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RESUMEN

En la presente investigacion se desarrolld un método de sintesis verde y escalable
para la biosintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) mediante la intervencion de
la bacteria Bacillus subtilis, procedente de pasivos ambientales mineros para su aplicacion
en la degradacion fotocatalitica de cianuro (CN") en solucién acuosa. Se optimizaron las
condiciones de sintesis y se caracterizaron exhaustivamente las nanoparticulas obtenidas
mediante técnicas como DRX, TEM, UV-Vis, FTIR y andlisis BET. Los resultados
mostraron la formacion exitosa de nanoparticulas de ZnO en fase zincita con un tamafio
promedio de 21,87 nm y alta cristalinidad. Los ensayos fotocataliticos demostraron una
eficiente degradacion de cianuro bajo irradiaciéon UV, alcanzando hasta un 75,5 % de
remocion para una concentracion inicial de 100 ppm y 65,8 % para 500 ppm en 180
minutos. Se evalud el efecto de la concentracion de catalizador y de cianuro en la
eficiencia del proceso. Estos hallazgos indican que las nanoparticulas de ZnO
biosintetizadas tienen un gran potencial como fotocatalizadores ecoldgicos para el
tratamiento de efluentes contaminados con cianuro, en comparacioén con otros métodos

aplicados para el tratamiento de aguas residuales de la industria.

Palabras claves: ZnO, biosintesis, cianuro, degradacion
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ABSTRACT

In this research, a scalable, green synthesis method was developed for the
biosynthesis of zinc oxide (ZnO) nanoparticles through Bacillus subtilis, derived from
mining environmental liabilities, for application in the photocatalytic degradation of
cyanide (CN") in aqueous solution. Synthesis conditions were optimized, and the
nanoparticles obtained were thoroughly characterized using techniques such as XRD,
TEM, UV-Vis, FTIR, and BET analysis. Results showed successful formation of zincite-
phase ZnO nanoparticles, averaging 21,87 nm in size and with high crystallinity.
Photocatalytic tests demonstrated efficient cyanide degradation under UV irradiation,
achieving up to 75,5 % removal for an initial 100 ppm concentration and 65,8 % for 500
ppm in 180 minutes. The effect of catalyst and cyanide concentration on process
efficiency was evaluated. These findings suggest that biosynthesized ZnO nanoparticles
hold great potential as eco-friendly photocatalysts for treating cyanide-contaminated

effluents, in comparison to other methods applied in industrial wastewater treatment.

Keywords: ZnO, biosintesis, cianuro, degradacion



INTRODUCCION

El cianuro es un contaminante altamente toxico presente en efluentes de diversas
industrias, especialmente en la mineria del oro y la plata. Su presencia en cuerpos de agua
representa un grave riesgo para la salud humana y los ecosistemas acuaticos, incluso en
bajas concentraciones. La toxicidad del cianuro se debe a su capacidad para inhibir la
respiracion celular al unirse fuertemente a la enzima citocromo ¢ oxidasa, bloqueando el

transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial (Suman, 2023).

Los métodos convencionales para degradar cianuro, como la oxidacion alcalina o
el proceso INCO, presentan limitaciones significativas en términos de costos, eficiencia
y generacion de subproductos toxicos (Vidal-Tovar et al., 2019). En este contexto, los
procesos avanzados de oxidacion (PAOs), particularmente la fotocatélisis heterogénea
con semiconductores nanoestructurados, han emergido como una alternativa prometedora

para abordar estas limitaciones.

Entre los diversos materiales semiconductores, el ¢6xido de zinc (ZnO)
nanoestructurado presenta caracteristicas que lo hacen especialmente interesante para
aplicaciones fotocataliticas. Estas incluyen una banda prohibida ancha (3,37 eV) que
permite una eficiente absorcion de luz UV, un alto potencial redox de los pares electron-
hueco fotogenerados, estabilidad quimica en un amplio rango de pH, baja toxicidad y

buena biocompatibilidad (Sharma et al., 2022).

La biosintesis de nanoparticulas de ZnO mediada por microorganismos ha surgido
como una alternativa mas verde y sostenible frente a los procesos fisicos y quimicos
convencionales. Diversos estudios han reportado el uso de bacterias para sintetizar
nanoparticulas de ZnO con propiedades controladas (Iqtedar et al., 2020). Sin embargo,
aun se requiere investigacion exhaustiva para optimizar estos procesos de biosintesis y
evaluar la eficacia de los materiales resultantes en aplicaciones especificas como la

degradacion de cianuro.

En este contexto, la presente investigacion se enfoca en el desarrollo de un método

verde y escalable para la biosintesis de nanoparticulas de ZnO utilizando la bacteria



Bacillus subtilis, con el objetivo de aplicarlas en la degradacion fotocatalitica de cianuro
en solucion acuosa. Se busca optimizar las condiciones de sintesis, caracterizar
exhaustivamente las propiedades de las nanoparticulas obtenidas y evaluar su eficacia en

la remocion de cianuro bajo diferentes condiciones operativas.

Los resultados de esta investigacion contribuirdn al desarrollo de tecnologias mas
eficientes, econdmicas y amigables con el ambiente para el tratamiento de efluentes
contaminados con cianuro, abordando una problemdatica ambiental relevante y
promoviendo el uso de nanomateriales de sintesis verde en aplicaciones de remediacion

ambiental.



CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1. Planteamiento del problema del estudio
1.1 Descripcion del Problema

El cianuro es un contaminante altamente toxico presente en efluentes de diversas
industrias, especialmente en la mineria del oro y la plata. Su presencia en cuerpos de agua
representa un grave riesgo para la salud humana y los ecosistemas acudticos, incluso en
bajas concentraciones. La toxicidad del cianuro se debe a su capacidad para inhibir la
respiracion celular al unirse fuertemente a la enzima citocromo ¢ oxidasa, bloqueando el
transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial. Esto provoca una
disminucion letal de ATP en las células, lo que puede llevar a la muerte rapida de

organismos expuestos.

Los métodos convencionales para degradar cianuro, como la oxidacion alcalina o
el proceso INCO, presentan limitaciones significativas que dificultan su implementacion
efectiva y sostenible. Estos métodos a menudo implican altos costos operativos debido al
uso de grandes cantidades de reactivos quimicos costosos. Ademas, su eficiencia es
limitada, especialmente para concentraciones bajas de cianuro (<50 mg/L), lo que los
hace poco adecuados para el tratamiento de efluentes diluidos. Otro problema importante
es la generacion de subproductos toxicos, como el cianato (CONT), que, aunque menos
toxico que el cianuro, sigue siendo perjudicial para el medio ambiente. Muchos de estos
procesos también requieren condiciones de operacion extremas, como ajustes de pH
significativos, lo que complica su implementacion y aumenta los costos. Finalmente, la
disposicion de los lodos generados en algunos de estos procesos puede ser problematica,

ya que pueden contener compuestos toxicos que requieren un manejo especial.

En este contexto, existe una necesidad urgente de desarrollar tecnologias mas
eficientes, econémicas y amigables con el ambiente para el tratamiento de efluentes
contaminados con cianuro. Los procesos avanzados de oxidacion (PAOs),

particularmente la fotocatalisis heterogénea con semiconductores nanoestructurados, han



emergido como una alternativa prometedora para abordar estas limitaciones. Entre los
diversos materiales semiconductores, el 6xido de zinc (ZnO) nanoestructurado presenta
caracteristicas que lo hacen especialmente interesante para aplicaciones fotocataliticas.
Estas incluyen una banda prohibida ancha (3,37 eV) que permite una eficiente absorcion
de luz UV, un alto potencial redox de los pares electrén-hueco fotogenerados, estabilidad
quimica en un amplio rango de pH, baja toxicidad y buena biocompatibilidad. Ademas,
existe la posibilidad de sintetizarlo en diversas nanoestructuras con alta area superficial,

lo que potencia su actividad catalitica.

Sin embargo, la sintesis convencional de nanoparticulas de ZnO a menudo implica
el uso de precursores quimicos toxicos y condiciones de reaccion severas, lo que puede
contrarrestar parcialmente sus beneficios ambientales. En este sentido, la biosintesis
mediada por microorganismos surge como una alternativa mas verde y sostenible. No
obstante, ain se requiere investigacion exhaustiva para optimizar estos procesos de
biosintesis y evaluar la eficacia de los materiales resultantes en aplicaciones especificas
como la degradacion de cianuro. Este proyecto de investigacion se enfoca precisamente
en abordar estos desafios, buscando desarrollar un proceso eficiente y sostenible para la

degradacion fotocatalitica de cianuro utilizando nanoparticulas de ZnO biosintetizadas.

1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema principal

La pregunta central que guia esta investigacion es: ;jEs factible desarrollar un
proceso fotocatalitico eficiente para la degradaciéon de cianuro en solucidon acuosa
utilizando nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) biosintetizadas mediante Bacillus sp.?
Esta interrogante abarca varios aspectos cruciales que deben ser abordados a lo largo del
estudio. En primer lugar, se debe evaluar la viabilidad de la biosintesis de nanoparticulas
de ZnO con propiedades adecuadas para aplicaciones fotocataliticas, lo que implica un
estudio detallado de las condiciones de sintesis y su impacto en las caracteristicas finales
del material. En segundo lugar, es necesario determinar la eficacia de estas nanoparticulas
biosintetizadas en la degradacion fotocatalitica del cianuro, comparando su rendimiento

con los métodos convencionales de tratamiento. Finalmente, se debe considerar la



posibilidad de escalar este proceso para aplicaciones practicas en el tratamiento de

efluentes industriales, evaluando su viabilidad técnica y econdmica.

1.2.2

Problemas secundarios

Para abordar el problema principal de manera integral, es necesario desglosarlo

en varios problemas secundarios mas especificos.

a)

b)

El primero de estos es: ;Cudles son las condiciones Optimas para biosintetizar
nanoparticulas de ZnO con alta actividad fotocatalitica mediante el uso de
Bacillus sp.? Este problema implica la investigacion sistematica de diversos
parametros de sintesis, incluyendo la concentracion de precursores (como el
acetato de zinc y el bicarbonato de sodio), el tiempo y temperatura de incubacion,
el pH del medio de reaccién, y las condiciones de calcinacién (temperatura,
tiempo y atmoésfera). La optimizacion de estos parametros es crucial para obtener

nanoparticulas con las propiedades deseadas para la aplicacion fotocatalitica.

El segundo problema secundario se enfoca en la caracterizacion del material
obtenido: ;Qué propiedades estructurales, morfoldgicas y Opticas presentan las
nanoparticulas de ZnO biosintetizadas? Para responder a esta pregunta, se
requiere una caracterizacion exhaustiva de las nanoparticulas utilizando diversas
técnicas analiticas. Estas incluyen la difraccion de rayos X (DRX) para determinar
la estructura cristalina y el tamafio de cristalito, microscopia electronica de barrido
(SEM) y transmision (TEM) para analizar la morfologia y el tamafio de particula,
espectroscopia UV-visible para estimar la banda prohibida, espectroscopia
infrarroja (FTIR) para identificar grupos funcionales superficiales, y analisis de
area superficial BET para determinar el area especifica. Esta caracterizacion
detallada es esencial para comprender las propiedades del material y su potencial

fotocatalitico.

