134 0.0144

PCGso 0.014 0.0158
PCGioo 0.0298 0.0306
NPsG3g 0.0135 0.012

NPsGsg 0.0124 0.0142
NPsGigo 0.0182 0.0228

Los resultados de la MVA que se presentan en la Tabla 3.8, muestran que la cantidad
de biomasa en la fibra aumenta considerablemente a medida que aumenta la cantidad
de nanomaterial adherido, es decir, en concentraciones bajas de nanomaterial, la
cantidad de biomasa es similar a la que obtuvo sin afladir nanomaterial (fibra en
blanco). Sin embargo, pasa lo contrario cuando hay una concentracion mayor de
nanomaterial pues la cantidad de ST y SV de biomasa aumenta considerablemente

83



Resultados y discusion

debido a que el nanomaterial empleado tiene cierta biocompatibilidad con el consorcio

de bacterias y arqueas presentes en el sistema.

Si se compara los PCG y las NPsG con respecto a la cantidad de MVA, los resultados
muestran que los PCG obtuvieron mayor cantidad de SV y ST en las tres diferentes
concentraciones con respecto a las NPsG, esto se debe a la afinidad de los PCG y
reactividad en los bordes de los mismos para agruparse con los grupos funcionales
presentes en las membranas bacterianas, es decir, son mas biocompatibles con el

sistema anaerobio (Yadav et al., 2023).

3.6 Pruebas de potencial bioquimico de metano de la biopelicula (PBM)

Los resultados de las pruebas de potencial bioquimico de metano comprendieron la
generacion de metano, el rendimiento por gramo de DQO removida, asi como la
acumulacion de biogas a lo largo de la experimentacion, las eficiencias de remocion y
la biodegradabilidad del sustrato en presencia de la biopelicula con nanomaterial.

Estos y mas resultados se presentan a continuacion.

3.6.1 Monitoreo de la generacion de biogas en las cinéticas

El monitoreo de las cinéticas tuvo una duracion de 28 dias, en donde la produccion de
metano fue considerable. Los resultados del monitoreo de las cinéticas de la
biopelicula con NPsG se muestran en la Figura 3.15. Se puede ver que la produccion
de biogas no tiene un aumento considerable cuando se varia la concentracién de
nanoplaquetas, mientras que la biopelicula sin nanomaterial tiene valores altos de
produccion de biogas, siendo este el valor de 166.7 NmL. De igual modo, los valores
gue produjeron la biopelicula en las diferentes concentraciones de nanoplaquetas
fueron de 154.18 NmL, 160 NmL y 152.4 NmL de biogas acumulado por NPsGa3o,
NPsGso y NPsGioo respectivamente. Siendo la biopelicula con concentracion

intermedia (NPsGsp), la que obtuvo un valor cercano al producido por el blanco.

84



Resultados y discusion

180 -
160 -
140 v
120 1
w
s T
2
L) ]
= ]
‘é 80 -
z 60 _ / Blanco
NPs(i,,
40 _ —— T\TPSG50
] —v— NPsG,,,,
20 1
0 TT1 7 T 1 T T T T T 1 U T I I 1

Dias de monitoreo
Figura 3.15. Biogas acumulado producido por la accién de la biopelicula bacteriana con
NPsG

Los resultados de la produccion de biogas acumulado de los PCG se presentan en la
Figura 3.16. La cantidad de biogas acumulado en las cinéticas aument6 en presencia
de la biopelicula con puntos cuanticos de grafeno, siendo la cantidad de 166.7 NmL
de biogas acumulado por la biopelicula sin presencia de nanomaterial. Mientras que
en la biopelicula con concentraciones de PCG se obtuvieron valores de 171.4 NmL,
172.55 NmL, y 166.8 NmL de biogas acumulado para cada una respectivamente
(PCGs3o, PCGso, PCGi00). EI comportamiento de la tendencia de la produccién de
biogas es no muy remarcado, sin embargo, la biopelicula sin PCG fue la que obtuvo
menor produccién de biogas. Los resultados mencionados anteriormente describen
que el aumento de biogas se debe a la presencia de los puntos cuanticos de grafeno

en la biopelicula bacteriana.
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Figura 3.16. Biogas acumulado producido por la accién de la biopelicula bacteriana

