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Resumen

Las aguas residuales mineras, como los drenajes écidos mineros (AMD), son
una de las principales causas de la presencia de sulfato en aguas subterraneas y
superficiales, de ahi que surge la necesidad de una biotecnologia novedosa para
la remediacion de aguas residuales. Ante esto, se presenta la biosulfidogénesis
como una alternativa sostenible, en la que bacterias reductoras de sulfato (SRB)
producen acido sulfhidrico (HsS), el cual al entrar en contacto con el AMD actua
como agente precipitante de metales contenidos en su composiciéon, permitiendo
biosintetizar una variedad de nanomateriales. En esta tesis se biosintetizaron
con éxito nanoparticulas de sulfuro de cobre a partir de drenajes acidos mineros
reales provenientes de una mina de cobre en Chile, mediante la inyeccién de HsS,
generado en biorreactores sulfidogénicos. Posteriormente, se realizaron diversas
caracterizaciones con el fin de estudiar algunas de las propiedades fisicoquimicas
de estas. Las nanoparticulas de sulfuro de cobre resultantes poseen morfologia
esférica con un didmetro medio de 40 + 9 nm, una estructura hexagonal con alta
cristalinidad y parédmetros de red a = b = 3,79 A y ¢ = 16,445 A. En adicién,
estan compuestas elementalmente por Cu y S, lo que da cuenta de la pureza
de la covellita. Asimismo, exhiben un amplio espectro de absorcién en la region
UV-Vis-NIR, en el que a 630 nm alcanza un minimo de absorcién, que es producto
de la absorcion de pares electron—hueco; mientras que, a 975 nm exhibe un pico

de absorciéon causado por la resonancia de plasmones de superficie localizada.

Keywords — CuS nanoparticles; Sulfate-reducing bacteria; Green synthesis



IT

Abstract

Mineral wastewater, such as Acid Mine Drainage (AMD), is one of the main causes
of sulfate presence in groundwater and surface water, hence the need for novel
biotechnology for wastewater remediation. Given this, biosulfidogenesis is presented
as a sustainable alternative, where sulfate-reducing bacteria (SRB) produce
hydrogen sulfide (HyS), which, in contact with AMD, acts as a precipitating
agent for metals contained in it composition, allowing the biosynthesis of a variety
of nanomaterials. In this thesis, copper sulfide nanoparticles were successfully
biosynthesized from real acid mine drainage from a copper mine in Chile,
by injecting HyS, generated in sulfidogenic bioreactors. Subsequently, several
characterizations were carried out in order to study some of their physicochemical
properties. The resulting copper sulfide nanoparticles possess spherical morphology
with a mean diameter of 40 + 9 nm, a hexagonal structure with high crystallinity,
and lattice parameters a = b = 3,79 A y ¢ = 16,445 A. In addition, they are
composed of Cu and S, which accounts for the purity of the covellite. Likewise,
they exhibit a wide absorption spectrum in the UV-Vis-NIR region, in which
at 630 nm it reaches a minimum absorption, as a result of the absorption of
electron-hole pairs; while, at 975 nm, it exhibits an absorption peak produced by

localized surface plasmon resonance.

Keywords — CuS nanoparticles; Sulfate-reducing bacteria; Green synthesis
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Capitulo 1

Introduccion

La mineria es una industria vital para la producciéon de bienes, servicios e
infraestructura a nivel mundial y en Chile, la mineria representa una de las
actividades mas importantes, siendo su aporte al PIB de un 12.5% en 2020 y
14.6 % en 2021 [1]|. Sin embargo, como en toda produccion a gran escala, esta
industria produce cantidades significativas de desechos que tienen un gran efecto
en el entorno. Los residuos del relave de una mina es una de las consecuencias que
més impacto tiene sobre la salud humana, la vida acuatica, el medio ambiente y
la economia [2] debido a que el agua residual de los relaves contiene altos niveles
de sulfato, el cual es de los principales contaminantes de las aguas subterraneas
y superficiales [3]. Las aguas residuales de un relave derivan en un drenaje
acido minero (AMD) con rangos de pH menores a 6, elevada concentracion de
sulfato y, frecuentemente, con un contenido significativo de metales disueltos. Es
por esto que el tratamiento de aguas residuales del sector minero necesita una

biotecnologia novedosa, eficiente y sostenible.

Ante esta problemética se presenta la biosulfidogénesis como un enfoque
sostenible, que consiste en la reduccion de sulfato a acido sulthidrico (HsS) por
medio de bacterias reductoras de sulfato (SRB). El HyS bioproducido es capaz de
actuar como agente precipitante de metales, es decir, se puede utilizar para que
reaccione selectivamente con metales de transicion contenidos en un drenaje écido
minero con el fin de recuperar sulfuros metalicos |41]. Esta alternativa permite
biosintetizar una variedad de nanomateriales dependiendo de los metales que

compongan al AMD y promover la remediacion de estas aguas residuales.



La nanotecnologia se define como la comprension y el control de la materia en
dimensiones entre 1 y 100 nm, donde los fenémenos tnicos dependientes del
tamarfio de los materiales permiten aplicaciones transdisciplinarias novedosas [5].
Recientemente, ha habido un interés sustancial en la preparacion, caracterizacion
y aplicaciéon de nanoparticulas (NP) semiconductoras. Cuando el tamano de
materiales semiconductores se reduce a la nanoescala, sus propiedades fisicas
y quimicas cambian drasticamente, dando como resultado alteraciones en la
conductividad del semiconductor y en sus propiedades Opticas, tal como la
manifestacion de resonancia de plasmones de superficie localizada (LSPR), debido
a que las NP presentan mayor area superficial. En particular, las nanoparticulas
de sulfuro de cobre (CuS) han destacado por su abundancia en la tierra,
presentar una baja toxicidad, un bajo costo de produccién en comparacion
con nanoparticulas metéalicas como las NP de oro y plata y por su variedad
de prometedoras aplicaciones [6]. Las NP de CuS exhiben un comportamiento
semiconductor tipo p, lo que las hace candidatas para aplicacion en dispositivos
fotovoltaicos [7]. En adicion, posee una energia de banda prohibida optica en
el rango de 1,2 a 2,89 eV dependiendo de la estequiometria y, como tal, tiene
una gran capacidad de absorcién de luz visible y ultravioleta y puede aplicarse
ampliamente como fotocatalizador [8], sensores [9] y materiales de electrodos para

celdas solares [10)].

La presente tesis explora la biosintesis de NP de CuS a partir de drenajes acidos
mineros reales provenientes de una mina de cobre en Chile, mediante la inyeccion
de H,S generado por la reduccion biologica de sulfato producido por SRB al
interior de biorreactores sulfidogénicos. Se estudiaron las principales propiedades
fisicoquimicas de las NP por medio de microscopia electronica de barrido (SEM) y
transmision (TEM), difraccion de rayos X (XRD), espectroscopia de fotoelectrones

emitidos por rayos X (XPS) y espectroscopia UV-Vis-NIR.
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Capitulo 2

Objetivos

El objetivo general de la presente investigacion es estudiar las principales
propiedades fisicoquimicas de nanoparticulas de sulfuro de cobre bioprecipitadas

a partir de drenajes acidos mineros. Para ello, los objetivos especificos son:

1. Sintetizar nanoparticulas de sulfuro de cobre a partir de drenajes acidos

mineros, utilizando bioreactores sulfidogénicos.

2. Estudiar las propiedades morfologicas y estructurales de las nanoparticulas

resultantes.
3. Estudiar las composicién quimica de las nanoparticulas de CusS.

4. Estudiar las propiedades optoelectronicas de las nanoparticulas de CuS

biosintetizadas.
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Capitulo 3

Marco Teoérico

3.1. Sulfuro de cobre (CuS)

Los sulfuros naturales son compuestos de minerales combinados con azufre, tales
como la pirita (bisulfito de hierro), galena (sulfuro de plomo), covelita (sulfuro de
cobre). Quimicamente, los sulfuros corresponden a la union del azufre en estado
de oxidacién -2 con un elemento quimico, siendo los sulfuros metalicos los mas
comunes, como los sulfuros de cobre, debido a la tendencia del anién de azufre a

combinarse con otros metales.

En particular, los sulfuros de cobre son materiales inorganicos binarios,
cuya férmula general es Cu,S,, en el que si x es mayor a y dicho sulfuro es rico
en cobre, tal como la calcocita (CusS) y, en caso contrario, el sulfuro es deficiente
en cobre, como la villamaninita (CuSg). Existen también compuestos intermedios

estables como la covelita (CuS), anillita (Cu;Sy), entre otros.