El tercer problema secundario busca establecer relaciones entre las caracteristicas
del material y su actividad catalitica: ;Como influyen las caracteristicas de las
nanoparticulas de ZnO en su capacidad para degradar fotocataliticamente el

cianuro? Este aspecto de la investigacion implica estudiar el efecto del tamafio de



particula en la eficiencia de degradacion, la influencia de la morfologia en la
separacion de cargas y la actividad catalitica, la relacion entre el area superficial
y la capacidad de adsorcién/degradacion del cianuro, y el impacto de la
cristalinidad y los defectos estructurales en la actividad fotocatalitica.
Comprender estas relaciones es crucial para optimizar el disefio del catalizador y

maximizar su eficiencia en la degradacion del cianuro.

d) Ademads, un cuarto problema secundario aborda la comparacién con métodos
convencionales: ;Como se compara la eficiencia de degradacién del cianuro
utilizando las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas con los métodos
convencionales de tratamiento? Este analisis comparativo es fundamental para
evaluar el potencial real de la tecnologia desarrollada en el contexto de las

soluciones existentes para el tratamiento de efluentes contaminados con cianuro.

Este andlisis es fundamental para comprender completamente el proceso de

degradacion y evaluar su eficacia y seguridad ambiental.
1.3  Justificacion e importancia
1.3.1 Justificacion ambiental

La degradacion efectiva de cianuro hasta compuestos inocuos mediante
fotocatalisis con ZnO presenta multiples beneficios ambientales de gran importancia. En
primer lugar, este proceso contribuye significativamente a la prevencion de la
contaminacion de fuentes hidricas. El cianuro, incluso en concentraciones muy bajas,
puede tener efectos devastadores en los ecosistemas acuaticos, por lo que su eliminacion
eficiente antes de la descarga de efluentes industriales es crucial para preservar la calidad
del agua. Esta proteccion de los recursos hidricos se traduce directamente en la
preservacion de la biodiversidad acudtica y terrestre asociada. El cianuro afecta a una
amplia gama de organismos, desde microorganismos hasta peces y mamiferos, y su

eliminacion ayuda a mantener el equilibrio ecoldgico en los cuerpos de agua receptores.

Ademas, la fotocatalisis con ZnO ofrece una solucion para mitigar los impactos a

largo plazo del cianuro en el ambiente. A diferencia de algunos contaminantes que se



degradan naturalmente con el tiempo, el cianuro puede persistir en el ambiente,
especialmente en condiciones anaerobias. Su tratamiento efectivo previene la
acumulacion y los efectos cronicos sobre los ecosistemas. Aunque el cianuro no se
bioacumula significativamente, sus efectos toxicos pueden propagarse a través de la
cadena alimentaria. La eliminacion del cianuro en la fuente mediante fotocatélisis

previene este fendmeno, protegiendo asi la integridad de los ecosistemas a largo plazo.

La aplicacion de esta tecnologia también contribuye a la mejora de la calidad del
suelo. En casos de derrames o filtraciones, el cianuro puede contaminar los suelos
circundantes. Un tratamiento eficaz de los efluentes reduce el riesgo de contaminacion
del suelo y las aguas subterraneas, protegiendo asi la salud de los ecosistemas terrestres
y la calidad de los recursos hidricos subterraneos. Ademas, comparado con algunos
métodos convencionales que requieren altas temperaturas o presiones, la fotocatalisis con
ZnO opera en condiciones ambientales, reduciendo el consumo energético y las emisiones
asociadas, lo que se traduce en una disminucion de la huella de carbono del proceso de

tratamiento.

Otro beneficio ambiental significativo es la minimizacion de residuos
secundarios. A diferencia de métodos como la adsorcién con carbén activado, que
generan residuos sélidos que requieren disposicion especial, la fotocatalisis degrada el
cianuro in situ, minimizando la generacion de residuos secundarios. Esto no solo reduce
la carga ambiental asociada con la disposicion de residuos, sino que también simplifica

el proceso de tratamiento y reduce los riesgos de contaminacidn secundaria.

Finalmente, es importante destacar que el proceso fotocatalitico con ZnO no es
especifico para el cianuro y podria degradar simultdneamente otros contaminantes
organicos e inorgéanicos presentes en los efluentes, proporcionando un tratamiento mas
integral. Esta versatilidad del proceso lo hace particularmente valioso desde una
perspectiva ambiental, ya que permite abordar multiples problemas de contaminacion con
una sola tecnologia, maximizando asi su impacto positivo en la proteccion del medio

ambiente.



1.3.2 Justificacion economica

El uso de nanoparticulas de ZnO biosintetizadas como fotocatalizadores para la
degradacion de cianuro ofrece numerosas ventajas econdmicas sobre los métodos
convencionales de tratamiento, lo que justifica su investigacion y desarrollo desde una
perspectiva financiera y de eficiencia operativa. En primer lugar, este enfoque promete
una significativa reduccion en los costos de reactivos. Los métodos convencionales como
el proceso INCO o la cloracion alcalina requieren grandes cantidades de reactivos
costosos como dioxido de azufre, peréxido de hidrogeno o hipoclorito de sodio. En
contraste, la fotocatalisis con ZnO utiliza principalmente luz UV y oxigeno del aire,
reduciendo drasticamente los costos asociados a insumos quimicos. Esta reduccion en el
uso de reactivos no solo disminuye los gastos operativos directos, sino que también
minimiza los costos logisticos y de almacenamiento asociados con el manejo de grandes

volimenes de productos quimicos.

Ademas, el proceso fotocatalitico ofrece la ventaja de un menor consumo
energético en comparacion con métodos que requieren calentamiento o presurizacion. La
fotocatalisis opera a temperatura y presion ambientes, lo que se traduce en una reduccion
significativa de los costos energéticos asociados al tratamiento. Esta eficiencia energética
no solo tiene un impacto positivo en los costos operativos, sino que también contribuye a
la sostenibilidad ambiental del proceso, alinedndose con las crecientes demandas de

tecnologias mas limpias y eficientes en el uso de recursos.

La simplificaciéon del proceso es otro aspecto econdmicamente ventajoso de la
fotocatalisis con ZnO. A diferencia de los métodos convencionales que a menudo
requieren multiples etapas, ajustes de pH extremos y procesos de separacion complejos,
la fotocatalisis es esencialmente un proceso de un solo paso. Esta simplicidad operativa
se traduce en una reduccion de los costos de mano de obra, mantenimiento y supervision.
Ademas, la posibilidad de reutilizar las nanoparticulas de ZnO en multiples ciclos de
tratamiento permite amortizar el costo inicial de produccion del catalizador, mejorando

aun mas la economia del proceso a largo plazo.

Un aspecto particularmente prometedor desde el punto de vista econémico es el

potencial uso de luz solar en lugar de fuentes de luz UV artificiales. Aunque el presente



estudio se enfoca en el uso de luz UV artificial por razones de control experimental, la
capacidad del ZnO para aprovechar la luz solar abre la posibilidad de desarrollar sistemas
de tratamiento altamente econdmicos y sostenibles en el futuro. Esto podria reducir

dréasticamente los costos operativos, especialmente en regiones con alta radiacion solar.

La biosintesis de nanoparticulas de ZnO mediante el uso de Bacillus sp. representa
en si misma una ventaja econdémica. Este método utiliza reactivos de bajo costo y
condiciones de reaccién suaves, lo que reduce significativamente los costos de
produccion del catalizador en comparacion con los métodos quimicos convencionales.
Ademas, la naturaleza bioldgica del proceso ofrece la posibilidad de utilizar subproductos
o residuos organicos como medios de cultivo, lo que podria reducir atin mas los costos y

contribuir a la economia circular.

Otra ventaja econdmica significativa es la eficacia del tratamiento a bajas
concentraciones de cianuro. Mientras que algunos métodos convencionales pierden
eficiencia cuando la concentracion de cianuro es inferior a 50 mg/L, la fotocatalisis
mantiene su efectividad incluso a concentraciones muy bajas. Esto permite el tratamiento
economico de grandes volumenes de efluentes diluidos, un escenario comin en muchas

aplicaciones industriales.

La reduccion en la generacion de lodos y residuos secundarios también tiene
implicaciones econdmicas positivas. Al minimizar la produccién de residuos que
requieren tratamiento o disposicion especial, se reducen los costos asociados con el
manejo y eliminacion de residuos peligrosos. Esto no solo disminuye los gastos directos,
sino que también mitiga los riesgos financieros asociados con el cumplimiento de
regulaciones ambientales cada vez mas estrictas relacionadas con la disposicion de

residuos.

La versatilidad del proceso fotocatalitico con ZnO para tratar simultdneamente
otros contaminantes, ademas del cianuro ofrece otra ventaja econdmica significativa. Esta
capacidad podria reducir la necesidad de multiples etapas de tratamiento para diferentes
contaminantes, disminuyendo asi los costos globales de operacion y la complejidad de las

plantas de tratamiento de efluentes. Ademads, esta versatilidad podria hacer que la
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tecnologia sea atractiva para una gama mas amplia de industrias, potencialmente

aumentando su adopcidn y reduciendo los costos a través de economias de escala.

Finalmente, la investigacién en fotocatalisis con ZnO biosintetizadas tiene el
potencial de generar propiedad intelectual valiosa. El desarrollo de tecnologias
patentables en este campo podria crear oportunidades de licenciamiento y generacion de
ingresos adicionales, proporcionando un retorno econdmico sobre la inversion en
investigacion y desarrollo. Ademas, el dominio de esta tecnologia podria posicionar a las
instituciones y empresas involucradas como lideres en el campo del tratamiento de aguas,
abriendo nuevas oportunidades de negocio en un mercado global cada vez mas

preocupado por la sostenibilidad y la proteccion del medio ambiente.

1.3.3 Justificacion social

Uno de los grandes retos de este ciclo es la diversificacion de la matriz energética
mundial, debido a que los combustibles fosiles no son renovables, por lo tanto, son
limitados a largo plazo, es por ello que los investigadores a nivel mundial vienen
investigando diversas maneras de aprovechar las fuentes renovables de energia, como lo
es la energia solar, desarrollando celdas solares de bajo costo y que sean eficientes en su
conversion de energia solar a eléctrica, lo que conllevaria un considerable ahorro para la

sociedad.

La implementacion de tecnologias eficientes para la degradacion de cianuro, como
la fotocatalisis con nanoparticulas de ZnO biosintetizadas, tiene importantes
implicaciones sociales que justifican su desarrollo e implementacion. En primer lugar,
esta tecnologia contribuye significativamente a la proteccion de la salud publica. La
exposicion cronica a bajos niveles de cianuro puede causar diversos problemas de salud,
incluyendo dafios al sistema nervioso central, la tiroides y el sistema cardiovascular. Un
tratamiento mas efectivo de los efluentes industriales reduce el riesgo de exposicion de
las poblaciones cercanas a través del agua potable o alimentos contaminados. Esto es
particularmente relevante en comunidades ubicadas cerca de industrias que utilizan o
producen cianuro, como la mineria de oro, donde la contaminacién del agua puede tener

impactos directos en la salud de la poblacion local.
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Ademas, la adopcion de esta tecnologia puede mejorar significativamente la
seguridad laboral en industrias que manejan cianuro. Los trabajadores en estas industrias
estan expuestos a riesgos ocupacionales asociados con el manejo y tratamiento de este
compuesto toxico. La implementacion de tecnologias mas seguras y eficientes para el
tratamiento de cianuro reduce estos riesgos, mejorando las condiciones de trabajo y la
salud ocupacional. Esto no solo beneficia directamente a los trabajadores, sino que
también puede reducir los costos asociados con accidentes laborales y enfermedades

ocupacionales para las empresas.