3.6.2 Monitoreo de la generacion de biometano en las cinéticas

El monitoreo del biometano de la biopelicula con NPsG y PCG comprendié de un
periodo de 28 dias, tal como se muestra en la Figura 3.17 y 3.18 respectivamente. En
las graficas se aprecia el comportamiento con respecto a los dias y como la produccién
fue de mas a menos produccién. Por otro lado, en la Figura 3.19 se muestra el
comportamiento del metano acumulado en las PBM producido por la biopelicula con
NPsG. En la gréfica de aprecia un comportamiento destacado por parte de la
biopelicula con NPsG, pues se obtuvo un volumen de metano acumulado de 108.6
NmL, 109.7 NmL y 116 NmL en las concentraciones de 100, 50 y 30 mg de NPsG
respectivamente en la biopelicula. Mientras que la biopelicula sin NPsG obtuvo la

cantidad de 106.5 NmL de metano acumulado.

La adicién de la cantidad de NPsG en menor concentracion no tiene significancia en el

biometano obtenido comparado con la biopelicula sin adicion de nanomaterial, caso
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contrario a lo que se reporta cuando se afiade una dosis mayor de NPsG, pues
aumenta la produccién de biometano.
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Figura 3.17 monitoreo de biometano de la biopelicula con NPsG.
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Figura 3.18 monitoreo de biometano de la biopelicula con PCG.
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Figura 3.19. Metano acumulado producido por la accién de la biopelicula bacteriana con
NPsG.

Los resultados del metano acumulado para los PCG se presentan en la Figura 3.20,
los cuales indican que se obtuvo una mayor cantidad de biometano en la biopelicula
con las tres concentraciones de PCG (PCGuioo, PCGso, PCG30) con respecto al blanco,
es decir, se obtuvieron valores por arriba de 119.5 NmL, 126.7 NmL y 116.1 mL de
biometano acumulado respectivamente, mientras que el biometano producido por la

biopelicula sin PCG obtuvo un volumen de 106 NmL de biometano acumulado.

Teniendo en cuenta los valores obtenidos, se puede apreciar que la biopelicula con
concentracion de 0.5 mg/mL (50 mg/100 mL) obtuvo un valor de biometano alto
comparado con las demas concentraciones. Mientras que la concentracion de 1 mg/mL
fue la que presentdé un valor menor de biometano, debido al incremento de
nanomaterial que es contraproducente con el medio en dosis considerablemente altas
(Li et al., 2021).
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Figura 3.20. Metano acumulado producido por la accién de la biopelicula bacteriana con
PCG

Un parametro importante dentro del monitoreo de biometano producido por la
biopelicula en las cinéticas es el rendimiento de metano que se obtiene por el balance
entre los flujos de carbono organico del catabolismo y anabolismo de los ecosistemas
metanogénicos. Los resultados del monitoreo de los rendimientos de metano por
accion de la biopelicula con NPsG se presentan de manera grafica en la Figura 3.21.
En el grafico se puede observar los rendimientos de la biopelicula con diferentes
concentraciones de NPsG, siendo la concentracibn mayor de nanomaterial la que
obtuvo un mayor rendimiento para producir CHs (322.1 mL CH4/gDQOremovida) LOS
resultados destacan por encima del rendimiento del blanco (305.2 mL
CH4/gDQOremovida) que es relativamente baja comparado con la biopelicula que tiene

nanomaterial.
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Figura 3.21. Rendimientos de la biopelicula con NPsG

De igual manera, en la Figura 3.22, se presenta un gréafico en el que se plasman los

valores promedio del contenido de metano en el biogas producido por la biopelicula.
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3.22. Contenido de biometano en biopelicula con NPsG
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Se obtuvo un promedio del 71.6 % de biometano producido por la biopelicula con NPsG
(concentracion de NPsGioo), mientras que sin la adicion de NPsG se obtuvo un
promedio de metano del 60.9 %, esto es debido a que la produccion de biometano
depende altamente de la actividad sintréfica de los microorganismos acetilénicos

productores de electrones y las arqueas metanogénicas consumidoras de electrones.
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Figura 3.23. Rendimientos de la biopelicula con PCG.