3.1.1. Propiedades

3.1.1.1. Propiedades estructurales y electrénicas

El CuS hexagonal, conocido como covelita, es un compuesto estequiométrico que
puede existir de manera estable hasta los 500°K, por encima de esta temperatura
se descompone en Cuy_,S y liquido [11]. Gran parte de los sulfuros de cobre
presentan un comportamiento semiconductor de tipo p, sin embargo, se ha

informado que el CuS muestra conductividad metalica [12], [13] y que experimenta
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una transicion superconductora a 1.6 °K [14]. La causa de la superconductividad
en el CuS se debe a su intrigante simetria cristalina. El CuS posee una féormula
quimica simple aunque una estructura cristalina bastante compleja, presentada
en la Figura 3.1.1, que fue analizada por Oftedal (1932) y confirmada por
Berry (1954), la cual sufre una transicién desde una estructura hexagonal a una

ortorrémbica.

A temperatura ambiente, cristaliza en un tipo de estructura hexagonal
con grupo espacial P6s/mmec (Z=6), cuyos pardmetros de red son a = 3,7938 Ay
¢ = 16,341 A [15]. Estructuralmente, consta de dos sitios cristalograficos distintos
para los dtomos de cobre (Cu) y azufre (S), que se denominan Cul, Cu2, S1 y S2
respectivamente. La estructura tiene varios planos de enlaces Cu-S, tal como se
muestra en la Figura 3.1.1, en donde las capas alternas del plano CuS4, CuS3,
CuS4 estan unidas entre si por enlaces S-S a lo largo del eje c¢. En la capa de
CuS3, Cu?2 esté ordenado de forma tetraédrica con los atomos S1 y S2. Mientras

que en la capa de CuS3, Cul y S1 siguen una simetria trigonal [16].
cusaf

Cus3 J

CuS4

L 5(2)-5(2)

F CuS4

Cu(2)-5(2)

Figura 3.1.1: Estructura cristalina hexagonal de CuS. Imagen extraida de Arora
et al. |16]

A una temperatura de aproximadamente 55 °K, el sistema experimenta

espontaneamente una transicion de una estructura hexagonal a una estructura
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ortorrémbica (Cmem) de menor simetria. Esta transicion implica un pequeno
deslizamiento de las capas CuS con respecto a las de CuySs, ademas de una
variacion en las distancias de los enlaces Cu-Cu, lo que indica que la formacién de

los enlaces metalicos es la principal causa de la transicion [17].

Nozaki et al. [12] atribuyeron la superconductividad observada a 1.6 °K a
huecos en la banda de valencia que esta asociada con los orbitales 3p del azufre
[18]. La alta conductividad eléctrica del CuS le ha otorgado aplicaciones como
material de catodo para baterias recargables de litio [19], en celdas solares [20)],

electrodos [21] y también en actividades fotocataliticas [22].

3.2. Nanomateriales

El concepto de nanotecnologia fue presentado por primera vez por Richard
Feynman en su famosa conferencia titulada “Hay mucho espacio en el fondo”, en el
Instituto Americano de Tecnologia [23]. El prefijo “nano” se deriva de la palabra
: - " b . .
griega nanos, que significa “enano”. Por tanto, los nanomateriales son materiales
con un tamano inferior a 100 nm en al menos una dimension, lo que corresponde
a 1072 m, es decir, una milmillonésima parte de un metro, siendo un tamano muy

inferior al de la microescala [24].

Una caracteristica importante que discrimina a los nanomateriales es su
dimensionalidad. En un nanomaterial de dimension (0-D), las tres dimensiones
de este se encuentran en el rango de la nanoescala (<100 nm), tal como las
nanoparticulas y puntos cuanticos. En un nanomaterial unidimensional (1-D),
dos de sus dimensiones pertenecen a la nanoescala, por ejemplo, nanotubos,
nanocables y nanobarras. Por otro lado, en un nanomaterial bidimensional (2-D),
una de sus dimensiones se encuentra en el rango de la nanoescala y dos fuera de
él, por ejemplo, nanolaminas y nanorecubrimientos. Finalmente, un nanomaterial
tridimensional (3-D) corresponde a una aglomeracion de nanomateriales que, en
conjunto forman un material que no esta confinado a la nanoescala en ninguna
dimensién, por ejemplo, nanocompuestos, multiples nanocapas o paquete de
nanotubos [25]|. Las Figuras 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 y 3.2.4 muestran imagenes de

nanomateriales con distinta dimensionalidad.
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Figura 3.2.1: Iméagenes de microscopio electronico de barrido (SEM)
y microscopio electronico de transmision (TEM) de diferentes tipos de
nanomateriales 0-D. (A) Puntos cuanticos, (B) arreglos de nanoparticulas, (C)
nanoparticulas de nicleo y cubierta, (D) cubos huecos y (E) nanoesferas. Imagen
extraida de Tiwari et al. [20]

Figura 3.2.2: Imégenes de SEM de diferentes tipos de nanomateriales 1-D. (A)
nanocables, (B) nanovarillas, (C) nanotubos, (D) nanocinturones, (E) nanocintas
y (F) nanoestructuras jerarquicas. Imagen extraida de Tiwari et al. [20]
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Figura 3.2.3: Imégenes de SEM y TEM de diferentes tipos de nanomateriales
2-D. (A) Uniones (islas continuas), (B) estructuras ramificadas, (C) nanoplacas,
(D) nanolaminas, (E) nanoparedes y (F) nanodiscos. Imagen extraida de Tiwari
et al. |20]

Figura 3.2.4: Imégenes de SEM y TEM de diferentes tipos de nanomateriales
3-D. (A) Nanobolas (estructuras dendriticas), (B) nanoespiras, (C) nanoconos,
(D) nanopilleres y (E) nanoflores. Imagen extraida de Tiwari et al. [26]

Las nanoparticulas (NP) pueden ser de origen natural (incendio forestal,
erupcion volcénica, etc.), origen antropogénico involuntario (produccion durante
la combustiéon o procesos térmicos como soldadura o emisiones de diesel, o bien

particulas, polvo o aerosoles ultrafinos) y de origen antropogénico intencional
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(NP sintetizadas en fabricas o laboratorios de investigacion) [27]|. Las NP se han
estudiado ampliamente en diversas industrias como la automotriz [28, 29, 30)],
textil [31, 32, 33|, cosmética [34, 35|, farmacéutica [36, 37, 38] y medicina
[39, 40, 41|, debido a la variedad de propiedades que poseen a diferencia de
respectivo compuesto a granel, tales como actividades cataliticas, electronicas [12],

magnéticas [43], quimicas [14] y opticas [15].

3.2.1. Nanoparticulas de sulfuro de cobre

Las NP de sulfuro de cobre han atraido cada vez més la atencion en diversas
areas de investigacion debido a su abundante disponibilidad y asequibilidad [46].
Tal como hemos mencionado anteriormente, gracias a las diversas propiedades
que poseen, como actividades cataliticas, electronicas [12], magnéticas [43],
quimicas [44] y opticas [45], es que las NP de sulfuro de cobre tienen una gran
cantidad de potenciales aplicaciones en cuanto a energia, ambiental, biologico, etc.
Particularmente, en medicina, gracias a sus propiedades metalicas, y que exhiben
una fuerte absorbancia en el rango infrarrojo cercano (NIR), son candidatas
para la destruccion de células de cancer de mama por medio del efecto sinérgico
de la terapia fototérmica [47]. A su vez, exhiben actividad antimicrobiana y
antifungicida, lo que les otorga la capacidad de poder ser utilizadas como agentes

antimicrobianos |48, 49, 50].

3.2.1.1. Propiedades 6pticas

Las propiedades opticas de particulas metalicas se modifican drésticamente
cuando su tamano es menor que la longitud de onda de la luz, especificamente,
con un radio de hasta 50 nm. Estas propiedades las determina la oscilacién de
los electrones libres en la particula, los cuales estan confinados en la superficie
de la particula. Cuando una particula es iluminada con un haz de luz, ademas
de absorber energia, también dispersa parte de la luz incidente. La dispersion y
absorcion de energia depende del material que constituye la particula, su forma y

tamano y, el medio en donde esté suspendida.

La resonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR) es una respuesta que
ocurre principalmente en nanoparticulas metélicas de tamano mucho menor que

la longitud de onda de la luz incidente, en la que exhiben una oscilacion colectiva
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de portadores libres cuando la frecuencia de la onda electromagnética coincide con
la frecuencia de los portadores libres que oscilan contra la fuerza restauradora de
los portadores con carga opuesta [51]. Las NP de metales nobles como Auy Ag
exhiben principalmente sus LSPR en la region visible. Sin embargo, se ha revelado
que la LSPR surge no solo en los metales, sino también en los semiconductores
fuertemente dopados con una densidad apreciable de portadores libres, entre
ellos, NPs de calcogenuro de cobre no estequiométrico (Cuy_,S), los cuales han
exhibido una LSPR intensa en regiones del infrarrojo cercano (NIR) y hasta en el
infrarrojo medio (MIR). [52]

A diferencia de los metales nobles basados en electrones, las respuestas
LSPR en Cus_,S se originan a partir de la oscilacién colectiva de huecos libres en
la banda de valencia. Por lo tanto, el CuyS completamente estequiométrico es
LSPR inactivo debido a la ausencia de huecos libres, mientras que los Cus_,S
no estequiométricos estan todos en estado LSPR activo. Ademaés, las respuestas
LSPR en Cuy_,S son muy sensibles tanto a la estructura cristalina como a
la estequiometria Cu/S. Se ha demostrado que la covellita es intrinsecamente
metalica en lugar de ser un semiconductor fuertemente dopado. El enlace
covalente S-S y la hipervalencia S (S3 y S?) generan dos huecos libres que
se distribuyen casi por igual entre las seis capas por celda unitaria (CugSg),
dando lugar a un caracter metalico con una densidad de huecos de hasta

—3. [53] Debido al menor orden de magnitud de la

aproximadamente 10%? cm
densidad del portador con respecto a los metales nobles (N, ~ 10?2 cm™3), las

NP de CuS admiten respuestas LSPR en regiones del infrarrojo cercano (NIR) [54].