La preservacion de recursos hidricos para las comunidades es otro aspecto social
crucial de esta tecnologia. La contaminacion por cianuro puede inutilizar fuentes de agua
para consumo humano, agricultura y pesca, afectando gravemente los medios de vida y
la seguridad alimentaria de las comunidades locales. Un tratamiento efectivo ayuda a
preservar estos recursos vitales, asegurando que las comunidades mantengan acceso a
agua limpia para sus necesidades basicas y actividades econdémicas. Esto es
particularmente importante en regiones donde el agua es un recurso escaso o donde las

comunidades dependen fuertemente de fuentes de agua locales.

La implementacion de tecnologias avanzadas de tratamiento de agua, como la
fotocatalisis con ZnO, también puede contribuir a la reduccion de conflictos
socioambientales. La contaminacioén por cianuro es a menudo una fuente de tensiones
entre comunidades y empresas, especialmente en zonas mineras. La adopcion de
tecnologias mas eficientes y ambientalmente amigables puede ayudar a mitigar estos
conflictos, mejorando las relaciones entre las empresas y las comunidades locales. Esto
puede resultar en un ambiente social mas estable y cooperativo, beneficioso tanto para las

empresas como para las comunidades.

El desarrollo y aplicacion de esta tecnologia también fomenta la innovacion y el
desarrollo tecnoldgico a nivel local. La investigaciéon en nuevas tecnologias de
tratamiento de aguas promueve el desarrollo de capacidades cientificas y técnicas,
contribuyendo al avance tecnologico del pais. Esto puede tener un efecto multiplicador,
estimulando la investigacion en dreas relacionadas y potenciando la capacidad de

innovacion en el sector del tratamiento de aguas y la proteccion ambiental.
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Ademas, la implementacion de tecnologias avanzadas como la fotocatalisis
requiere personal técnico especializado, lo que puede generar oportunidades de empleo
de mayor calificacion. Esto no solo beneficia directamente a los individuos que obtienen
estos empleos, sino que también puede contribuir a elevar el nivel de habilidades y
conocimientos técnicos en las comunidades donde se implementa la tecnologia. A largo
plazo, esto puede traducirse en un aumento de la capacidad local para abordar problemas

ambientales y de salud publica.

La adopcion de tecnologias mas limpias y seguras como la fotocatalisis con ZnO
puede mejorar significativamente la percepcion publica de las industrias tradicionalmente
asociadas con la contaminacion, como la mineria. Esto puede resultar en una mayor
aceptacion social de estas actividades econOmicas, siempre que se demuestre un
compromiso real con la proteccion del medio ambiente y la salud de las comunidades. A
su vez, una mejor relacion entre las empresas y las comunidades puede facilitar el

desarrollo de proyectos futuros y fomentar un clima de inversion mas favorable.

El uso de tecnologias mas eficientes para el tratamiento de cianuro también facilita
el cumplimiento de regulaciones ambientales cada vez mas estrictas. Esto reduce el riesgo
de sanciones y cierres que podrian afectar negativamente el empleo y la economia local.
Al mismo tiempo, demuestra un compromiso con la responsabilidad social empresarial,

lo cual es cada vez mas valorado por consumidores, inversores y la sociedad en general.

La proteccidn de actividades econdomicas dependientes del agua es otro beneficio
social importante de esta tecnologia. Sectores como la agricultura, la pesca y el turismo
pueden verse gravemente afectados por la contaminacion con cianuro. Un tratamiento
efectivo ayuda a proteger estas actividades econdmicas y los medios de vida asociados,
contribuyendo a la estabilidad econémica y social de las comunidades que dependen de
estos recursos hidricos. Esto es particularmente relevante en areas rurales o costeras,

donde estas actividades son la principal fuente de ingresos para la poblacion local.

Ademas, la inversion en tecnologias avanzadas de tratamiento de efluentes, como
la fotocatalisis con ZnO, demuestra un compromiso tangible con la sostenibilidad y la

responsabilidad social empresarial. Esto puede mejorar significativamente las relaciones
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entre las empresas y las comunidades locales, fomentando un clima de mayor confianza
y cooperacion. A largo plazo, este enfoque puede facilitar la obtencidon de la llamada
"licencia social para operar", un factor cada vez mas crucial para el éxito y la

sostenibilidad de proyectos industriales en muchas regiones.

La implementacion de esta tecnologia también puede tener un impacto positivo
en la educacion y la conciencia ambiental de las comunidades. El desarrollo y aplicacion
de soluciones innovadoras para problemas ambientales puede servir como un ejemplo
practico y motivador para estudiantes y jovenes profesionales, inspirandolos a
involucrarse en campos relacionados con la ciencia, la tecnologia y la proteccion
ambiental. Esto puede contribuir a largo plazo al desarrollo de una fuerza laboral mas

calificada y consciente de los desafios ambientales.

Finalmente, el éxito en el desarrollo y aplicacion de esta tecnologia puede
posicionar al pais o regiéon como un lider en soluciones ambientales innovadoras. Esto no
solo puede atraer inversiones y colaboraciones internacionales en el campo de la
tecnologia ambiental, sino que también puede mejorar la imagen del pais en el escenario
global, potencialmente beneficiando a otros sectores como el turismo y las relaciones

internacionales.

1.4 Alcances y limitaciones
1.4.1 Alcances

El alcance de esta investigacion abarca varios aspectos fundamentales del
desarrollo y aplicacion de nanoparticulas de ZnO biosintetizadas para la degradacion
fotocatalitica de cianuro. En primer lugar, se desarrollard un método de biosintesis de
nanoparticulas de ZnO utilizando la bacteria Bacillus sp., la cual se identificara
molecularmente. El proceso de biosintesis implicara la optimizacion de las condiciones
de sintesis, evaluando el efecto de parametros clave como la concentracion de
precursores, tiempo y temperatura de incubacion, y condiciones de calcinacion. El
objetivo es establecer un protocolo reproducible y potencialmente escalable para la
produccioén de nanoparticulas de ZnO con propiedades adecuadas para aplicaciones

fotocataliticas.
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Una vez sintetizadas las nanoparticulas, se procedera a una caracterizacion
exhaustiva de sus propiedades estructurales, morfologicas y Opticas. Esta caracterizacion
incluird andlisis estructural mediante difraccion de rayos X (DRX) para determinar las
fases cristalinas presentes y el tamafio de cristalito. Se realizara un estudio morfoldgico
detallado utilizando microscopia electronica de barrido (SEM) y, de ser posible,
microscopia electronica de transmision (TEM), lo que permitira observar la forma y
tamafio de las nanoparticulas, asi como su distribucion. Las propiedades Opticas se
evaluaran mediante espectroscopia UV-visible, lo que permitira estimar la banda
prohibida del material y su capacidad de absorcion de luz. Adicionalmente, se empleara
espectroscopia infrarroja (FTIR) para identificar los grupos funcionales presentes en la
superficie de las nanoparticulas, y se determinara el area superficial especifica mediante

analisis BET.

La evaluacion de la actividad fotocatalitica de las nanoparticulas de ZnO para la
degradacion de cianuro en solucidn acuosa constituye un componente central de esta
investigacion. Se llevardn a cabo ensayos fotocataliticos en un reactor de cuarzo,
utilizando luz UV artificial para activar el catalizador. Se estudiard la cinética de
degradacion del cianuro, determinando la eficiencia de remocién en funcidn del tiempo
de irradiacion y la concentracion de catalizador. Se evaluaran diferentes condiciones
operativas, como concentracion inicial de cianuro y cantidad de catalizador, para

optimizar el proceso de degradacion.

Se realizard también un andlisis comparativo entre la eficiencia de las
nanoparticulas de ZnO biosintetizadas y otros métodos convencionales de tratamiento de
cianuro. Esto permitird evaluar las ventajas potenciales de esta nueva tecnologia en

términos de eficiencia, costos operativos y sostenibilidad ambiental.

Aunque el enfoque principal serd la degradacion de cianuro, se explorara también
la capacidad de las nanoparticulas de ZnO para degradar otros contaminantes
comunmente presentes en efluentes industriales. Esto proporcionara informacién valiosa
sobre la versatilidad del catalizador y su potencial aplicacion en el tratamiento de aguas

residuales complejas.
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1.4.2 Limitaciones

A pesar del amplio alcance de la investigacion, es importante reconocer ciertas
limitaciones inherentes al estudio. En primer lugar, el trabajo se restringird a condiciones
controladas de laboratorio, utilizando soluciones sintéticas de cianuro. Aunque esto
permite un control preciso de las variables experimentales, no refleja completamente la
complejidad de los efluentes industriales reales, que pueden contener una variedad de

otros contaminantes y especies que podrian afectar el proceso fotocatalitico.

Otra limitacion significativa es que no se evaluara la aplicacion a gran escala del proceso
fotocatalitico. El estudio se limitard a pruebas por lotes a nivel de laboratorio, lo que
significa que los resultados obtenidos, aunque valiosos, no pueden extrapolarse
directamente a aplicaciones industriales sin considerar los desafios adicionales que

implica el escalado del proceso.

En cuanto a la fuente de luz utilizada, la investigacion se centrara en el uso de
lamparas UV artificiales en lugar de aprovechar la luz solar real. Si bien esto permite un
control preciso de la intensidad y el espectro de la luz utilizada, no refleja las condiciones
variables y potencialmente mas desafiantes de la luz solar natural. La eficacia del proceso
bajo luz solar directa, que seria crucial para aplicaciones practicas y de bajo costo, queda

fuera del alcance de este estudio.

Ademas, aunque se realizara una caracterizacion exhaustiva de las nanoparticulas
de ZnO, algunas técnicas avanzadas de andlisis podrian no estar disponibles debido a
limitaciones de equipamiento o recursos. Esto podria restringir la profundidad del analisis

en ciertos aspectos de la estructura y propiedades del material.

Finalmente, el estudio se centrard en un tipo especifico de bacteria (Bacillus sp.) para la
biosintesis de las nanoparticulas de ZnO. Aunque esto permite una investigacion detallada
de este método particular, no explora el potencial de otros microorganismos que podrian
ofrecer ventajas adicionales en términos de eficiencia de sintesis o propiedades del

material resultante.
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A pesar de estas limitaciones, la investigacion propuesta proporcionara

informacion valiosa sobre la sintesis biologica de nanoparticulas de ZnO y su aplicacion

en la degradacion fotocatalitica de cianuro, sentando las bases para futuros estudios que

puedan abordar estos aspectos adicionales y acercar la tecnologia a su aplicacion practica

en el tratamiento de efluentes industriales.

1.5 Objetivos

1.5.1

1.5.2

c)

Objetivo general

Estudiar la degradacion de cianuro mediante un proceso fotocatalitico en solucion

acuosa empleando nanoparticulas de ZnO biosintetizadas.
Objetivos especificos
Biosintetizar nanoparticulas de ZnO a través del uso de Bacillus sp.

Determinar las propiedades Opticas, estructurales y morfoldgicas del ZnO

biosintetizado.

Evaluar la actividad fotocatalitica para degradar cianuro.