Los rendimientos de biometano obtenidos por accién de la biopelicula con PCG se
muestran en la Figura 3.23. Los resultados obtenidos detallan el comportamiento
positivo por parte de la biopelicula con los PCG, siendo la concentracion de 0.5 mg/mL
la que sobre sale por su valor aproximado a al valor te6rico (350 mL CH4/gDQOremovido),
sin embargo, si se comparan las concentraciones entre si de PCG, el comportamiento
de la biopelicula con un mayor contenido de PCG (1mg/mL) mostré un rendimiento
menor (331.7 mL CH4/gDQOremovido) para biodegradar la materia organica y producir
metano. La concentracion de 0.5 mg/mL tuvo mejores resultados debido a que esta

concentracion promueve la metalogénesis mediante el mecanismo de la transferencia
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de electrones entre especies. En cambio, la biopelicula sin nanomaterial present6 un
valor maximo en rendimiento de 305.2 mL CH4/gDQOremovido, €l rendimiento fue menor
en comparacion con la biopelicula con PCG en sus respectivas concentraciones. Esto
confirma que la presencia de PCG estimula la actividad microbiana en el sistema

anaerobio para obtener mayores rendimientos de metano.

De igual manera, se puede observar en la Figura 3.24, los porcentajes relativamente
altos de biometano producido por la biopelicula con PCG; 67.8 %, 68.4 %, 68.1 %
respectivamente para cada concentracion. En comparacion con la biopelicula sin
nanomaterial que obtuvo un 60.9 %, la biopelicula con PCG tiene un contenido de
biometano mayormente notorio.

B
&
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3.24. Contenido de biometano en biopelicula con PCG.

En la presente investigacion se logré obtener un incremento en la produccion de
biometano al implementar la biopelicula con nanomaterial (NPsG y PCG) en diferentes
concentraciones. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.9, en donde a

medida que incrementa la concentracion de nanomaterial el porcentaje de metano
aumenta.
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Tabla 3.9. Incremento de los valores de rendimientos de biogas y metano

Nanomaterial % Incremento

de CH4
PCGs3o 12.2
PCGso 18.9
PCGio0 9.0
NPSG30 1.3
NPSGso 3.8
NPsG1q9 5.8

Blanco -

Los resultados de biometano producido en este trabajo son similares a los que reportd
Lin et al., (2017), en donde reportaron incrementos en los valores de biometano al
adicionar Nanoplaquetas de grafeno y grafeno en el sistema anaerobio, en
comparacion a cuando no se agrega nanomaterial. De igual manera Li et al., (2021),
obtuvieron rendimientos altos de biometano cuando emplearon puntos cuanticos
dopados con Nitrégeno, dichos valores lograron un incremento en un 230 % cuando
se agregaron 5 g/L y 38.4 % adicionando 1 g/L del nanomaterial anteriormente
mencionado. Por lo tanto, las investigaciones previas muestran que la adicion de los
nanomateriales en cantidades considerables aumenta la produccién de metano

complementando los resultados de la presente investigacion.

3.6.3 Biodegradabilidad de la DQO

El monitoreo de DQO es de gran importancia debido a que proporciona un panorama
en cuanto la remociéon de materia organica disponible para que el proceso anaerobio

se lleve a cabo.

Otro de los puntos importantes en es la biodegradabilidad de la DQO, la cual indica la
eficiencia de biopelicula para degradar la DQO vy esta fuertemente relacionado con el
porcentaje de remociones de DQO a lo largo de la experimentacion. Los resultados de

la biodegradabilidad se muestran en la tabla 3.10.
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Tabla 3.10. Resultados de la biodegradabilidad en las cinéticas

Material % Biodegradabilidad de
DQO
PCG3o 96.0
PCGso 100
PCG1o0 96.1
NPSGso 95.0
NPSGso 95.2
NPsG1oo 96.2
Blanco 95.7

Como se puede apreciar en la tabla 3.10, la concentracién de DQO en el sistema fue
digerida en su totalidad por accion de la biopelicula, siendo la biopelicula con PCG la
gue consumio la mayoria de DQO presente en el reactor en comparacion con las NPsG
gue solo la concentracion en mayor proporcion fue la que tuvo una mejor adaptabilidad

al sustrato comparado con el blanco.