Ademsés de la estructura cristalina, otro parametro crucial es la morfologia. El
tamano de las NP tiene un efecto en la respuesta de la LSPR y, en consecuencia,
en las propiedades 6pticas de las NP. La dependencia del tamano sobre la LSPR
afecta principalmente al ancho e intensidad de la banda de resonancia, mientras
que el efecto sobre la longitud de onda de la resonancia es bastante reducido. La
intensidad de la absorcién de resonancia aumenta con el tamano de las NP, en
tanto el pico de resonancia se desplaza ligeramente. Asimismo, la forma de las
NPs afecta en la resonancia de las LSPR. Dado que la fuerza de restauracion
de la LSPR esta relacionada con la carga acumulada en la superficie de la NP,

entonces estara influencia por la geometria de esta [54].
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Las propiedades plasmonicas del CuS se pueden calcular en el marco del
modelo de Drude, el cual explica las propiedades de transporte de los electrones
libres en metales, desde una perspectiva de la mecénica clasica. La tinica diferencia
significativa es que la densidad de portadores, en este caso, es la densidad de
huecos. Dicho esto, la permitividad dieléctrica compleja se puede escribir de la

siguiente manera

e(w) = e1(w) +ieg(w), (3.2.1)
donde
2
w
€1 = €x0 — ﬁ, (322)
_ b (3.2.3)
62_w(w2—i-1ﬂ2)’ o

aqui €1(w) v €2(w) son partes real e imaginaria de la permitividad dieléctrica; el
pardmetro ' es la constante de amortiguamiento del portador libre, que describe
el amortiguamiento de las oscilaciones colectivas debido a la dispersion con
electrones, fonones, defectos de red o impurezas; y €4, es la constante dieléctrica

de alta frecuencia.

La frecuencia de plasma de los portadores libres estd determinada por la

ecuacion 3.2.4:
ne?

wp = (3.2.4)

gom*’

donde e es la carga del electron, m es la masa efectiva, ¢y es la permitividad del

espacio libre y n es la densidad de los portadores.

El coeficiente de extincion C.,; para las particulas esféricas pequenas,
donde solo las contribuciones dipolares juegan un papel predominante, viene

determinado por la expresion 3.2.5:

187V el g9(w)
A (e1(w) + 26,,)2 + &3(w)’

Clogt = (3.2.5)

donde ¢, es la permitividad dieléctrica del medio circundante, V' es el volumen

de nanoparticulas y A es la longitud de onda. Como se muestra en la ecuacion
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3.2.4, w, esta directamente relacionado con la densidad de portadores n y, por
lo tanto, proporciona una base para determinar la concentraciéon de portadores
en una muestra en particular mediante la aplicaciéon de modelos teéricos como el

modelo de Drude para igualar la resonancia de plasmones de superficie localizada.

3.3. Métodos de sintesis

Las NP se sintetizan mediante una variedad de técnicas que incluyen métodos
fisicos, quimicos y biologicos. Estas técnicas pueden clasificarse ampliamente en

enfoques top-down (arriba hacia abajo) y bottom-up (abajo hacia arriba).

Los métodos top-down comienzan con un material a granel (top) que es
reducido de tamano a escalas nanométricas (down), por medio de procesos
mecanicos, fisicos y/o quimicos. Estos métodos son faciles de implementar
para escalar la produccion, sin embargo, la resoluciéon conseguida en la escala
nanométrica es muy limitada. Las técnicas mas utilizadas son la molienda y
la litografia. En contraste, los métodos bottom-up inician a partir de dtomos
o moléculas (bottom) que reaccionan bajo condiciones fisicas o quimicas
para formar nanomateriales (up), dando como resultado el crecimiento o
ensamblado de estructuras nanométricas de distinta dimensionalidad. Estos
métodos son méas versitiles en cuanto a la modificacion de los parametros
fisicos de los nanomateriales, tales como el tamano y la forma. No obstante,
su produccién a gran escala es compleja debido a la dificultad de controlar los
fenémenos de transporte de materia y energia involucrados en los procesos de
nanocristalizacion.[55] Los métodos de este enfoque involucran principalmente
métodos quimicos, entre éstos los mas comunes para la sintesis de nanoparticulas
de sulfuro de cobre se encuentran; proceso sol-gel, método hidrotermal, método de
pirolasis, deposicion quimica de vapor, método de electrodeposicién, entre otros.
[56]

3.3.1. Proceso hidrotérmico/solvotérmico

El término "proceso hidrotérmico /solvotérmico"se define como la realizacion de
reacciones quimicas en disolventes contenidos en recipientes sellados en los que la

temperatura de los disolventes puede llevarse a sus puntos criticos mediante el
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calentamiento simultaneo con presiones autogenas [57]. El proceso se denomina
"hidrotermalguando se utiliza agua como disolvente, mientras que el término
“proceso solvotérmico” se utiliza cuando se utilizan compuestos organicos como

disolventes.

La sintesis de materiales a través de métodos hidrotérmicos/solvotérmicos es un
proceso de cristalizacion directamente a partir de soluciones que normalmente
implica dos pasos: la nucleacion de cristales y el posterior crecimiento. Al controlar
las variables de procesamiento, como la temperatura, el pH, las concentraciones de
reactivos y los aditivos, los productos finales podrian fabricarse con los tamanos
y morfologias de particulas deseados. Los fenémenos subyacentes al control del
tamano y la morfologia mediante el ajuste de las variables del proceso son las
tasas generales de nucleaciéon y crecimiento, que dependen de la sobresaturacion
[58].

La nucleaciéon ocurre cuando la solubilidad del soluto excede su limite en
la solucion, es decir, cuando la soluciéon se sobresatura (relacion entre la
concentracion real y la concentracion de saturacion de las especies en la
solucion). [59] La reaccion es irreversible; el soluto se precipita en grupos
de cristales que pueden crecer hasta alcanzar un tamano macroscopico [60].
Después de la nucleacion, los cristales crecen de forma secuencial o concurrente
a través de una serie de procesos que implican la incorporaciéon de unidades
de crecimiento, que tienen la misma composicion que las entidades cristalinas,
pero poseen estructuras iguales o diferentes, desde la solucion a granel a las
entidades cristalinas existentes y provocando tamanos aumentados. Estos
diferentes procesos se pueden clasificar aproximadamente en cuatro pasos:
transporte de unidades a través de la solucion, unién de unidades a la superficie,

movimiento de unidades en la superficie y unién de unidades a sitios de crecimiento.

El método hidrotermal produce materiales inorgénicos binarios en agua
caliente a alta presion. La reaccion se lleva a cabo dentro de un autoclave
(recipiente de acero) que puede soportar las dréasticas condiciones de temperatura
y presion. El uso del método hidrotérmico en la preparacion de metales o
sulfuros metalicos, se ha convertido en una tendencia reciente debido a las

ventajas asociadas con este método en términos de requisitos de temperatura
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comparativamente bajos, reproducibilidad, homogeneidad y pureza del producto

[6]-

Las dimensiones y morfologias resultantes de las NP pueden modificarse
en este proceso hidrotermal, ya sea cambiando los precursores, la temperatura
de reacciéon y el tiempo de reacciéon. Dado que los nanomateriales obtenidos por
sintesis hidrotermal poseen alta pureza y buena cristalinidad, y el proceso de
preparacion es relativamente simple, la sintesis hidrotermal se convierte en la
primera opcién para preparar nanomateriales de CuS para varios investigadores.
Por ejemplo, Patil S. et al [10] sintetizaron una pelicula delgada de CuS con este
método, cuya morfologia es similar a la de nanoflakes, con un espesor de 420 nm
y energia de banda prohibida 6ptica de 1.95 eV. En otro estudio, se sintetizaron
nanoesferas y nanotubos de CuS, utilizando los reactivos sulfato de cobre (CuSOy)
y tiosulfato de sodio (NagS20O3) como fuentes de cobre y azufre, respectivamente.
En cuanto a las nanoesferas, estas exhiben distribuciones de tamano amplio
de aproximadamente 1000 — 2000 nm. Mientras que los nanotubos presentan

didmetros que estan entre 200 y 500 nm.