1.6 Hipdtesis

1.6.2

1.6.3

b)

Hipotesis general

Las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas serdn eficaces en la degradacion del

cianuro mediante un proceso fotocatalitico en solucidon acuosa.
Hipotesis especifica

El uso de Bacillus sp. permitira la biosintesis exitosa de nanoparticulas de ZnO

con propiedades adecuadas para su uso en fotocatalisis

Las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas presentaran propiedades oOpticas,
estructurales y morfoldgicas similares o superiores a las obtenidas por métodos de

sintesis convencionales.
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c) Las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas mostraran una actividad fotocatalitica

significativa en la degradacion del cianuro.
1.7 Variables
1.7.2 Identificacion de variables
1.7.2.1 Variable independiente

e (aracteristicas fisicas, quimicas y mineraldgicas de las nanoparticulas de

ZnO biosintetizadas
1.7.2.2 Variable dependiente

e Eficiencia de la degradacion del cianuro mediante proceso fotocatalitico



1.7.3 Definicion operacionalizacion de las variables

Operacionalizacion de variables

18

Variable Dimension Subdimension Indicador Escala
Morfologia Forma gerometrlca de las Nominal
nanoparticulas
Tamafio de particula Dlametrq promedio de
nanoparticula (nm)
Prgpledades Area superficial Arfa superficial BET Numérica
fisicas (m?/g) 5
. razon
Band Ga Energia de banda continua
Caracteristicas P prohibida (eV)
fisicas, Absorcion de luz Longitud de onda méaxima
quimicas y UV-Vis (nm)
mineraldgicas Numérica
de las Propiedad Pureza Espectro FTIR razon
nanoparticulas  * ropiedades continua
de ZnO quiicas G funcional Presencia de vibraciones Nominal
biosintetizadas TUpoOS runcionales moleculares Zn-O (cm’l) omina
(Independiente) sotali
Estructura cristalina Fase c.rlsta.hng (hexagonal Nominal
wurtzita, zincita)
] N stali Tamafio promedio de
Propiedades Tamafo de cristalito cristalito (nm .
. 160 Numeérica
mineralogicas . , .
Fase cristalografica % de fase razon
continua
Parametros de red (Cg)n stantes dereday ¢
DE = (Ci-Cr/Ci) x 100
Ci = Concentracion inicial
de CN-
Cr = Concentracion
residual de CN- Numérica
DE > 90 % = Muy alta razon
% de degradacion eficiencia continua
Eficiencia de la L 70 % <DE <90 % = Alta
., Eficiencia de S
degradacion deeradacion eficiencia
del cianuro & (DE) 50% <DE<70%=
mediante Moderada eficiencia
proceso DE <50 % = Baja
fotocatalitico eficiencia
(Dependiente) Concentracion Concentracion final de
residual CN™ (mg/L)
Tiempo de Tiempo para 50 % de
degradacion degradacion ti/> (min)
Concentracion de Dosificacion de ZnO -
.. . Numeérica
Condiciones catalizador (g/) .
-, 4 NPT razon
de operacion .. ., Tiempo de irradiacién .
Tiempo de reaccion continua

(min)




CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

La fotocatalisis heterogénea con semiconductores nanoestructurados ha sido
ampliamente investigada en las ultimas décadas para la degradacion de diversos
contaminantes en agua y aire. Dentro de los semiconductores mas estudiados se encuentra
el TiO2, que ha demostrado una alta actividad para la mineralizacién oxidativa de
compuestos organicos e inorganicos bajo irradiacion UV (Chen et al., 2020). Sin
embargo, la baja absorcion del TiO; en el rango visible del espectro y la rapida

recombinacion de pares electron-hueco limitan su eficiencia (Lettieri et al., 2021).

En este contexto, el ZnO ha surgido como un fotocatalizador prometedor para
superar estas desventajas del TiO», debido a su ancha banda prohibida (3,37 eV) y la
facilidad para sintetizarlo en nanoestructuras con alta area superficial (Abdullah et al.,
2022). Varios estudios previos han reportado una elevada actividad fotocatalitica del ZnO
nanoestructurado para degradar contaminantes ambientales como colorantes (Batra et al.,
2022), fenoles (Kusiak-Nejman et al., 2021), pesticidas (Khan y Pathak, 2020), fArmacos
(Majumder et al., 2020), entre otros.

En cuanto a la degradacién de cianuro especificamente, también se han publicado
investigaciones que evidencian la efectividad del ZnO como fotocatalizador.
Razanamahandry et al. (2020) estudiaron la degradacion de CN™ por nanoparticulas de
ZnO sintetizadas por un método verde usando hojas de Eucalyptus globulus, logrando
una degradacion del 98 % luego de 20 min usando luz ultravioleta, partiendo de una
concentracion inicial de 3 g CNL™'. Nufiez-Salas et al. (2019) alcanzaron una
degradacion de 89 % de una concentracion inicial de 10 mg CN L™ en un periodo de 2
horas, empleando un simulador solar de 300 a 800 nm. Mohar et al. (2019) depositaron
Zn0O nanoestructurado sobre vidrio, logrando degradar 12,44 % de cianuro de una

concentracion inicial de 200 ppm y empleando lamparas de luz blanca. Estos estudios
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previos demuestran el potencial de aplicacion de este semiconductor para el tratamiento

de soluciones contaminadas con cianuro.

Sin embargo, alin es necesario profundizar en el efecto de las caracteristicas
nanoestructurales del ZnO biosintetizado por un método verde mediante la aplicacion de
bacterias, como tipo de estructura, tamafio y morfologia de particula, sobre la actividad
fotocatalitica para degradar cianuro. En esta linea, el presente proyecto de investigacion
pretende biosintetizar nanoparticulas de ZnO con Bacillus sp. en distintas condiciones y
evaluar su capacidad para la eliminacion de cianuro mediante irradiacion UV,
determinando la influencia de variables operacionales sobre la eficiencia del proceso

fotocatalitico.

2.2 Bases tedricas
2.2.1 Contaminacion por cianuro

El cianuro es un ion monovalente consistente en un atomo de carbono unido por
enlaces triples a un atomo de nitrogeno (CN"). Se forma a partir del dcido cianhidrico, que
es un gas incoloro de olor caracteristico. En la naturaleza se encuentra en forma de
diversos compuestos simples y complejos, siendo las sales de cianuro de sodio (NaCN),

potasio (KCN) y calcio (CaCN3) las mas comunes (Soto, 2013).

Industrialmente, los compuestos de cianuro se utilizan en diversos procesos,
principalmente en la mineria del oro y la plata para extraer estos metales de los minerales
que los contienen, mediante un proceso conocido como cianuracion. El cianuro forma
complejos muy estables con los iones metalicos Au” y Ag”, separandolos eficientemente
de la mena triturada (Verbrugge et al., 2021). Otras aplicaciones importantes son la
produccion de polimeros como el nailon, adhesivos y plasticos, tratamiento de superficies

metalicas, sintesis quimica, entre otros (Dzombak et al., 2006).

Los efluentes resultantes de estos procesos contienen ciertas concentraciones de
cianuro libre, complejado o a veces cianuros metalicos que deben ser removidos antes de
su descarga o reuso, ya que aun a bajas concentraciones el CN™ es sumamente toxico para
los seres vivos. Cuando se ingiere, inhala o absorbe a través de la piel, el ion cianuro (CN-

) bloquea la respiracion celular al unirse fuertemente a la enzima citocromo ¢ oxidasa,
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inhibiendo el transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial. Esto evita
la utilizacion del oxigeno por las células y causa una disminucion letal de ATP. Ademas,
puede provocar dafios en el sistema nervioso central, tiroides, corazon, pulmones e higado

(Suman, 2023).

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) y la Union
Europea establecen una concentracion méaxima de 0,2 mg/L de CN™ en los efluentes
descargados por la industria minera, mientras que la Organizacion Mundial de la Salud
recomienda no superar 0,07 mg/L en el agua potable (Dzombak et al., 2006). Para cumplir
con estas regulaciones, es necesario aplicar procesos eficientes de remocion de cianuro a

los efluentes contaminados.
2.2.2. Métodos convencionales de remocion del cianuro

Existen diversos procesos que permiten degradar o remover el cianuro de

soluciones acuosas. Los tratamientos mas utilizados actualmente en la industria son:
a) Oxidacion alcalina con perdxido de hidrogeno u otros oxidantes:

Este método se basa en la reaccion del CN™ con peroxido de hidrogeno (H202) u
otros agentes oxidantes fuertes en condiciones alcalinas. Es uno de los procesos mas
ampliamente utilizados en la industria, especialmente en el sector minero, debido a su
eficacia y relativa simplicidad. El proceso se lleva a cabo en un ambiente fuertemente
alcalino, tipicamente a un pH superior a 10,5 para asegurar que el cianuro esté presente
principalmente en su forma iénica (CN") y no como acido cianhidrico volatil (HCN), que
es altamente toxico y peligroso. La oxidacion con perdxido de hidrégeno no solo es
efectiva para el cianuro libre, sino también para varios complejos de cianuro metélico, lo
que lo hace versatil para tratar diversos tipos de efluentes cianurados. Ademas del H>O»,
otros oxidantes como el hipoclorito de sodio (NaClO) o el permanganato de potasio
(KMnOy) también pueden emplearse en este proceso, cada uno con sus propias ventajas
y desventajas en términos de costo, eficacia y generacion de subproductos. La eleccion
del oxidante depende de factores como la composicion especifica del efluente, los costos

operativos y las regulaciones ambientales locales (Tu et al., 2019).
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El proceso se desarrolla en dos etapas principales:

Ira etapa: Oxidacion del cianuro a cianato:
CN™ + H,0, - CNO™ + H,0 [1]
2da etapa: Hidrolisis del cianato a dioxido de carbono y nitrégeno:

CN™ + 2H,0 — CO, + NH, 2]

Para que el proceso sea efectivo, se requiere un pH superior a 10,5, lo que asegura
que el cianuro esté presente principalmente como ion CN” y no como HCN volatil. La
relacion molar H>O2:CN™ debe ser de al menos 2:1 para garantizar una oxidacion
completa. En la practica, suelen utilizarse excesos de H»O» para compensar la

descomposicion del peroxido y asegurar la reaccion completa.

Ventajas:

- Proceso relativamente rapido y eficiente.

- No introduce contaminantes adicionales al medio.

- El exceso de H2O» se descompone en agua y oxigeno.
Desventajas:

- Costo elevado del HO:.

- Necesidad de un control preciso del pH.

- Posible formacion de complejos cianometélicos resistentes a la oxidacion.
b) Proceso INCO (SO2/aire):

Este método, desarrollado por INCO, utiliza una mezcla de dioxido de azufre
(S0O») y aire para oxidar el cianuro. El proceso opera a un pH entre 8 y 10, lo que lo hace
particularmente adecuado para el tratamiento de efluentes mineros que tipicamente son
alcalinos. El proceso INCO se ha convertido en uno de los métodos mas utilizados en la
industria minera a gran escala debido a su eficacia en el tratamiento de grandes
volumenes de efluentes cianurados y su capacidad para manejar simultineamente la
eliminacion de cianuro y la precipitacion de metales pesados. Una caracteristica
distintiva de este proceso es el uso de un catalizador de cobre soluble, que aumenta

significativamente la velocidad de reaccion. El proceso INCO es especialmente eficaz
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para tratar efluentes con concentraciones moderadas de cianuro (tipicamente < 100 mg/L)
y es capaz de manejar tanto cianuro libre como complejos débiles de cianuro metalico.
Sin embargo, puede ser menos efectivo para concentraciones muy altas de cianuro
o para complejos fuertes de cianuro, como los formados con hierro. Una consideracion
importante en la implementacion de este proceso es el manejo seguro del SO», que es un
gas toxico; por esta razon, muchas instalaciones optan por utilizar metabisulfito de sodio
(Na2S20s5) como fuente de SO, ya que es mas seguro de manejar y transportar (Breuer y

Hewitt, 2020).
La reaccion principal es:

CN™ + SO, + 0, + H,0 —» CNO™ + H,SO0, [3]

El cianato formado posteriormente se descompone en amoniaco y didxido de

carbono:

CNO~ + 2H,0 — NH; + CO, [4]

Se requiere una relaciéon molar SO2:CN™ de 0,5 - 0,6 para una oxidacion efectiva.
El proceso utiliza tipicamente un catalizador de cobre soluble para aumentar la velocidad

de reaccion.
Ventajas:

- Eficiente para tratar grandes volimenes de efluentes.
- Capaz de tratar simultdneamente cianuro libre y complejos débiles de cianuro.
- Menor costo operativo comparado con la oxidacion con H»Oo.
Desventajas:
- Generacion de lodos que contienen metales y requieren disposicion.
- Necesidad de manejar SO», un gas téxico.