3.6.4 Monitoreo de pH

En la Figura 3.25 se muestra el comportamiento del pH de la biopelicula con NPsG en
las tres concentraciones correspondientes. Como se puede apreciar, el pH se
mantiene constante (7 = 0.5) cuando hay nanoplaquetas de por medio en comparacion
a cuando no lo hay en la biopelicula, pues el pH tiende a comportarse de manera
diferente (aumenta la alcalinidad del medio). EI comportamiento del pH es similar en
el caso de la biopelicula con puntos cuanticos de grafeno en sus tres concentraciones,
asi como se muestra en la Figura 3.26, en donde el pH se mantiene neutro. Cabe
mencionar que existen fluctuaciones en los pH neutros cuando hay presencia de
nanomaterial, sin embargo, no tuvo un comportamiento que sobrepasara el rango de

alcalinidad del medio.

94



Resultados y discusion

9.2 7

9.0 3
8.5 3
8.6
8.4 3
8.2
8.0 3

pH

7.8 3
7.6
7.4 3

7.2 3

7.0 *E
6.8

6.6 +——"m—rr—r—+—"—r"r—r—r—rr—rrrerr L o o e

Dias de monitoreo
Blanco
NPsG,,

—v— NPsGy,

— e NPsG,

Figura 3.25. Monitoreo de pH de la biopelicula con NPsG
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Figura 3.26. Monitoreo de pH de la biopelicula con PCG.

Es importante mencionar que el comportamiento del pH de la biopelicula sin

nanomaterial aumenta hasta llegar a 8, esto se debe a que los iones presentes de

95



Resultados y discusion

hidrogeno no se encuentran en equilibrio y el mecanismo que los regula (Anabolismo
y catabolismo) no es estable. Los resultados obtenidos del comportamiento del sistema
son similares a los que obtuvo Bueno-Lépez et al., (2018), en donde reportaron que el
pH se mantiene neutro cuando se afladen derivados de grafeno al medio anaerobio

debido al intercambio de iones y desprotonizacion de grupos carboxilos.

3.6.5 Analisis del Potencial bioguimico de metano de la biolelicula.

Una de las caracteristicas fundamentales para realizar el analisis del potencial
bioquimico de metano es la caracterizacién de la FL de frutas y verduras por medio
del andlisis elemental. Como se puede ver en la Tabla 3.11, el elemento en mayor
proporcion es el Carbono seguido del oxigeno. La relacion de C/N es de 15:1 (15.30),

dicho valor es 6ptimo para lograr un balance de nutrientes (Kumar et al., 2021).

Tabla 3.11. Andlisis elemental de la FL de frutas y verduras

Resultados de lacorrida %N %C %H %S %0 %Cenizas

A 3.02 46.04 501 036 30.641 14.928

B 3.00 46.11 511 0.37 30.481 14.928
Promedio 3.01 46.08 506 0.37 30551 14.928
Desv. Est. 0.014 0.049 0.071 0.007 0.8 0

Con los datos obtenidos de la tabla anterior se determiné el nimero de moles
presentes de cada compuesto para calcular los coeficientes estequiométricos de la
ecuacion 3.1, que describe la reaccion bioquimica tedrica en el sistema anaerobio con

el sustrato (FL de frutas y verduras).
C3.83H502019Np21S0.01 + 1.79 H,0 — 1.99 CH, + 1.85 CO, + 0.21NH; + 0.01H,S 3.1

El potencial bioquimico de metano tedrico se calculdé de dos maneras, la primera fue
por analisis elemental (PBMgiementaL), Mientras que la segunda manera fue por

composicion de la DQO (PBMpqo). Los resultados se muestran en las tablas 3.12 y
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3.13, en las cuales se realiz6 una relacion con el Potencial bioquimico experimental
(PBMgyp).