Tapa de
teflon

Autoclave de
acero
inoxidable

)
fom

Muestra = Solucion de

@ deposito

Revestimiento
de teflon
Plato de
— acero
inoxidable

Figura 3.3.1: Esquema proceso hidrotérmico.
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3.3.2. Electrodeposicion

La electrodeposicion es un proceso electroquimico que utiliza corriente eléctrica
para depositar una fina capa de un determinado metal sobre un sustrato.
Basicamente, este método implica el uso de un sistema electroquimico de dos o
tres electrodos. Los iones en solucion se depositan en el catodo con carga negativa
y transportan carga a una velocidad que se mide como corriente en el circuito
externo. El proceso es relativamente barato y rapido y permite formas complejas
de NP. El grosor de la capa depende simplemente de la densidad de corriente y
del tiempo durante el cual fluye la corriente. El depdsito puede desprenderse si se

elige que el sustrato sea soluble disolviéndolo.

Este método utiliza corriente eléctrica para reducir los cationes metéalicos
disueltos para que formen una capa delgada en un electrodo. Ademas, no depende
de una atmosfera de vacio, lo que reduce en gran medida el costo y aumenta la
escalabilidad e incluso, se pueden lograr tasas de deposicion relativamente altas.
En este proceso, el anodo estéd hecho del metal que se va a depositar y se oxida al
suministrar corriente continua, esta oxidacién crea iones que se disuelven y fluyen
a través de la solucion electrolitica, que contiene sales metalicas y otros iones
para permitir el flujo de electricidad. Los iones disueltos se reducen y depositan

sobre el catodo.

El espesor del revestimiento se puede controlar variando la duraciéon de
la corriente eléctrica entre los metales y la fuerza de la corriente aplicada entre los
metales. Aumentar uno o ambos de estos aumentara el grosor del revestimiento.
En otras palabras, el espesor de la pelicula puede controlarse monitoreando
la cantidad de carga entregada, mientras que la tasa de deposicion puede ser
seguida por la variacion de la corriente con el tiempo. Al controlar el grosor del
revestimiento, se pueden evitar los problemas de revestimiento resultantes de
geometrias complejas. Las peliculas finales pueden variar en espesor desde unos
pocos nandémetros hasta decenas de micrones y pueden depositarse en grandes
areas de muestra de forma compleja, lo que hace que el proceso sea muy adecuado

para uso industrial [61].
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Electrodo
referencia

Sustrato Anodo
Electrolito
Depoésito
nanocristalino

Figura 3.3.2: Esquema de electrodeposicion sobre un sustrato.

3.3.3. Proceso sol-gel

El proceso sol-gel, también conocido como deposicion de soluciéon quimica, es
un enfoque de sintesis quimica hiimeda que se puede utilizar para generar
nanoparticulas mediante gelificacion, precipitacion y tratamiento hidrotérmico
[62]. El método sol-gel es ampliamente utilizado en los campos de los materiales y
la ciencia quimica. Dichos métodos se utilizan principalmente para la fabricacion
de materiales a partir de una solucién quimica (o sol) que acttia como precursor
de una red integrada (o gel) de particulas discretas o polimeros de red. Al cambiar
ciertos parametros experimentales, incluida la introduccion de dopantes [63], el
tratamiento térmico [64] y la eleccion adecuada de otros tensioactivos, incluidas las
micelas invertidas [65], arquitectura de matriz polimérica basada en copolimeros
de bloque [66] o mezclas de polimeros [67], vidrios porosos [68] y recubrimiento
de particulas ex situ [69], es posible controlar mejor la distribucion de tamano y
el control de estabilidad de los semiconductores de confinamiento cuantico, metal,
nanoparticulas de 6xido de metal. A pesar de lo anterior, la quimica bésica del

proceso sol-gel es compleja debido a las diferentes reactividades de los componentes
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que forman y modifican la red y la amplia variedad de parametros de reaccion,

[70].

Precursores + Solventes
0. 0
e@i&“c

Aerogel
Hidrolisis
—
Xerogel
(Estructuras coloidales)  (Estructura porosa m
conectada) Cryogel

Figura 3.3.3: Esquema proceso sol-gel.

3.3.4. Biosintesis

Hemos revisado varios métodos de sintesis quimica, sin embargo, se han asociado
muchos efectos adversos a estos procesos debido a la presencia de sustancias
quimicas toxicas absorbida en la superficie. Las alternativas ecologicas a los
métodos quimicos y fisicos son formas biologicas de sintesis de nanoparticulas
utilizando microorganismos [71], enzimas |72], hongos [73] y plantas o extractos
de plantas [74]. El desarrollo de estos métodos ecologicos para la sintesis de
nanoparticulas se esta convirtiendo en una rama importante de la nanotecnologia,

especialmente las nanoparticulas de plata, que tienen muchas aplicaciones |75, 76].

La biosintesis de nanoparticulas por microorganismos es una tecnologia
verde y ecologica. Diversos microorganismos, tanto procariotas como eucariotas,
se utilizan para la sintesis de nanoparticulas metalicas, a saber. plata, oro, platino,
zirconio, paladio, hierro, cadmio y 6xidos metalicos tales como 6xido de titanio,
oxido de zinc, etc. Estos microorganismos incluyen bacterias, actinomicetos,
hongos y algas. La sintesis de nanoparticulas puede ser intracelular o extracelular

segin la ubicacion de las nanoparticulas [25].

Sintesis intracelular de nanoparticulas por hongos: este método

implica el transporte de iones a las células microbianas para formar nanoparticulas
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en presencia de enzimas. En comparacion con el tamano de las nanoparticulas
reducidas extracelularmente, las nanoparticulas formadas dentro del organismo
son mas pequenas. El limite de tamano probablemente esté relacionado con las

particulas que se nuclean dentro de los organismos [77].

Sintesis extracelular de nanoparticulas por hongos: La sintesis extracelular
de nanoparticulas tiene més aplicaciones en comparacion con la sintesis intracelular,
ya que carece de componentes celulares adyacentes innecesarios de la célula. En
su mayoria, se sabe que los hongos producen nanoparticulas extracelularmente
debido a sus enormes componentes secretores, que estan involucrados en la

reduccion y proteccion de las nanoparticulas [77].

Microbios para la produccién de nanoparticulas: tanto los organismos
unicelulares como los multicelulares producen materiales inorgénicos ya sea intra
o extracelularmente [78]. La capacidad de microorganismos como bacterias y
hongos para controlar la sintesis de nanoparticulas metalicas se emplea en la
bisqueda de nuevos materiales. Por su tolerancia y capacidad de bioacumulacion
de metales, los hongos han ocupado el centro de los estudios sobre la generacion

biologica de nanoparticulas metalicas [79].

Sin embargo, ademéas de todos estos métodos ecologicos de sintetizar
nanoparticulas, recientemente se ha desarrollado un método novedoso de
biosintesis, el cual hace uso de bioreactores sulfidogénicos que contienen
poblaciones de bacterias y que pueden ser utilizados en la bioremediacion de
drenajes adcidos mineros [4]|. En esta investigacion, se biosintetizaron nanoparticulas
de sulfuro de cobre a partir de drenajes acidos mineros y posteriormente se
realizaron diversas caracterizaciones fisicoquimicas que seran abordadas en los

siguientes capitulos.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Bioproduccién de nanoparticulas de sulfuro

de cobre

El proceso de sintesis de las nanoparticulas comienza con el cultivo de una
poblacion de bacterias acidofilas reductoras de sulfato (SRB) contenidas en
un bioreactor, en el que se controlan diversos parametros que propician la
sobreviviencia de la poblacién por medio de la unidad Fermcac 310/60, fabricado
por Electrolab Biotech. Esta unidad proporciona un ambiente con condiciones
estables, tales como un pH acido de 4.5, temperatura de 23°C y agitacion
mecanica de 30 rpm. Ademaés, se les entrega un flujo continuo de alimentacion,
que permite mantener las condiciones previas fijas. La alimentacion consiste en
una solucion salina base (HBS 50 %) a 20 mL/L, glicerol 1M a 3 mL/L, sulfato de
potasio (K2SOy4) a 0.9 g/L, elementos traza (TEx1000) a 1 mL/L y extracto de
levadura a 0.1 g/L.

Las bacterias reducen el sulfato aportado como alimento, y generan &cido
sulfhidrico (HyS) en fase gaseosa, por medio de la reaccion quimica 4.1.1. Este
gas, al interactuar con una solucién con metales, es capaz de reaccionar con iones

metéalicos, permitiendo la precipitacion de estos como sulfuros metalicos, mediante
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la reaccion quimica 4.1.2.