- Posible formacién de tiocianato como subproducto.
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¢) Adsorcion con carbon activado:

La adsorcion con carbon activado es un método fisico-quimico ampliamente
utilizado para la remocidn de cianuro de soluciones acuosas. Este proceso aprovecha la
alta area superficial y la estructura porosa del carbon activado para retener moléculas de
cianuro a través de interacciones fisicas y quimicas. El carbon activado puede adsorber
tanto cianuro libre como ciertos complejos de cianuro metalico, aunque su eficacia varia
dependiendo del tipo de complejo y las condiciones de la solucion. Una de las principales
ventajas de este método es su capacidad para tratar efluentes con bajas concentraciones
de cianuro, donde otros métodos quimicos pueden ser menos eficientes. Ademas, el
carbon activado puede adsorber simultdneamente otros contaminantes organicos
presentes en el efluente, lo que lo hace particularmente 1til para el tratamiento de aguas
residuales complejas. Sin embargo, este método no destruye el cianuro, sino que lo
transfiere de la fase liquida a la sélida, lo que requiere un manejo posterior del carbon
saturado. Esto implica etapas adicionales de regeneracioén o disposicion del carbon, lo
cual puede aumentar los costos operativos y plantear desafios ambientales adicionales

(Aliprandini et al., 2020).

El proceso implica la retencion fisica del cianuro en la estructura porosa del carbon

activado.

El mecanismo de adsorcion puede involucrar:

- Adsorcion fisica del ion CN" en la superficie del carbon.

- Formacion de complejos entre el cianuro y grupos funcionales en la superficie
del carbon.

- Posible oxidacion parcial del cianuro a cianato en la superficie del carbon.

La eficiencia del proceso depende de factores como el pH de la solucion, la
temperatura, el tipo de carbon activado utilizado y la presencia de otros iones que puedan

competir por los sitios de adsorcion.

Ventajas:
- Efectivo para bajas concentraciones de cianuro.

- Puede remover simultineamente otros contaminantes organicos.
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- Tecnologia bien establecida y relativamente simple de operar.
Desventajas:
- Requiere etapas posteriores de regeneracion o disposicion del carbon saturado.
- La presencia de otros contaminantes puede reducir la eficiencia de remocion del
cianuro.

- No destruye el cianuro, solo lo transfiere a otra fase.
d) Intercambio ionico:

El intercambio i6nico es un proceso fisico-quimico que utiliza resinas
especialmente disefiadas para remover iones cianuro de soluciones acuosas. Este método
se basa en el principio de intercambio de iones, donde los iones cianuro (CN°) son
reemplazados por otros aniones (como cloruro o hidroxilo) presentes en la resina. El
intercambio i0nico es particularmente eficaz para el tratamiento de efluentes con bajas
concentraciones de cianuro y puede lograr niveles muy bajos de cianuro residual en el
agua tratada. Una ventaja significativa de este método es su capacidad para recuperar el
cianuro, lo cual puede ser econdmicamente beneficioso en algunas aplicaciones
industriales donde el cianuro puede reutilizarse. Sin embargo, el proceso de intercambio
16nico no destruye el cianuro, sino que lo concentra en la resina, lo que requiere un
manejo posterior de la resina cargada. Esto implica etapas adicionales de regeneracion
de la resina, durante las cuales se produce una solucion concentrada de cianuro que debe
ser tratada o gestionada adecuadamente. Ademas, la presencia de otros iones en el
efluente puede competir con el cianuro por los sitios de intercambio en la resina, lo que

puede reducir la eficiencia del proceso en aguas residuales complejas (Zhou et al., 2023).

Las resinas, tipicamente de base fuerte, intercambian aniones como cloruro o

hidroxilo por iones cianuro:

R—Cl+CN~ > R—CN+Cl- [5]

Donde R representa la matriz de la resina.

El proceso implica hacer pasar la solucion contaminada a través de una columna

llena de resina. Una vez que la resina se satura, se regenera utilizando una solucion
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concentrada de NaOH o NaCl, que invierte la reaccion y libera el cianuro en una solucion
concentrada.
Ventajas:

- Altamente eficiente para bajas concentraciones de cianuro.

- Puede recuperar el cianuro para su reutilizacion.

- No destruye el cianuro, lo que puede ser ventajoso si se desea recuperarlo.
Desventajas:

- Requiere regeneracion periddica de las resinas.

- La presencia de otros aniones puede interferir con la eficiencia del proceso.

- El efluente de regeneracion contiene cianuro concentrado que requiere

tratamiento adicional.
e) Biodegradacion:

La biodegradaciéon es un método de tratamiento bioldgico que utiliza
microorganismos, principalmente bacterias, para degradar el cianuro en compuestos
menos toxicos o completamente inocuos. Este enfoque se basa en la capacidad natural
de ciertos microorganismos para metabolizar el cianuro como fuente de carbono y
nitrogeno. La biodegradacion puede llevarse a cabo en sistemas aerobios o anaerobios,
dependiendo de las especies microbianas utilizadas y las condiciones del proceso. Una
de las principales ventajas de la biodegradacion es su potencial para ser un método de
tratamiento economico y ambientalmente amigable, especialmente para el tratamiento a
largo plazo de efluentes con bajas concentraciones de cianuro. Ademas, los procesos
biologicos pueden degradar simultaneamente otros contaminantes organicos presentes en
el efluente. Sin embargo, la biodegradacion generalmente requiere tiempos de
tratamiento mas largos en comparacion con los métodos fisico-quimicos, y su eficacia
puede verse afectada por factores como la temperatura, el pH, y la presencia de otros
compuestos toxicos en el efluente. Ademas, los sistemas biologicos pueden requerir un
periodo de aclimatacion y un control cuidadoso de las condiciones ambientales para

mantener una poblaciéon microbiana saludable y activa (Caceda Quiroz et al., 2023).

Los procesos de biodegradacion pueden ser aerobios o anaerobios y pueden

involucrar varias rutas metabodlicas:
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- Hidroélisis enzimatica:
HCN + 2H,0 —» HCOOH + NH;4 [6]

- Oxidacion inicial del cianuro:
CN™ +20;, + 2H* - CNO™ + H,0 [7]
- Oxidacion del ion cianato:
CNO™ + %Oz + 2H* - CO, + NO3 + H,0 [8]
- Reduccion:
HCN + H, - CH, = NH + H,0 [9]

Algunas bacterias comunmente utilizadas incluyen especies de Pseudomonas,

Bacillus, y Klebsiella.

Ventajas:
- Método ambientalmente amigable.
- Bajos costos operativos una vez establecido el sistema.

- Puede tratar simultdneamente otros contaminantes organicos.
Desventajas:

- Requiere tiempos de tratamiento mas largos comparado con métodos fisico-
quimicos.

- Sensible a cambios en las condiciones ambientales (pH, temperatura, presencia
de otros toxicos).

- Puede requerir la adicion de nutrientes y control de las condiciones del medio.

Si bien estos procesos se aplican a nivel industrial, presentan ciertas limitaciones

que dificultan su implementacién o elevan los costos (Vidal-Tovar et al., 2019):

- Necesidad de etapas posteriores para remover subproductos también toxicos (CNO",
NH3).
- Consumo de elevadas cantidades de reactivos peligrosos como H>O, Oz y SO».

- Operacion a pH extremos que requiere ajustes previos y posteriores al tratamiento.
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- Baja eficiencia a concentraciones de CN” menores a 50 mg/L.
- Costos asociados a la regeneracion de las resinas y el carbon activado saturados.
- Tiempos prolongados para obtener una degradacidon completa mediante

biodegradacion.

Por ello, es importante investigar tecnologias alternativas que permitan degradar
el cianuro de manera efectiva y segura, sin las desventajas mencionadas. Los procesos
avanzados de oxidacion basados en la generacion y uso de radicales altamente reactivos

representan una opcion prometedora.

2.2.3. Procesos avanzados de oxidacion para degradacion de contaminantes

Los procesos avanzados de oxidacion (PAOs) involucran la generacion de
especies de radicales muy oxidantes, principalmente el radical hidroxilo (*OH), que es
capaz de atacar y degradar rdpidamente una amplia variedad de contaminantes organicos

e inorgénicos (J. Wang y Wang, 2020). Entre los PAOs mas estudiados se encuentran:
a) Ozonizacion (03)

La oxidacion con ozono (O3) es un método avanzado de oxidacidon que ha ganado
considerable atencion para el tratamiento de efluentes cianurados en las Gltimas décadas.
El ozono es un oxidante extremadamente potente con un potencial de oxidacion de 2,07
V, lo que lo hace muy efectivo para la degradacion de cianuro y sus complejos. Una de
las principales ventajas de la ozonizacidn es que no introduce contaminantes adicionales
al agua tratada, ya que el exceso de ozono se descompone rapidamente en oxigeno. Este
método es particularmente eficaz para el tratamiento de cianuro libre y varios complejos
de cianuro metalico, incluyendo algunos que son resistentes a otros métodos de
tratamiento. La oxidacion con ozono puede llevarse a cabo en un amplio rango de pH,
aunque su eficacia y mecanismo de accion pueden variar dependiendo de las condiciones
del proceso. En condiciones alcalinas, que son tipicas en los efluentes de la industria
minera, la oxidacién indirecta a través de radicales hidroxilos se vuelve mas prominente,
lo que puede aumentar la eficacia del tratamiento. Sin embargo, la implementacion de la
ozonizacién a escala industrial puede enfrentar desafios debido al alto costo energético

asociado con la generacion de ozono y su baja solubilidad en agua, lo que puede limitar
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la eficiencia de transferencia de masa en el proceso de tratamiento (Morillo Esparza et

al., 2019), (Rekhate y Srivastava, 2020).

El ozono (O3) es un poderoso oxidante que puede descomponer el cianuro en un

proceso de dos etapas:

Ira etapa: Oxidacion del cianuro a cianato:
CN™ 4+ 03 - CNO™ + 0, [10]

2da etapa: Oxidacion posterior del cianato a carbonato y nitrogeno:

2CNO™ + 305 + H,0 — 2C0%™ + N, + 30,+2H" [11]

La eficacia de la ozonizacion depende del pH, ya que en condiciones alcalinas se
favorece la formacion de radicales *OH, mientras que en condiciones dcidas predomina

la oxidacion directa por Os.
Ventajas:

- No genera residuos secundarios, ya que el exceso de O3 se descompone en O».
- Efectivo contra una amplia gama de contaminantes organicos € inorganicos.