Tabla 3.12. Resultados de potencial bioquimico tedrico por andlisis elemental

., PBME, PBM IB de Error Factor de
Concentracion (mL CH4/gpSV) (mL éﬁi“;'agN;eL) CHa (%) (%) correccion
Blanco 392.60 75.10 -33.25 0.75
NPsGso 399.63 76.31 -30.91 0.76
NPsGso 404.45 523.15 77.31 -29.35 0.77
NPsGuoo 426.67 ) 81.56 -22.61 0.81
PCGao 442.60 84.61 -18.20 0.84
PCGso 469.26 89.70 -11.48 0.89
PCGioo 430.10 82.20 -21.67 0.82

Los resultados de la tabla 3.12 indican que la produccién de metano por g se SV
(PBMgy,,) por parte de la biopelicula con NPsG y PCG obtuvieron valores cercanos al
potencial bioguimico tedrico cuando la concentracion de nanomaterial aumenta, sin
embargo no sucede lo mismo cuando la biopelicula no tiene nanomaterial, pues el

error aumenta y el indice de biodegradabilidad de metano disminuye.

Tabla 3.13. Resultados de potencial bioquimico teérico por composicion de DQO

- PBMg, PBMpqo IB de CH4 Factor de
Concentracion (mL CH4/gpSV) (mL CH4/Qg V) (%) Error (%) correccion
Blanco 392.60 53.45 -87.10 0.53
NPsGso 399.63 54.41 -83.78 0.54
NPsGso 404.45 734 .44 55.10 -81.59 0.55
NPsG1oo 426.67 ‘ 58.10 -72.14 0.58
PCGso 442.60 60.26 -65.94 0.60
PCGso 469.26 63.90 -56.51 0.63
PCGaoo 430.10 58.54 -70.80 0.58

De igual manera, en la Tabla 3.13 se muestra el potencial bioquimico mediante la
composicién de DQO por valor tedrico, se observa que es relativamente alto debido a
los parametros que se tomaron en cuenta para el calculo (Nielfa et al., 2015). Los
valores obtenidos del potencial bioquimico experimental son cercanos al teorico, sin
embargo, el error es considerablemente alto considerando que la PBMpgo aumenta.

Teniendo lo anterior en cuenta, se observa una mejor capacidad de produccion de
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metano por g de SV por parte de la biopelicula con PCG (valor maximo de 469.25 mL
CH4/gSV) y NPsG (valor maximo de 426.67 mL CH4/gSV) en concentraciones altas.
Cabe mencionar que la concentracion alta de PCG de 1 mg/mL tuvo un menor PBMeyp
debido a que es posible una inhibicion si se dosifica en mayores cantidades. Sin
embargo, el resto de las concentraciones reaccionaron de manera eficiente, esto es
debido a que se estimula la digestion anaerobia acelerando la etapa de hidrdlisis y la
etapa de acidificacion para mejorar la produccion o rendimiento de metano mediante
una fuerte capacidad de degradacion de biomasa a través de la transferencia directa

de electrones entre especies por parte de las bacterias y arqueas metanogénicas.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion, la sintesis de
nanomateriales como nanoplaquetas de grafeno es de gran impacto al medio ambiente
de forma positiva debido al proceso fisico realizado, ademas de presentar un
rendimiento alto (90.5 %). De igual manera, la sintesis de los PCG con el solvente
organico (DMF) se obtuvo un resultado favorable en cuanto a rendimiento (67.7%)
comparado con otros autores. Cabe mencionar que los nanomateriales obtenidos son
de buena calidad, pues en la caracterizacion de los mismos no presentaron grupos
funcionales (Carbonilos, epoxi, hidrogenados, etc.) fuera de los establecidos en
bibliografia. Es importante mencionar que en la caracterizacion del sustrato se
obtuvieron valores de 36.78 y 54.13 gDQO+/L, siendo altamente optimo por su alto
contenido de materia organica (1.55Y 2.42 % de ST).

Por otro lado, en la etapa de formacion de la biopelicula anaerobia se mostré un
comportamiento con disturbios en las remociones de DQO, ST y STV en los primeros
dias de monitoreo debido a la estabilizacién y comportamiento de los nanomateriales
con el consorcio microbiano. La biopelicula anaerobia desarrollada en la tercera etapa
mostré una gran capacidad de adaptacion al sustrato obteniendo remociones de DQO
de 51.42% de DQOTy 39.68% de DQOs en un menor tiempo comparado con la primera
etapa. Los resultados de las remociones son un indicativo de que las bacterias
interactuaron de manera adecuada con el nanomaterial facilitando la transferencia de
electrones entre especies ayudando a la degradacion de las proteinas por los

microrganismos en la etapa de hidrolisis y acidogénesis.