H,S + Me™ — MeS + 2H" (4.1.2)

Experimentalmente, mediante la inyecciéon de nitrogeno en el biorreactor (fijado a
100 mL/min), el flujo de HyS es transportado a un vaso precipitado que contiene
un drenaje acido real de una mina ubicada en la Region de Valparaiso, Chile, cuya
composicion se basa, principalmente, en cobre (860.9 mg/L), magnesio (662.5
mg/mL), aluminio (381.6 mg/L) y manganeso (232.6 mg/L). En la tabla 4.1.1 se
especifica las concentraciones de todos los elementos presentes en el drenaje y la
figura 4.1.1 exhibe un esquema del montaje del bioreactor.

Al establecer un tiempo de retencién hidraulica de 48 horas, ademés de un pH
acido de 4.5, por solubilidad, el primer metal que reacciona con este gas es el
cobre, permitiendo la precipitacion de nanoparticulas de sulfuro de cobre. Esto
ocurre, debido a que cuanto mas bajo es el pH de una solucion, en este caso agua,

mayor es la concentracion de cobre [ibre en la misma.
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Figura 4.1.1: Representacion esquemética del biorreactor
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Parametros en Agua de Mina Unidad Concentracién
Aluminio mg/L 381.6
Arsénico mg/L 0.0042

Boro mg/L 0.149
Calcio mg/L 185.6
Carbonatos mgCaCO;3/L <1.0
Cloruro mg/L 85.3
Cobalto mg/L 2.23
Cobre mg/L 860.9
Fosforo mg/L <0.006
Hierro mg/L 1.40
Magnesio mg/L 662.5
Manganeso mg/L 232.6
Nitrato mg/L 0.77
Potasio mg/L 7.05
Silicio mg/L 20.2
Sodio mg/L 51.9
Zinc mg/L 78.2

Cuadro 4.1.1: Mediciones analiticas de la composiciéon y concentracion de
contaminantes presentes en el drenaje minero. Analisis efectuado por el Laboratorio
de ensayos EULA-Clhile.

4.2. Técnicas de caracterizacion

El desarrollo actual de la Nanociencia y la Nanotecnologia no seria posible sin la
caracterizacion a través de técnicas de identificacion de materiales. Existen técnicas
basadas en microscopia electronica (p. ej. de transmision y de barrido), que brindan
informacion sobre el tamano y la morfologia de los nanomateriales. Otras técnicas
proporcionan informacion sobre la estructura cristalina, composicion elemental,
propiedades oOpticas y otras propiedades fisicas comunes y més especificas de
las muestras de nanoparticulas. Ejemplos de estas técnicas incluyen técnicas de
rayos X y espectroscopia, dentro de las cuales destacan la difraccion de rayos X,
la espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X y la espectroscopia de

ultravioleta-visible.

4.2.1. Técnicas para andlisis estructurales

Entre las tecnologias de caracterizacion, las técnicas de rayos X proporcionan

una gran cantidad de conocimientos sobre las caracteristicas de los materiales,
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incluida la estructura atémica de los materiales cristalinos, la composicién y el
estado quimico de los elementos en una mezcla compleja, las caracteristicas de
la superficie de los materiales, asi como una gran cantidad de otra informacion.
Por ejemplo, el tamano de los cristales de las nanoparticulas se refleja en el ancho
de los picos en los patrones de difraccion de rayos X (XRD), mientras que la
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) proporciona informacion sobre
la estructura electronica de las nanoparticulas y la transferencia de carga entre

los elementos constituyentes en nanoparticulas heteroestructuradas o de aleacion.

4.2.1.1. Espectroscopia de ultravioleta-visible

La espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-Vis) consiste en irradiar una
muestra con radiacion electromagnética de varias longitudes de onda en el rango
UV-Vis. Segun el compuesto, la muestra absorbe parcialmente la radiacion
incidente y transmite el resto, lo cual genera un espectro de absorcién tnico
de cada compuesto. La espectroscopia UV-Vis estéd basada en la medicion de
la atenuacion de radiacion electromagnética por parte de un compuesto en
solucion o soélido, promoviendo la excitacion de electrones de enlace desde el
estado fundamental (HOMO) hasta el primer estado excitado (LUMO). La
radiacion UV-Vis sobre un rango de energia entre 1.5 — 6.2 eV, que corresponde
a la separacion energética entre los orbitales moleculares en los que se produce
transiciones electronicas y que se relaciona con un rango de longitud de onda

entre 190 y 780 nm aproximadamente [30)].

Los componentes basicos de un espectrofotometro son una fuente de luz
(generalmente, una lampara de deuterio o tugsteno), un monocromador, un
portamuestras y un detector. El haz de luz inicial pasa a través de la primera
rendija del monocromador y se refracta en un arcoiris de colores al incidir
sobre un prisma, para luego atravesar por una rendija de salida que permite
seleccionar la longitud de onda deseada, de forma que solo una banda estrecha de
estas pueda pasar a través de la muestra. Esta luz monocromatica atraviesa un
compuesto contenido en una cubeta que permite el paso de la radiaciéon en la
region espectral de interés. Finalmente, el detector detras de la muestra capta la
radiacion que logra transmitirse a través de la muestra. La Figura 4.2.1 muestra

esquematicamente este proceso.
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Figura 4.2.1: Diagrama esquemaético de los componentes de un espectrofotometro
UV-Vis.

A partir de las mediciones es posible conocer la absorbancia de la muestra, es
decir, la cantidad de luz absorbida por esta, por medio de la ley de Beer-Lambert

(ecuacion 4.2.1)
I
44:—b&0<1):5d (4.2.1)
Iy

donde I, es la intensidad del haz incidente, Iy es la luz transmitida, € es la
absortividad molar de la muestra (M~'em™!), ¢ es la concentracién de la solucion
(M) y £ es el camino 6ptico, es decir, la profundidad de la muestra (generalmente, 1
cm). Esta ley relaciona la absorcion de la radiacion incidente con la concentracion
del material absorbente. Por lo tanto, la segunda forma de la ecuacién 4.2.1
permite una relaciéon proporcional entre la concentraciéon y absorbancia de una
solucion. Ademas, a partir del coeficiente de absorcion («) (ecuacion 4.2.2), que
corresponde al porcentaje de energia absorbida con respecto a la energia incidente,
se puede extraer informaciéon respecto las energias de transiciéon para un electréon
que pasa del estado fundamental al estado excitado, por medio la relacion 4.2.3

o In10x 10
a(cm ) = W

ahv o« (hv — Eg)" (4.2.3)

(4.2.2)
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donde hr es la energia del haz incidente y FEg es la energia de la banda
prohibida de la muestra. Ademés, n puede tomar los valores 2, 1/2, 2/3 y 1/3,
correspondientes a cada tipo de transicion electrénica, esto es, transicion directa
permitida, indirecta permitida, directa no permitida e indirecta no permitida,
respectivamente. Por lo tanto, al realizar un grafico (ahv)? vs hr es posible

obtener el valor del gap dptico para cada transicion [31].

Los espectros UV-Vis de las nanoparticulas sintetizadas se midieron en
un espectrofotometro Jasco V-730 en el rango espectral de 200 a 850 nm. Se
colocaron cubetas de cuarzo selladas (volumen de muestra de 1 mL) en un soporte
de cubetas a temperatura ambiente. Cada muestra se registré al menos tres veces

(pasando previamente por el sonicador en cada repeticion).

4.2.1.2. Difraccién de rayos X

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) se basa en la interferencia
constructiva de rayos X monocromaticos en fase y una muestra cristalina. Cuando
los rayos X viajan a través de una estructura cristalina, los d&tomos dispersan
la radiacion incidente en todas direcciones y en algunas, los rayos dispersados
estaran completamente en fase y, por tanto, se reforzaran mutuamente para
formar rayos difractados. Cuando se cumple la Ley de Bragg, la interaccion de
los rayos incidentes con la muestra genera interferencia constructiva y un rayo
difractado (Figura 4.2.2). Esta ley (ecuacion 4.2.4) correlaciona la longitud de
onda de la radiacion electromagnética (\) con el angulo de difraccion (0) y el

espacio interplanar entre los planos cristalinos de la muestra [30].
nA = 2dsiné (4.2.4)

En los estudios XRD, la muestra se escanea a través de un rango de angulos
predeterminados de 26 y se recolectan todos los rayos X difractados de la muestra.
Ademas, estos estudios se realizan, generalmente, a una longitud de onda fija;
por lo tanto, una medida de los angulos de difraccion permitira calcular los
espaciamientos asociados. La radiacion X tiene una longitud de onda de 0.1 a 100
A, que est4 cerca de la distancia interplanar en un cristal y, por lo tanto, permite

que la estructura del cristal difracte los rayos X [82]
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Figura 4.2.2: Representacion grafica de la Ley de Bragg, en la que dos rayos se
reflectan en dos planos distintos con distancia d entre ellos.