- Puede mejorar la biodegradabilidad de los contaminantes recalcitrantes.
Desventajas:

- Alto costo energético para la generacion de Os.
- Baja solubilidad del O3 en agua, lo que puede limitar la eficiencia del proceso.

- Posible formacién de subproductos de oxidacion potencialmente toxicos.
Aplicaciones:

- Tratamiento de aguas residuales industriales.
- Desinfeccion de agua potable.
- Eliminacién de compuestos farmacéuticos y productos de cuidado personal en

aguas residuales.
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b) Proceso Fenton (Fe?'/H202):

El proceso Fenton es reconocido como un método altamente efectivo para la
degradacion de cianuro, particularmente en condiciones acidas. Este proceso se basa en
la reaccion entre el ion ferroso (Fe") y el peroxido de hidrogeno (H20) para generar
radicales hidroxilos (*OH). La alta reactividad de estos radicales los hace extremadamente
eficientes para oxidar el cianuro. El proceso Fenton es especialmente potente en medio
acido (tipicamente pH 2 - 4) donde la generacion de radicales *OH es més eficiente. En
estas condiciones, el cianuro se encuentra principalmente en forma de 4cido cianhidrico

(HCN), que es mas susceptible al ataque de los radicales *OH que el ion cianuro (CN").

La reaccion Fenton no solo es capaz de oxidar el cianuro libre, sino que también
puede degradar complejos débiles de cianuro, como los formados con cobre o zinc, que
son comunes en efluentes mineros. Ademas, bajo condiciones optimizadas, el proceso
Fenton puede llevar a la mineralizacion completa del cianuro, convirtiéndolo en dioxido
de carbono (CO») y nitrato (NO3), eliminando asi completamente su toxicidad (Liang et

al., 2021):.
Mecanismo de reaccion principal:
Fe?* + H,0, - Fe3* + OH™ + - OH [12]

Reacciones secundarias:

Fe3+ + HzOz - Fe2+ + HOZ -+ H+ [13]
. OH + H,0, - HO, - + H,0 [14]
- OH + Fe?* - Fe3* + OH™ [15]

El proceso Fenton es mas eficiente a pH acido (tipicamente entre 2,5y 3,5), lo que

puede requerir ajustes de pH antes y después del tratamiento.
Ventajas:

- Alta eficiencia en la degradacion de contaminantes organicos recalcitrantes.
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- Reactivos relativamente economicos y faciles de manejar.

- Posibilidad de tratar altas cargas de contaminantes.
Desventajas

- Necesidad de ajustar el pH a condiciones acidas.
- Generacion de lodos de hidroxido de hierro que requieren tratamiento posterior.

- Posible consumo ineficiente de H>O» por reacciones secundarias.
Aplicaciones

- Tratamiento de aguas residuales industriales, especialmente de la industria textil
y farmacéutica.
- Remediacion de suelos contaminados.

- Pretratamiento para mejorar la biodegradabilidad de efluentes recalcitrantes.
¢) Proceso Foto-Fenton (Fe*'/H202/UV)

El proceso Foto-Fenton representa una mejora significativa sobre el proceso
Fenton convencional para la degradacion de cianuro. Este método combina la reaccion
Fenton clasica con la irradiacion ultravioleta (UV) o luz solar. La adicion de luz UV
potencia la generacion de radicales hidroxilos (*OH) a través de varios mecanismos
adicionales. Primero, la fotdlisis del peroxido de hidrégeno produce directamente
radicales *OH. Segundo, la luz UV promueve la foto-reduccion del Fe** a Fe**, lo que
mantiene el ciclo catalitico del hierro y sostiene la produccion de radicales *OH. Tercero,
los complejos de hierro-cianuro que pueden formarse durante el tratamiento son
susceptibles al fotdlisis, liberando cianuro libre que puede ser posteriormente oxidado.
Esta sinergia entre la reaccion Fenton y la fotdlisis resulta en una degradacion mas rapida
y completa del cianuro, incluso a concentraciones mas bajas. Ademas, el proceso Foto-
Fenton puede operar eficazmente a pH menos acido (hasta pH 5) en comparacién con el
Fenton convencional, lo que puede ser ventajoso para el tratamiento de efluentes mineros
que suelen ser alcalinos. La posibilidad de utilizar luz solar como fuente de radiacion UV
hace que este proceso sea particularmente atractivo para operaciones mineras en areas

remotas o con acceso limitado a la red eléctrica (Rueda-Marquez et al., 2020).
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Mecanismo adicional al proceso Fenton convencional:
Fe3* + H,0 + hv — Fe?* +-OH + H* [16]

Esta reaccion fotoquimica permite la regeneracién continua de Fe?', lo que

mantiene el ciclo catalitico y aumenta la produccion de radicales *OH.
Ventajas adicionales sobre el proceso Fenton

- Mayor eficiencia en la produccion de radicales *OH.

Posibilidad de operar a pH menos acido (hasta pH 5).

- Reducciodn en la cantidad de hierro necesaria.

Potencial uso de luz solar, reduciendo costos energéticos.

Desventajas

- Requiere equipos adicionales para la irradiacion UV si no se usa luz solar.
- Laturbidez del agua puede reducir la eficacia del proceso al limitar la penetracion
de la luz.

- Mayor complejidad operativa comparado con el proceso Fenton convencional.
Aplicaciones

- Tratamiento de aguas residuales con contaminantes persistentes.
- Descontaminacion de aguas subterraneas.

- Eliminacioén de microcontaminantes emergentes (farmacos, pesticidas, etc.).
d) Fotdlisis UV

La fotdlisis UV es un proceso avanzado de oxidacion que utiliza radiacion
ultravioleta para degradar el cianuro en soluciones acuosas. Este método se basa en la
capacidad de la luz UV para romper los enlaces quimicos del cianuro directamente o para
generar especies reactivas, principalmente radicales hidroxilos (*OH), que luego oxidan
el cianuro. La fotdlisis UV puede ser particularmente efectiva para el tratamiento de
efluentes con bajas concentraciones de cianuro (tipicamente < 20 mg/L), donde otros

métodos quimicos pueden ser menos eficientes o econdomicos. Una ventaja significativa
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de este método es que no requiere la adicion de productos quimicos adicionales, lo que
puede simplificar el proceso de tratamiento y reducir la generacion de subproductos
indeseados. Sin embargo, la eficacia de la fotdlisis UV puede verse limitada en efluentes
con alta turbiedad o color, ya que estos factores pueden interferir con la penetracion de
la luz UV (Pandey et al., 2023). Ademas, el proceso puede requerir tiempos de
tratamiento relativamente largos para lograr una degradacion completa del cianuro,

especialmente en concentraciones mas altas.

El proceso puede ocurrir por dos vias principales:

1ra via: Fotolisis directa:

CN~ +hv > CN- +e” [17]
CN - +H,0 - HCN + OH - [18]
HCN + 20H - > CO + NH; + H,0 [19]

2da via: Fotolisis indirecta (con H2O»):
H,0, + hv - 20H - [20]
CN™ 4+ 20H-- CNO™ + H,0 [21]
CNO™ +30H-- CO, + N, + 2H,0 + OH — [22]

Este método es especialmente eficiente para bajas concentraciones de cianuro (<

20 mg/L) y se puede mejorar afiadiendo H>O> como fuente adicional de radicales OHe.

Ventajas
- No requiere adicion de productos quimicos (en la fotélisis directa).
- Eficaz para bajas concentraciones de cianuro.

- Puede combinarse con otros procesos de oxidacion avanzada.

Desventajas
- Alto consumo energético.
- Eficiencia limitada para altas concentraciones de cianuro.

- Lapresencia de so6lidos suspendidos o color puede reducir la eficacia del proceso.



34

e) Proceso O3/UV

La combinacion de ozonizaciéon y radiacion ultravioleta (proceso O3/UV)
constituye un enfoque sinérgico y altamente efectivo para la degradacion de cianuro. Este
proceso aprovecha las fortalezas individuales de la ozonizacion y la fotdlisis UV,
resultando en una oxidacién maés rapida y completa del cianuro en comparacién con
cualquiera de los métodos por separado. La irradiaciéon UV acelera la descomposicion del
ozono en agua, generando una cantidad significativamente mayor de radicales hidroxilos
(*OH) que la ozonizacién sola. Ademas, la fotolisis directa del cianuro por la luz UV
contribuye a su degradacion. La combinacion de estos mecanismos permite una oxidacion
mas eficiente del cianuro, incluso de formas complejas que pueden ser resistentes a la
ozonizacion simple. El proceso O3/UV es capaz de mineralizar completamente el cianuro
a dioxido de carbono (CO») y nitrito/nitrato (NO?*/NO?*), eliminando efectivamente su
toxicidad. Una ventaja adicional de este método es su capacidad para operar eficazmente
en un rango de pH mdas amplio que otros procesos, lo que lo hace adaptable a diversas

condiciones de efluentes cianurados (Dadban Shahamat et al., 2022).
Mecanismo principal:
O3 +H,0+hv—2-0H+ 0, [23]

Reacciones adicionales:

H,0 + hv — H - + - OH [24]
HO; + 05 — - OH + 05 + 0, 26]

Ventajas

- Mayor eficiencia en la produccién de radicales *OH comparado con la
ozonizacién o fotolisis UV por separado.
- Efectivo contra una amplia gama de contaminantes, incluyendo aquellos

resistentes a la ozonizacion o fotolisis UV individuales.
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- Puede operar a pH neutro, evitando la necesidad de ajustes de pH.
Desventajas

- Alto costo energético debido a la generacion de O3 y la irradiacion UV.
- Posible formacion de subproductos de oxidacion que requieren monitoreo.

- La eficiencia puede verse afectada por la turbidez o color del agua.
Aplicaciones

- Tratamiento avanzado de aguas residuales industriales.
- Eliminacién de contaminantes emergentes en plantas de tratamiento de agua
potable.

- Desinfeccion y oxidacion simultanea en sistemas de tratamiento de agua.
f) Fotocatalisis con semiconductores

La fotocatélisis heterogénea utilizando semiconductores como el didxido de
titanio (Ti07) o el 6xido de zinc (ZnO) emerge como un método promisorio y versatil
para la degradacion de cianuro. Este proceso se basa en la capacidad de estos materiales
semiconductores para generar pares electron-hueco cuando son irradiados con luz de
energia igual o superior a su banda prohibida. Los huecos generados en la banda de
valencia pueden oxidar directamente el cianuro o reaccionar con el agua para formar
radicales hidroxilos (*OH), mientras que los electrones en la banda de conduccion pueden
reducir el oxigeno molecular para formar radicales superoxidos ( 05 ). Estos procesos
redox concurrentes conducen a una oxidacion eficiente del cianuro. Una ventaja
significativa de la fotocatalisis es la posibilidad de utilizar luz solar, lo que la hace
especialmente atractiva para aplicaciones en areas remotas o con acceso limitado a la
energia. Ademas, los catalizadores semiconductores no se consumen en la reaccion y
pueden reutilizarse, lo que es ventajoso para el tratamiento continuo de efluentes
cianurados. La fotocatalisis también ofrece la posibilidad de degradacion completa del
cianuro sin la generacion de subproductos toxicos persistentes, lo que la convierte en una
tecnologia prometedora para el tratamiento sostenible de efluentes cianurados en la

industria minera y otras aplicaciones (Akerdi y Bahrami, 2019).
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Mecanismo basico, generacion de pares electron-hueco en el semiconductor:
Semiconductor + hv — e~ (banda de conduccién) + h* (banda de valencia)
Reaccion del hueco con el agua:
h* +H,0 »-OH + H? [27]
Reaccion de electron con el oxigeno:
e +0, - 05 [28]
Ventajas

- Posibilidad de utilizar luz solar, reduciendo costos energéticos.
- El catalizador no se consume en la reaccion y puede ser reutilizado.
- Efectivo contra una amplia gama de contaminantes organicos e inorganicos.