El analisis de la biopelicula mediante SEM indicé la presencia de los consorcios de
bacterias y arqueas en el soporte inerte (Nailon) y su interacciéon con el nanomaterial
fijado en dicho soporte. De igual manera el contenido de biomasa desarrollada en las
fibras de nailon varié dependiendo de la cantidad de nanomaterial fijado en la fibra.
Las concentraciones que obtuvieron mayor cantidad de biomasa fueron las

concentraciones con 1 mg/mL (100 mg/ 100 mL) de PCG y NPsG. Cabe resaltar que
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los valores tienen relacion con la produccion de metano en las pruebas de potencial
bioguimico, pues en las pruebas se obtuvieron resultados que variaron con forme la
biopelicula presentaba mayores concentraciones de PCG y NPsG. Los resultados que
destacaron en esa seccion fueron 116 NmL y 126.7 NmL, mientras que para la
biopelicula que no tiene ningun tipo de nanomaterial solo tuvo una produccion de 60
mL de biometano. Por lo tanto, se asume que la adicién de los nanomateriales estimul6
al proceso biolégico para producir metano mediante la transferencia directa de
electrones entre especies, lo que mejoro las etapas limitantes en la digestion anaerobia
(Hidrolisis y acidogénesis). De igual manera, los rendimientos de metano en el sistema

anaerobio son 6ptimos cuando se agrega hanomaterial grafénico.

El potencial bioquimico teérico sirvio como referencia para ver hasta qué punto se pude
generar metano por gramo de SV, y ver qué tan viable es la FL como sustrato. El
resultado tedrico obtenido se comparo con los experimentales, dando como resultado
un comportamiento adecuado por parte de la biopelicula con nanomaterial para
degradar la materia organica y producir metano por gramo de SV. La biopelicula con
PCGso presentd mayores valores tanto de remocion, generacion de biogas y metano
debido a la funcionalizacion que presenta su estructura molecular, por lo tanto, tienen
mayor adaptabilidad y compatibilidad con sistemas biolégicos en comparacion con la
biopelicula sin NPsG que poseen propiedades distintivas, pero no es potencialmente
bioldgica si se comparan entre si. Sin embargo, la biopelicula NPsG tiene la propiedad
de producir metano en mayor porcentaje dentro del total de biogas. Por ultimo, las
producciones de metano y biogas son proporcionales a las cantidades de nanomaterial
en el soporte con biopelicula anaerobia, por lo tanto, la biopelicula anaerobia con
nanoplaquetas y puntos cuanticos de grafeno son una propuesta viable para mejorar
el proceso de la digestiébn anaerobia.
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RECOMENDACIONES

Es necesario realizar un andlisis y estudio detallado del tipo de bacterias y arqueas
presentes en la biopelicula bacteriana con los distintos nanomateriales empleados con
la finalidad de identificar la frecuencia de las comunidades microbianas propias de la
transferencia de electrones entre especies. Este analisis se puede llevarse a cabo

mediante secuenciacion genética shotgun, 16s RNA, entre otros.

En la parte de generacion de biopelicula, se recomienda realizar el monitoreo durante

periodos mas largos hasta llegar a un periodo de estabilizacién continua.

Se recomienda realizar modelizacién cinética en la parte del potencial bioquimico de
metano, con la finalidad de comparar los datos cinéticos experimentales y los tedricos

mediante el modelo de Gompertz modificado.

Es importante realizar un monitoreo de los compuestos intermedios o metabolitos que
se generan en la digestiobn anaerobia, tales como el propionato y butirato debido al
balance estequimétrico para obtener acetato, formiato e hidrogeno que son usados por

las arqueas para generar metano.

Es conveniente llevar a cabo un disefio experimental, ya sea un disefio factorial o un
disefio box Behnken en donde se tomen en cuenta variables como la concentracion

de nanomaterial, relacion C/N, TRH y concentracién de DQO del sustrato.

Por ultimo, se recomienda utilizar un equipo de cromatografia de gases para
determinar el contenido de metano en el biogas producido por la accion de la
biopelicula. Las trampas con hidréxido de sodio son una buena opcién, sin embargo,

carece de certidumbre en la comunidad cientifica y validacion por los mismos.
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