Los difractémetros consisten principalmente en una fuente de rayos X, una rendija
divergente, un portamuestras, una rendija receptora y un detector de rayos X
(Figura 4.2.3). Los rayos X producidos se mueven a través de las rendijas divergentes
y llegan a la muestra donde se difractan en varias direcciones. Los rayos difractados
llegan al detector después de pasar por la rendija receptora. La configuracion
Optica para dirigir los rayos X utiliza un sistema de rendijas y un monocromador,
encargado de colimar y filtrar el haz, tal que se suprimen otras longitudes de onda,
de manera que solo la radiacion CuKa esté presente en el haz. [83]

La estructura cristalina de nuestras nanoparticulas fue estudiada con el

difractometro Bruker Dj Endeavor, la radiacion utilizada es CuKa con A = 1,5418

A
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Figura 4.2.3: Diagrama esquematico del funcionamiento de un difractémetro.

4.2.1.3. Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

El principio fundamental de la espectroscopia de fotoelectrones emitidos por
rayos X (XPS, por sus siglas en inglés) se basa en el efecto fotoeléctrico, que
fue descubierto por Heinrich Hertz en 1887 y explicado teéricamente por Albert
Einstein en 1905. Este efecto corresponde a la emision de electrones cuando la luz
(en este caso, rayos X) golpea la superficie de un material y excita sus atomos. Por

lo tanto, los electrones emitidos bajo este fenémeno se denominan fotoelectrones.

Los electrones en el nivel central de los atomos estan unidos al ntcleo
con una energia de enlace caracteristica de su elemento particular, que es
conceptualmente igual a la energia de los fotones del haz de rayos X. Cuando un
material sélido absorbe radiacion de rayos X, emite un fotoelectréon cuya energia
cinética (Ex) depende de la energia del foton radiado (hv) y de la energia de

enlace (Ep) de electrones en la capa correspondiente
Ex =hv— (Eg+ ) (4.2.5)

donde ¢ es la funcion de trabajo del espectrometro (aproximadamente 4—5 eV),
que se agrega a la ecuacion 4.2.5 para compensar los electrovoltios de energia
cinética perdidos por el fotoelectron debido a la absorcion por parte del detector

del instrumento [80].
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La instrumentaciéon basica para XPS se muestra en la Figura 4.2.4 e
incluye una fuente primaria de rayos X, un analizador de energia de electrones y
un detector, todo contenido dentro de una camara de ultra vacio (UHV), con
presiones operativas por debajo de aproximadamente 10~7 Pa, con el propésito
de mantener la superficie de la muestra libre de contaminacion y evitar que los
contaminantes produzcan una senal XPS y conduzca a un analisis incorrecto de

la composicion de la superficie [32]

La configuracion maéas cominmente aplicada consiste en un anodo doble,
que proporciona lineas monocromaticas de AlKa y MgKa. La fuente de rayos X,
que proporciona fotones, debe tener suficiente energia (por lo general, una energia
de 15 keV) para excitar intensos picos de fotoelectrones de todos los elementos de
la tabla periddica (a excepcion del hidrogeno y helio). Los fotoelectrones emitidos
tienen una energia de penetraciéon baja, por lo que solo se pueden detectar los
atomos presentes en una profundidad de hasta 10 nm. Los fotoelectrones mas
energéticos pueden escapar de la superficie superior de la materia (alrededor
de 50—100 A). Estos fotoelectrones, después de ser enfocados en la trayectoria
de un analizador de energia de electrones por lentes electromagnéticas, y de
medir su energia cinética, se dirigen al detector para contar el ntmero de
fotoelectrones entregados con una energia cinética especifica. El nimero de
electrones detectados se cuenta para cierto intervalo de tiempo, y luego se repite
el conteo de electrones a un nuevo valor de energia cinética. La escala de energia
cinética se convierte en una escala de energia vinculante utilizando la conservacion
de energia (EFp = hv — Ex — ¢). Finalmente, los conteos (eje Y) se representan
frente a la energia de enlace de los electrones detectados (eje X). Dado que
la energia de enlace de los fotoelectrones del niicleo es caracteristica de cada
atomo, XPS permite la determinacion de elementos en la superficie de la muestra

midiendo las energias de los fotoelectrones que salen de la muestra [34].

La composicion elemental de las nanoparticulas sintetizadas fue obtenida
mediante un analizador de energia hemisférico (SPECS, Phoibos 100MDC-5) con
radiacion MgKa (1253,6 €V) de una fuente de rayos X de dnodo doble (Al-Mg)
operada a 300 W.
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Figura 4.2.4: Diagrama de un espectrémetro de fotoelectrones. Se usa radiacion
de rayos X para ionizar una muestra y el analizador de energia registra la energia
cinética de los electrones emitidos.

4.2.2. Técnicas para analisis morfoloégico. Microscopia

electronica

La microscopia electronica se basa en la utilizaciéon de un haz de electrones
acelerados que inciden sobre la muestra formando una imagen aumentada de
la misma. Se utilizan lentes electromagnéticas para dirigir y enfocar el haz de
electrones, junto con un sistema de vacio en el interior del microscopio, con
el fin de aumentar el recorrido libre medio de los electrones. La microscopia
electronica aporta informaciéon sobre la morfologia y estructura de superficies.
Existen dos tipos bésicos de microscopias electronicas: La microscopia electronica

de transmision y microscopia electronica de barrido.

4.2.2.1. Microscopia electronica de transmision

La microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés)
consiste en la formacién de imagenes bidimensionales a partir de un haz de
electrones enfocado de alta energia (60 — 150 keV), que es transmitida a través

de una muestra muy delgada [85].
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Los electrones son generados por un canén de electrones, generalmente,
por emision termoiénica de catodos de tugsteno calentado mediante una diferencia
de potencial bajo un vacio tipico de 1072 Pa. El haz de electrones es acelerado
por un anodo, enfocado por lentes electromagnéticas condensadoras y transmitido
a través de la muestra, en donde la difraccion del cristal causa que parte del
haz incidente se disperse fuera de este y parte sea absorbido por la muestra. El
haz atenuado transporta informaciéon sobre la morfologia de la muestra y que
es ampliada por un sistema de lentes objetivo del microscopio. Finalmente, la
imagen es proyectada en una pantalla de visualizacion fluorescente recubierta de
un material de centelleo, por tanto y debido a que la imagen es producto del haz
transmitido a través de la muestra, la preparacion de estas es esencial [36]. Las
muestras deben estar libres de suciedad para evitar la contaminacion cruzada,
ademés deben ser lo suficientemente delgadas para obtener mediciones favorables,
tipicamente de 100 — 200 nm de espesor [87]. La figura 4.2.5 presenta un esquema

de los componentes principales de un equipo TEM.

El equipo utilizado en esta investigacion es un Hitachi HT7700 120KV,
con el que se realizaron estudios del tamano medio de las nanoparticulas

sintetizadas.
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Figura 4.2.5: Esquema de los componentes de un microscopio electréonico de
transmision.

4.2.2.2. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM,por sus siglas en inglés) es un
dispositivo de mapeo mas que de imagenes, en el que se utiliza un haz de
electrones, que barre un patron de trama regular idéntico (generalmente de

1000x 1000 puntos), la superficie de una muestra conductora. [38]

Los componentes principales de un equipo SEM es presentado en la figura 4.2.6.
El funcionamiento de un SEM consiste en la emisién de un haz de electrones,
acelerados a una energia tipica de 500 eV a 30 keV y que son enfocados mediante

una serie de lentes electromagnéticas condensadoras, tal que el haz incide sobre
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la superficie de la muestra [88]. Las interacciones del haz con la muestra dan
como resultado la emision de electrones secundarios de baja energia (2 — 5 eV) y
electrones dispersados (con energias que alcanzan los 50 V) a medida que los
electrones del haz penetra la superficie. [89] Un detector mide la cantidad de
electrones secundarios que arroja la intensidad de la zona de la muestra, siendo
capaz de mostrar figuras en tres dimensiones. Su resolucién maxima esta entre
4 y 20 nm dependiendo del microscopio [90]. En particular, en este estudio se
utiliz6 un equipo SEM JEOL JSM - 7100F con el fin de observar e identificar la

morfologia y medir el tamano de las NP de CuS sintetizadas.
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Rayo de

Lente
condensadora
Lente de
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Detector de electrones e e Detector de electrones

-

e

Figura 4.2.6: Esquema de los componentes de un microscopio electrénico de
transmision.
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Capitulo 5
Analisis y Discusion

5.1. Sintesis de nanoparticulas de CuS

Las nanoestructuras de sulfuro de cobre fueron sintetizadas con éxito utilizando
un flujo de acido sulthidrico (H,S) en fase gaseosa producido por un biorreactor
sulfidogénico continuo de biopelicula de flujo ascendente a pH 4.5 (Fermac 200;
Electrolab Biotech, Reino Unido) con un volumen de trabajo de 2.3 L (Figura
5.1.1(a)). El HoS es enviado a través de una corriente de nitrogeno libre de oxigeno
hacia un recipiente fuera de linea que contiene un drenaje dcido minero real, dando
paso a la precipitacion de nanoestructuras de sulfuro de cobre (Figura 5.1.1(b) y
(c)). Una vez que las NPs de CuS decantan al fondo del matraz, se recolecta la
solucién con una jeringa desechable y se recoge el precipitado, el cual es lavado y

posteriormente secado térmicamente.