- Potencial para la desinfeccion simultanea del agua.
Desventajas

- La eficiencia puede ser baja bajo luz visible, requiriendo modificacion del
catalizador para mejorar la absorcion de luz.

- Posible recombinacion rapida de los pares electron-hueco, reduciendo la
eficiencia.

- Necesidad de separar el catalizador del agua tratada, lo que puede ser complicado

para catalizadores nanoparticulados.
Aplicaciones

- Tratamiento de aguas residuales con contaminantes organicos persistentes.
- Purificacion de aire interior.
- Superficies autolimpiantes y antimicrobianas.

- Produccion de hidrogeno por division fotocatalitica del agua.
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2.2.4. 7ZnO como fotocatalizador para la degradacion de cianuro

El 6xido de zinc (ZnO) es un semiconductor tipo n con una energia de banda
prohibida de 3,37 eV que le confiere una elevada actividad fotocatalitica bajo irradiacion

UV (Sharma et al., 2022). Entre sus principales propiedades se destacan:
- Absorcion eficiente de luz UV debido a su ancha banda prohibida.

- Alto potencial redox de los pares electron-hueco photogenerados (+ 2,53 V vs NHE
apH 7).

- Buena estabilidad quimica en condiciones 4cidas y alcalinas.

- Baja toxicidad y buena biocompatibilidad.

- Mayor velocidad de recombinacion electron-hueco en comparacion con TiOs.
- Posibilidad de sintetizar una amplia variedad de nanoestructuras.

Cuando el ZnO se irradia con luz de energia superior a su banda prohibida, se
promueven electrones de la banda de valencia a la banda de conduccién, generando pares
electron-hueco (e7/h"). Estos portadores de carga migran a la superficie del semiconductor
y participan en reacciones redox con especies adsorbidas. Los huecos oxidan a los
compuestos organicos o al agua formando radicales *OH, mientras que los electrones
reducen al oxigeno molecular adsorbido generando el radical superdxido Oze—. Tanto el
*OH como el Oz*— son extremadamente reactivos y degradan rapidamente los
contaminantes hasta mineralizarlos a CO, agua y los correspondientes iones inorganicos

(Abdullah et al., 2022; Khan y Pathak, 2020; Nufiez-Salas et al., 2019).

El ZnO presenta una actividad fotocatalitica igual o superior al TiO; para la
degradacion de diversos colorantes, fenoles, plaguicidas, compuestos farmacéuticos y
otros contaminantes (Noman et al., 2022). Su capacidad para degradar el cianuro se ha
evaluado en diferentes estudios. Por ejemplo, Razanamahandry, et al. (2020) estudiaron
la degradacion de CN™ por nanoparticulas de ZnO sintetizadas por un método verde

usando hojas de Eucalyptus globulus, logrando una degradacion del 98 % luego de 20
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min usando luz ultravioleta, partiendo de una concentracion inicial de 3 g CN'L™!,
atribuida principalmente a la formacion de OHe y Oze—. Otros trabajos también
evidencian la efectividad del proceso fotocatalitico con ZnO para oxidar cianuro (Mohar

et al., 2019; Razanamahandry et al., 2020).

Ademas de sus inherentes propiedades semiconductoras, una ventaja clave del
ZnO es la facilidad para sintetizarlo en una amplia variedad de nanoestructuras, como
nanoparticulas, nanovarillas, nanoflores, nanohojas, nanotubos, entre otras (Theerthagiri
etal., 2019). Al reducir el tamafo de particula a la nanoescala, se maximizan propiedades
como el area superficial especifica disponible para adsorber los contaminantes y
promover las reacciones, la actividad fotocatalitica debido a una mayor separacion del
par e/h", y la penetracion de la radiacion para activar un mayor volumen del material
(Raha y Ahmaruzzaman, 2022). Por lo tanto, el empleo de ZnO nanoestructurado resulta
altamente promisorio para potenciar los procesos fotocataliticos de degradacion de

contaminantes como el cianuro.

Existen diversos métodos para sintetizar nanoestructuras de ZnO, tanto fisicos
(deposicion de vapor, ablacion ldser) como quimicos (sol-gel, hidrotermal,
microemulsiones, etc.) (Bandeira et al., 2020; Shahzad et al., 2021; Wojnarowicz et al.,
2020). Los métodos quimicos ofrecen varias ventajas, incluyendo condiciones de sintesis
sencillas y de baja temperatura, buen control del tamafio y morfologia mediante el ajuste

de parametros como pH, temperatura, precursores, aditivos, y relativamente bajo costo.
Entre los principales métodos quimicos para producir nanoparticulas de ZnO se destacan:

- Sol-gel (Arya et al., 2021): Consiste en la hidrolisis y condensacion controlada de un
precursor de Zn** como el acetato o nitrato de zinc, seguida de secado y calcinacion
del gel formado. Permite obtener particulas pequenias con distribucion de tamafio
estrecha.

- Precipitaciéon (Arya et al., 2021): Se basa en la precipitacion de hydroxo complejos
de Zn** mediante la adicion de una base. El tamafio de particula y la aglomeracion

dependen fuertemente del pH y la temperatura.
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- Hidrotermal (Basnet y Chatterjee, 2020): Implica la cristalizacion de ZnO en una
solucidn acuosa a temperaturas mayores de 100°C en un sistema cerrado. Se logra un
buen control sobre la morfologia.

- Microemulsiones (Zhang et al., 2021): Consiste en la precipitacion de ZnO dentro de
gotas de una microemulsion formada por agua, aceite y surfactante. Permite obtener

nanoparticulas pequefias y estrechamente distribuidas.

Dentro de los métodos de sintesis de nanoparticulas de ZnO, la ruta de sintesis
biologica utilizando microorganismos ha surgido como una alternativa prometedora
frente a los procesos fisicos y quimicos convencionales. Diversos estudios han reportado
el uso de bacterias para sintetizar nanoparticulas de ZnO con propiedades controladas.
Por ejemplo, Rehmann et al. (2019) sintetizaron nanoparticulas de ZnO de forma extra e
intracelular usando la bacteria Bacillus haynesii, logrando particulas de tamafio uniforme
de 50 =5 nm. con actividad antibacteriana (Rehman et al., 2019). Asimismo, Iqtedar et
al. (2020) produjeron nanoparticulas de ZnO con un tamafio entre 58,77 — 63,3 nm
utilizando Bacillus cereus, con mayor actividad inhibitoria sobre patdégenos resistentes a
multiples fArmacos en concentraciones muy bajas (Iqtedar et al., 2020). Estos estudios
demuestran que el uso de rutas de sintesis bioldgica con bacterias es una alternativa
prometedora y ecoeficiente para obtener nanoparticulas de ZnO con actividad mejorada
frente a diversas aplicaciones, asi como de tener la capacidad de escalabilidad frente a

otros métodos de sintesis.

Para la presente investigacion se empleara el método de sintesis bioldgica debido

a su versatilidad, facilidad y escalabilidad frente a otras técnicas convencionales.
2.3. Técnicas de Caracterizacion
2.3.1. Analisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico es una técnica analitica que mide los cambios en la
masa de un material en funcion de la temperatura o el tiempo, bajo una atmosfera
controlada. Esta técnica utiliza un analizador termogravimétrico, que consta de una
microbalanza de alta precision rodeada por un horno (Gabbott, 2008). El TGA registra

las variaciones de peso de la muestra a medida que se calienta o se mantiene a una
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temperatura constante. Los resultados se presentan como graficos que muestran el peso o

porcentaje de peso en el eje Y frente al tiempo o la temperatura en el eje X.

Esta técnica es ampliamente utilizada en la industria farmacéutica y de materiales
para evaluar la estabilidad térmica y la pérdida de componentes volatiles. En el caso de
la desolvatacion, los solventes adsorbidos o unidos se liberan a temperaturas elevadas,
causando una disminucion en la masa de la muestra. Por otro lado, durante la degradacion
térmica, la pérdida de masa ocurre debido a la formacion de productos de degradacion

volatiles.

El equipo de TGA tipicamente incluye un plato de muestra conectado a una
balanza de precision, que puede estar en una configuracion de carga inferior o colgante.
La atmosfera de la muestra se controla mediante la purga con un gas inerte, lo que permite

un andlisis preciso de los cambios de masa en condiciones especificas.
2.3.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica que mide los
cambios en las propiedades fisicas y quimicas de un material en funcion de la temperatura.
Este método compara el flujo de calor entre una muestra y una referencia mientras ambas
se someten al mismo programa de temperatura controlada (Gaisford et al., 2016). La DSC
mantiene la muestra y la referencia a temperaturas casi idénticas durante todo el
experimento, midiendo las diferencias en el flujo de calor necesario para mantener esta

igualdad térmica.

Durante una transicion endotérmica, la muestra absorbe calor, requiriendo un
mayor flujo de calor en comparacion con la referencia. En contraste, durante un evento
exotérmico, el flujo de calor hacia la muestra es menor que el de la referencia. Ademas,
cuando la muestra experimenta un cambio en su capacidad calorifica, también se observa

una variacion en el flujo de calor relativo.

Los resultados de la DSC se presentan generalmente como termogramas, que son

gréficos del flujo de calor en funcion de la temperatura. Estos termogramas proporcionan
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informacion valiosa sobre las transiciones de fase, reacciones quimicas y cambios en la

estructura cristalina de los materiales analizados.
2.3.3. Difraccion de Rayos X

La difraccién de rayos X (XRD) es una técnica analitica poderosa que se basa en
la interaccion entre los fotones de rayos X y la materia cristalina. Cuando los rayos X
inciden sobre un material, se producen varios tipos de interacciones, incluyendo la
dispersion elastica o coherente, también conocida como dispersion de Rayleigh. En este
proceso, los fotones interactiian con los electrones que rodean los ntcleos atomicos sin
cambiar su energia, manteniendo su relacion de fase con la onda incidente (McREE,

1999).

La naturaleza periddica de las estructuras cristalinas da lugar a patrones de
interferencia constructiva y destructiva de los rayos X dispersados (Figura 1). Estos
patrones de difraccidon caracteristicos pueden analizarse para investigar la estructura

cristalina de los materiales a nivel atémico (A. K. Singh, 2016).

Figura 1

La condicion para la reflexion: la ley de Bragg (Lindon et al., op. 2010).

La ley de Bragg, formulada por W.L. Bragg, proporciona una interpretacion
geométrica del fendmeno de difraccion de rayos X (BRAGG, 1966). Esta ley se expresa

mediante la ecuacidn:
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nd = 2dy;,sen 6 [29]

Donde A es la longitud de onda de los rayos X, dni es la separacion entre los planos
de difraccion, 6 es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de difraccion (angulo

de Bragg), y n es un nimero entero.