34 5.2. Propiedades morfologicas y estructurales

Figura 5.1.1: Proceso de sintesis de las nanoparticulas de sulfuro de cobre. (a)
Sistema integrado de precipitacion de sulfuros por gas HsS generado por un
biorreactor sulfidogénico. (b) Matraz de precipitacion de sulfuro que contiene
drenaje acido minero. (c¢) Extraccion de la solucion de drenaje acido minero con
nanoestructuras de sulfuro de cobre precipitadas. (d) Nanoestructuras de sulfuro
de cobre resultantes del proceso de sintesis previo (izquierda) y posterior (derecha)
a curacion térmica.

5.2. Propiedades morfolégicas y estructurales

5.2.1. Microscopia electrénica de barrido y transmision

Para validar que, efectivamente, se sintetizaron nanoparticulas, se llevaron a cabo
estudios morfologicos de estas. La Figura 5.2.1 muestra una imagen SEM de
las nanoestructuras de CuS bioproducidas por la corriente de H,S, en la que a
primera vista, se observa que existe una tendencia a la formaciéon de ctimulos
de nanoestructuras y ademaés, es posible notar nanoestructuras monodispersas
que poseen una forma esférica con un didmetro promedio de 40 + 9 nm y &rea
promedio de 1341 £ 640 nm?. Las mediciones de tamaiio se realizaron luego de

2300 mediciones con el software ImageJ. Los datos se promediaron y se determind
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su distribucion (ver Figura 5.2.2).
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Figura 5.2.1: Imagen SEM de nanoparticulas de sulfuro de cobre bioproducidas

a partir de drenaje acido real.
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Figura 5.2.2: Distribucion de diametro y area de las nanoparticulas de sulfuro
de cobre. A partir de un total de 2300 mediciones, se determiné que el didmetro y
area medio de las NPs es de 40 & 9 nm y 1341 4 640 nm?, respectivamente.

Por otra parte, la Figura 5.2.3 presenta una imagen TEM de las nanoestructuras

resultantes. Nos confirma la morfologia esférica de estas y la consistencia en cuanto

al tamano medio que poseen. A partir de este anélisis morfolégico, podemos
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afirmar que el proceso de sintesis llevado a cabo da como resultado la formacion

de nanoparticulas.

Figura 5.2.3: Imagen TEM de nanoparticulas de sulfuro de cobre bioproducidas
a partir de drenaje acido real.

5.2.2. Difracciéon de Rayos X

Uno de los estudios realizados a las nanoparticulas de CuS biosintetizadas fue
la difraccion de rayos X, con el propésito de analizar la estructura y validar
la formacion de covellita. La Figura 5.2.4 muestra el patron XRD de estas
nanoparticulas de CuS. Los picos bien definidos en el patréon XRD indican la
formacion de CuS pura en fase hexagonal con alta cristalinidad, presentando un
pico intenso a 26 = 47.97° orientado a lo largo del plano cristalino (110). Ademas,
se observan picos de difraccion prominentes a 27.16°, 27.68°, 29.29° 31.77°,
32.83%) 38.799, 43.26°, 52.74°, 57.20°, 59.4°, 67.3°, 69.99° y 74.06° orientados
respectivamente con los planos (100), (101), (102), (103), (006), (105), (106),
(108), (202), (116), (118), (207) y (208). A partir del plano (100), se calculo
los parametros de red, obteniendo @ = b = 3.79 A y ¢ = 16.445 A. Los picos
observados son consistentes con los indices de Miller y la disposicién hexagonal de
los atomos de Cu y S, dados por el espectro estandar de CuS hexagonal. (JCPDS
File No. 06-464). Por tanto, podemos confirmar que, en efecto, las nanoparticulas
biosintetizadas corresponden a la estructura hexagonal de la fase pura de covellita

CuS (grupo espacial P63/mmc).
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Figura 5.2.4: Patrones de difraccion de rayos X de nanoparticulas de CuS
biosintetizadas.

El tamano nanocristalino (D) se calculé en base al pico de difraccion

correspondiente al plano de red (110) siguiendo la formula de Debye Scherrer

K\

= Foosd (5.2.1)

donde el factor de forma K se evalué como 0.9, A = 0.15406 nm es la longitud
de onda de la radiacion de rayos X, 5 = 0.013 es la anchura a media altura del
pico de difraccion en radianes y 8 = 0.42 es el angulo de difraccion en radianes.

Obteniendo que el tamano medio del cristal es D = 12.14 nm.

5.3. Composicion elemental de las nanoparticulas

de CuS

Se llevo a cabo un analisis XPS para confirmar la composiciéon y la pureza de las
nanoparticulas de CuS. El espectro completo, que se muestra en la Figura 5.3.1,
indica la presencia de picos de Cu 2p, S 2p junto con picos de C 1s y O 1s. La
presencia de los picos de carbono y oxigeno puede deberse a que son elementos
presentes en la superficie y atmosfera del equipo XPS. Los espectros de Cu 2p y S
2p se presentan en las Figuras 5.3.2 y 5.3.3 respectivamente. Todas las posiciones

de los picos se calibraron con referencia al pico C 1s a 285 €V.
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Figura 5.3.1: Espectro XPS de las nanoparticulas de CusS.

En el espectro de alta resolucion de Cu 2p (Figura 5.3.2) se observa un pico
intenso alrededor de una energia de enlace de 932.8 eV correspondiente al estado

de energia Cu 2ps/s, lo cual coincide con el valor informado [91].

El pico de Cu 2ps/ se ajustd con tres picos a 935.0, 933.9 y 932.7 eV.
La principal contribucién al ajuste es debido al pico a 932.7 €V, que corresponde a
CuS (Figura 5.3.2, linea rosada) [92]. La energia de enlace de 933.9 eV contribuye
a la existencia de Cu®" en CuS (Figura 5.3.2, linea verde) [93]. El pico a 935.0 eV
se asigna al estado Cu 2ps/; en CuO (Figura 5.3.2, linea naranja) [94], que podria

provenir de una pequena cantidad de CuSOy4 en la muestra.
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Figura 5.3.2: Espectro XPS de alta resolucién de Cu 2p.

En la Figura 5.3.3, el espectro XPS de alta resoluciéon en la regiéon S 2p muestra
la presencia de dos a picos a 163.7 y 162.6 eV correspondientes a los estados
energéticos S 2py/2 y S 2ps/a, respectivamente [95], cuya separacion de enlace de
1.1 eV es caracteristica de las especies de disulfuro [96]. Los picos S 2p1/2 y S 2pso
se ajustaron con cuatro dobletes, de los cuales la principal contribucion es dada
por el doblete a 162.6/163.7 eV, que es indicativo de la presencia de CuS [97]. El
doblete a 163.9/165.0 eV es caracteristico de las especies de sulfuro [8], que se
atribuye al enlace S—S en la estructura multicapa de la covelita [98]. El doblete
a 161.8/162.9 eV esta relacionado con S°, SH™ y/o sulfuros no estequiométricos
deficientes en Cu [4]|. Finalmente, a 169.0 eV se nota un pico satélite, que es
producto de la presencia de especies de sulfatos SO3~ y que fue ajustado con un
doblete a 169.0/170.1 eV [99].
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Figura 5.3.3: Espectro XPS de alta resoluciéon de S 2p.

5.4. Propiedades optoelectrénicas

Se estudiaron las propiedades opticas de las nanoparticulas de CuS sintetizadas por
espectroscopia de absorcion en la region UV-vis-NIR en un intervalo de longitud
de onda de 300 a 1100 nm. La Figura 5.4.1 muestra el espectro de absorcion
de las NP de CuS que exhiben, por un lado, una baja absorciéon en la region
UV-Vis entre 500 y 750 nm que alcanza un minimo en alrededor de 630 nm vy,
por otro lado, un pico de absorciéon bien definido centrado en aproximadamente
975 nm. La amplia absorciéon observada en la region UV-Vis se atribuye a la
absorcion de pares electron—hueco en la covellita CuS. Esta absorcion es debida a
las transiciones entre bandas de estados de valencia a estados desocupados del CuS
[100]. Mientras, la banda de absorciéon observada en la region NIR es causada por
la resonancia de plasmones de superficie localizada (LSPR) [101]. Por lo general,
en los calcogenuros de cobre con una composicion deficiente en cobre, los estados
de mayor energia en la banda de valencia estan vacios. Los huecos libres asociados
con estos estados desocupados son responsables de la LSPR. Ademas, la posicion

e intensidad de la LSPR son muy sensibles a la fase de los sulfuros de cobre y a
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la morfologia de las NP de CuS. A modo de comparacion, Y. Zhao et. al [102]
sintetizaron varios nanocompuestos de Cuy_,S, entre ellos CuS con tamano medio
de particula de 14.9 + 7.1 nm y obtuvieron que la absorbancia de los NC de CuS
tiene un amplio margen y que alcanza un minimo en torno a 650 nm y que exhibe

un pico de absorcién alrededor de 1100 nm.
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Figura 5.4.1: Espectro de absorciéon en el rango UV-Vis-NIR de las nanoparticulas
de CuS sintetizadas.

La energia de banda prohibida (E,) de las NP de CuS sintetizadas se evalu6
pormedio de la grafica de Tauc de los espectros UV-Vis. A partir de la grafica
de Tauc de transiciéon directa permitida de electrones entre bandas del material,

dada por
ahv « (hv — Eg)" (5.4.1)

donde « es el coeficiente de absorcion, hv es la energia del foton. La Figura 5.4.2
muestra la variacion de (ahv)? frente a hv/eV para las NPs de CuS. Esta indica
que la energia de banda prohibida 6ptica de las nanoparticulas de covellita es 2.001
eV, lo cual concuerda con el valor de CuS a granel (E, = 2,0 eV). Este valor nos
reafirma la pureza de las NP de CuS biosintetizadas y que poseen comportamiento

semiconductor.
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Figura 5.4.2: Variacion de (ahv)? frente a hv/eV para la transicion las NP de
CuS. La interseccion entre las rectas tangentes a la curva indican el valor de la

banda prohibida optica, E, = 2,001 eV.

Gracias a la pureza de las NPs de sulfuro de cobre biosintetizadas y sus
propiedades discutidas, podemos esperar que tengan un gran potencial de
aplicacion en diversas areas de investigacion. Por ejemplo, J. Tirado et al. [92]
sintetizaron por medio de una reaccion quimica NPs de CuS de tipo p, que
exhiben propiedades similares a las sintetizadas en este estudio. Poseen una
forma semejante a un disco 2D, con un tamano méximo de 20 nm y un grosor
de alrededor 4 nm, ademas presenta una banda 6ptica de alrededor de 2.4 eV y
una sola banda de extincion intensa en longitudes de onda NIR. Estas NPs se
estudiaron como material transportador de huecos (HTM) totalmente inorgénico
y de bajo costo en celdas solares de perovskita. S. Patil et al. [10] sintetizaron
una pelicula delgada de CuS de tipo n a través de un método hidrotermal, con un
espesor de 420 nm, una banda prohibida éptica de 1.95 eV y morfologia similar a
la de nanoflakes, con el fin de evaluar su aplicacion en celdas solares. Un estudio
fotoelectroquimico (PEC) demostro que la pelicula delgada de CuS sintetizada
tiene una eficiencia de conversion de energia del 0.162%. Por otra parte, S.
Adhikari et al. [100] disenaron diferentes fotocatalizadores de CuS por medio de un
método hidrotermal utilizando distintas fuentes de azufre y se evalué la actividad

fotocatalitica de estos para la degradacion de un pesticida 4-clorofenol (4-CP)
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bajo irradiaciéon de luz visible. Los resultados mostraron que las nanoestructuras
de CuS con un proceso hidrotermal prolongado exhibieron la mayor eficiencia
de degradacion. En cuanto a aplicaciones biomédicas, N. Mbewana-Ntshanka
et al. [50] sintetizaron NPs de CuS por medio del método de inyeccion coloidal
en caliente, las cuales poseen un borde de banda 6ptica a 538 nm (2.30 eV) y
morfologia esférica con tamano entre 1 a 18 nm. El estudio antibacteriano reveld
que todos los microorganismos analizados (Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans ) eran
susceptibles a las NPs de CuS. La sensibilidad de las NPs se atribuye a la
capacidad del cobre para liberar iones Cu?" que tienen la capacidad de penetrar
y alterar la membrana celular. Asimismo, D. Singaravelu et al. [18] utiliz6 un
antimicrobiano catiénico basado en lipidos biomiméticos como agente estabilizador
en la preparacion de NPs de CuS (cN16E-CuS), resultando NPs con un tamano
entre 6 a 8 nm. El ¢cN16E-CuS exhibe una excelente actividad antimicrobiana
contra Acinetobacter baumannii resistente a farmacos carbapenémicos con una
concentracion inhibitoria minima (MIC) de 62,5 uM, que es dos veces menor que
la MIC de ¢cN16E puro. Ademas, el estudio mecanicista mostr6 que el cN16E puro
dana las membranas bacterianas, mientras que el cN16E-CuS produce un efecto
adicional al producir un exceso de especies reactivas de oxigeno y exhibe una
actividad antimicrobiana superior a una concentracion més baja. Mientras que, S.
Roy et al. [19] prepararon peliculas funcionales a base de gelatina incorporadas
con NPs de CuS para su uso en envases alimentarios activos. La inclusion de
las NPs mejor6 las propiedades mecanicas de la pelicula de gelatina en mas del
40 % y amplifico las propiedades de barrera contra el vapor de agua en mas del
25 %. Ademas, la adicién de NPs de CuS mejoro el efecto de proteccion UV de
la pelicula de gelatina en al menos un 90 %. Las peliculas de gelatina/CuSNP
presentaron, también, una potente actividad antimicrobiana contra las bacterias
patogenas transmitidas por los alimentos, tales como Escherichia coli, y cierta
accion contra Listeria monocytogenes. Se espera que las peliculas funcionales de
gelatina/CuSNP con propiedades antibacterianas y bloqueadoras de rayos UV

sean ttiles en aplicaciones de envasado activo de alimentos.

Tal como hemos expuesto, la variedad de aplicaciones que brinda las
nanoparticulas de sulfuro de cobre es muy amplia. Sin embargo, en todos los

estudios mencionados, la sintesis de las NPs se realiz6 mediante métodos quimicos.
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Mientras que el método utilizado en esta investigacion se destaca debido a la
reutilizacion de residuos, principalmente del sector minero, ofreciendo una sintesis
verde y de bajo costo de nanoparticulas de sulfuro de cobre, en el que el uso de

microorganismos es fundamental.
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Capitulo 6
Conclusion

Con base a los objetivos planteados en esta investigacion y de acuerdo al analisis
de los resultados, podemos evidenciar que es factible sintetizar exitosamente
nanoparticulas de sulfuro de cobre a partir de drenajes acidos mineros reales,
permitiendo una reutilizaciéon de residuos del sector minero, disminuyendo
el impacto ambiental provocado por esta industria. El drenaje &cido minero
utilizado entrega una concentracion de cobre suficiente (860.9 mg/L) para
sintetizar y recuperar con éxito nanoparticulas de sulfuro de cobre mediante la
inyeccion de HsS en él, generado por reduccion biologica de sulfato al interior
de un biorreactor que tiene contenido bacterias acidodfilas. Las nanoparticulas

de CusS resultantes poseen morfologia esférica con un didmetro medio de 40 + 9 nm.

El analisis de los estudios XRD y XPS demostraron que las NPs biosintetizadas
corresponden a covellita pura, pues, por un lado, exhiben una estructura
hexagonal con alta cristalinidad, cuyos parametros de red (a = b = 3.79 Aye=
16.445 A) son consistentes con el espectro estandar de CuS hexagonal y, por otra
parte, elementalmente estdn compuestos por Cu y S, afirmando la pureza de la
covellita. Asimismo, los estudios de espectroscopia UV-Vis-NIR mostraron que
las NPs de CuS biosintetizadas exhiben un amplio espectro de absorciéon, en el
que en la regiéon UV-Vis se presenta una baja absorciéon entre 500 y 750 nm que
alcanza un minimo en alrededor de 630 nm y que es producto de las transiciones
entre bandas de estados de valencia a estados desocupados del CuS. Por otro
lado, el espectro de absorcién exhibe un pico de absorciéon bien definido centrado

en aproximadamente 975 nm, que es causado por la resonancia de plasmones de
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superficie localizada (LSPR).

Las potenciales aplicaciones de las NPs de CuS sintetizadas son variadas
gracias a las caracteristicas descritas anteriormente, por ello, estudiar su
desempeno en el dmbito biomédico es de gran interés. Es por esto que se
plantea estudiar la potencial actividad antimicrobiana de las NPs de CuS al
ser implementadas como aditivos antimicrobianos de gasas estériles. También,
se plantea modificar el proceso de sintesis de las NP de CuS, pues en esta
investigacion el drenaje dcido minero fue utilizado solamente para precipitar las
NP, mediante la inyeccion de HyS bioproducido por bacterias acidofilas reductoras
de sulfato (SRB). Sin embargo, el drenaje contiene en su composicion no solo
metales residuales sino también sulfatos, que corresponden a uno de los principales
contaminantes de las aguas subterraneas y superficiales y, ademés, es alimento
fundamental de las SRB utilizadas. Por lo tanto, ser capaces de emplear el drenaje
acido minero como suministro de alimentacion de las bacterias y como medio de
precipitacion de sulfuros metalicos es realmente valioso y nos permitiria realizar

una alternativa de remediacion de aguas residuales exitosa y de bajo costo.
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