La difraccion de rayos X proporciona informacion detallada sobre la estructura de
los materiales a nivel molecular y cristalografico, permitiendo determinar la disposicion
y organizacion de los atomos en el espacio. Esta informacion es fundamental en diversas
areas cientificas, incluyendo cristalografia, quimica, fisica, biologia e ingenieria (Cullity

y Stock, 2001).
2.3.4. Analisis de area superficial por fisisorcion de Nitrogeno (BET)

El método BET (Brunauer-Emmett-Teller) es una técnica ampliamente utilizada
para medir el area superficial especifica de materiales s6lidos, especialmente aquellos con
estructuras porosas. Esta técnica se basa en la adsorcion fisica (fisisorcion) de moléculas
de gas nitrogeno en la superficie del material analizado. El método fue desarrollado en la
década de 1930 por S. Brunauer, P.H. Emmett y E. Teller en el afio de 1938, y desde
entonces se ha convertido en una herramienta estandar en la caracterizacion de materiales

(Brunauer et al., 1938).

El procedimiento implica medir la cantidad de nitrégeno adsorbido en la
superficie del material a diferentes presiones relativas. La variacion en la presion del gas
adsorbido permite calcular el area superficial del material por unidad de peso. Esta técnica
es particularmente util para materiales con alta porosidad, ya que puede cuantificar el area

superficial total, incluyendo la superficie interna de los poros (Lowell et al., 2004).

El andlisis BET proporciona informacion valiosa sobre la textura y estructura
porosa de los materiales, lo que es crucial en diversas aplicaciones cientificas y

tecnologicas, como catalisis, adsorcion, y desarrollo de materiales avanzados.
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2.3.5. Espectroscopia UV-visible con reflectancia difusa

La espectroscopia UV-visible con reflectancia difusa es una técnica analitica
versatil utilizada para medir las propiedades Opticas de materiales solidos, especialmente
util para muestras en polvo como las nanoparticulas de ZnO. Esta técnica se basa en la
medicion de la luz reflejada difusamente por la muestra en el rango de longitudes de onda
del ultravioleta (UV) y visible. Cuando un material absorbe energia, se producen cambios

en su estructura electronica, resultando en alteraciones detectables en sus propiedades

opticas (Clark et al., 1993).

La espectroscopia UV-visible con reflectancia difusa se emplea para determinar
la brecha de energia (band gap) mediante el método de Kubelka-Munk y la extrapolacion

de Tauc.

La funcion de Kubelka-Munk, F(R), se utiliza para convertir los datos de
reflectancia difusa en un formato equivalente a la absorbancia:

_ (1-R)?

F(R) = 2R

[30]
Donde R es la reflectancia difusa medida.

El método de Tauc se basa en la relacion entre la absorcion de energia y la energia
de la radiacion incidente en un material semiconductor. La ecuacion de Tauc modificada

para reflectancia difusa se expresa como:
(F(R)hv)™ = A(hv — Ey) [31]

Donde /v es la energia del foton incidente, F(R) es la funcion de Kubelka-Munk
(que reemplaza al coeficiente de absorcion a en la ecuacion original), A es una constante
relativa al material, Eg es la brecha de energia prohibida, y n es 2 para transiciones directas

0 1/2 para transiciones indirectas.

Para determinar la brecha de energia del ZnO, se grafica (F(R)hv)™ vs hv, y se

extrapola la parte lineal de la curva hasta el eje x. El punto de interseccion corresponde a
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la energia de la brecha prohibida (Ey). Este analisis proporciona informacion valiosa sobre

las propiedades electronicas y Opticas de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas.
2.3.6. Microscopia Electronica de Transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM), por sus siglas en inglés, es una
técnica de imagen avanzada que permite la observacion y analisis de la estructura de
materiales a nivel atdbmico y molecular. Esta técnica se basa en la interaccion entre un haz
de electrones de alta energia y la materia, lo que permite obtener imagenes de alta

resolucion de la estructura interna de un material (Fultz y Howe, 2013).

Un microscopio electronico de transmision consta de varios componentes clave:
una fuente de electrones, un sistema Optico electromagnético para enfocar el haz de
electrones, un portamuestras, y un sistema de deteccion para recoger la informacion
generada por la interaccion de los electrones con la muestra. La muestra, que debe ser
extremadamente delgada para permitir la transmision de electrones, se coloca en un

portaobjetos y se ilumina con un haz de electrones enfocado (Reimer y Kohl, 2008).

La TEM puede alcanzar resoluciones de hasta 0,1 nandmetros, lo que es
significativamente superior a la resolucion de los microscopios Opticos convencionales.
Esta capacidad de alta resolucion hace que la TEM sea una herramienta invaluable en
diversos campos cientificos y tecnologicos, incluyendo biologia, quimica, ciencia de

materiales, fisica e ingenieria.

La TEM no solo proporciona imagenes de alta resolucion, sino que también
permite realizar analisis estructurales y composicionales detallados de los materiales.
Esto incluye la determinacion de la estructura cristalina, la identificacion de defectos y la

caracterizacion de interfaces y superficies a escala atomica.
2.3.7. Microscopia Electronica de Barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM), por sus siglas en inglés, es una
técnica para obtener imagenes de alta resolucion que permite obtener informacion de la
morfologia, tamafo y estructura de los poros de las nanoparticulas ademads, permiten

obtener informacion de su composicion elemental (Datye y DelLaRiva, 2023).
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El microscopio electronico de barrido consta principalmente de un cafion de
electrones en la parte superior de la columna que generalmente usan dos tipos de
filamentos a base de tungsteno (W) o hexaboruro de lantano (LaBg), una columna, un
conjunto de lentes magnéticos y detectores. La generacion de imagenes se produce al
rasterizar el haz de la luz de electrones emitida por el filamento a través de la superficie
de una muestra, donde se producen electrones secundarios con una intensidad de senal
luminica que se expresa, registra y disipa mediante una camara alojada en la columna

(Hornyak et al., 2008).

Este instrumento permite a los investigadores realizar una caracterizacion
superficial de los materiales analizados que proporcionan informacion preliminar de la

morfologia del material de estudio y su andlisis elemental de composicion.
2.3.8. Espectroscopia FTIR

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
analitica versatil que identifica y caracteriza compuestos quimicos mediante el analisis de
sus vibraciones moleculares caracteristicas. Esta técnica se basa en la absorcion de
radiacion infrarroja por las moléculas, lo que provoca cambios en sus estados
vibracionales y rotacionales (Stuart, 2004). En un espectrometro FTIR, un haz de luz
infrarroja atraviesa la muestra o se refleja en su superficie, registrando la energia
absorbida a cada longitud de onda. El uso de un interferémetro y la aplicacion de la
transformada de Fourier permiten obtener el espectro completo rapidamente, ofreciendo
ventajas significativas en velocidad y sensibilidad sobre los espectrometros dispersivos

tradicionales (Smith, 2011).

El espectro resultante muestra bandas de absorcion caracteristicas de los diferentes
grupos funcionales presentes en la muestra, permitiendo la identificacion de la estructura
molecular y la composicion quimica de los materiales analizados. La espectroscopia FTIR
tiene una amplia gama de aplicaciones en quimica organica e inorganica, ciencia de los
materiales, biologia y medicina. Es particularmente util para identificar compuestos
desconocidos, determinar la pureza y composicion de muestras, analizar grupos

funcionales en moléculas organicas, estudiar cambios estructurales en materiales, analizar
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procesos de reaccion y cinética quimica, y caracterizar polimeros y materiales
compuestos. Ademas, la técnica FTIR puede acoplarse con otras metodologias analiticas,
como la microscopia (micro-FTIR) o la cromatografia de gases (GC-FTIR), para
proporcionar informacion aun mas detallada sobre la estructura y composicion de los

materiales (Griffiths y Haseth, 2007).

La espectroscopia FTIR es una herramienta no destructiva que requiere una
preparacion minima de la muestra, lo que la hace especialmente atractiva para el andlisis
de una amplia variedad de materiales, incluyendo sélidos, liquidos y gases. Su capacidad
para proporcionar "huellas dactilares" moleculares unicas la convierte en una técnica
indispensable en la investigacion cientifica moderna y en numerosas aplicaciones

industriales.



CAPITULO 111

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.Caracterizacion del disefio de investigacion

Esta investigacion es tipo experimental de nivel explicativo/correlacional y de

disefio longitudinal. Realizado en tres etapas.

3.1.1.

Sintesis de nanoparticulas de ZnO mediante método biogénico.

Con el proposito de desarrollar una metodologia amigable con el medio ambiente

y escalable, en la presente tesis se implementd un procedimiento para producir

nanoparticulas de ZnO mediado por la bacteria Bacillus sp., obtenida del cepario de

investigacion del Laboratorio de Biorremediacion de la Universidad Nacional Jorge

Basadre Grohmann. Dicho procedimiento fue modificado del establecido por Triphaty R.

et al., (2014), lo cual comprendid las siguientes etapas:

a)

b)

Se reactivo la bacteria Bacillus sp. mediante un asa de siembra bacterioldgica en
un tubo con 7 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) durante 24 horas a 35 °C.
Posteriormente, se sembrd mediante estria en la superficie de una placa Petri con
agar nutritivo estéril y se incubd por 24 horas a 35 °C para su caracterizacion
macroscopica de las colonias bacterianas. Luego, se realizd una caracterizacion

microscopica mediante tincion de Gram.

La identificacién molecular de la bacteria Bacillus sp. se realizd6 mediante la
extraccion de ADN utilizando el kit de extraccion de ADN bacteriano InnuPREP
(Analytik Jena, Alemania) a partir de una colonia de la bacteria sembrada por
estria en la superficie de una placa Petri con agar Luria Bertani durante 24 horas
a 35 °C. La cuantificacion del ADN extraido se realiz6 mediante fluorometria
utilizando un Qubit 4 (Life Technologies, Estados Unidos). Posteriormente, se
prepar6 la libreria gendmica de secuenciacion con 100 ng de ADN genomico

usando el kit Illumina DNA Prep (Illumina, Reino Unido) y el kit de indices
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Nextera DNA CD Indexes (Illumina, Reino Unido). Las librerias genomicas de
secuenciacion se secuenciaron en la plataforma Illumina utilizando un
secuenciador NGS (Illumina MiSeq, Reino Unido) con lecturas de extremos pares
de 2 x 151 pb a 600 ciclos. Finalmente, se obtuvo la secuencia gendémica del gen
16S rRNA, la cual fue alineada y ensamblada mediante el software MEGA V 6.0.
La identificacion bacteriana se realizd6 mediante una busqueda de identidad
comparativa utilizando el BLAST (Herramienta de busqueda de alineacion local
basica) en la base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica

(NCBI) Anexo 1.

Se obtuvo el pellet bacteriano (biomasa himeda) mediante la siembra de colonias
bacterianas en la superficie de una placa Petri con agar nutritivo, utilizando un asa
bacterioldgica. La bacteria Bacillus sp. fue inoculada en un matraz Erlenmeyer
con 300 mL de caldo nutritivo estéril e incubada a 35 °C y 180 rpm durante 48
horas. Posteriormente, se distribuy¢ el volumen del caldo con la bacteria en tubos
conicos de 50 mL para concentrar el pellet bacteriano mediante centrifugacion a
8 000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se descart6 el sobrenadante y se peso

el precipitado total obtenido de la biomasa humeda.

Se inocularon 5 gramos del pellet bacteriano en una botella de vidrio de boca
ancha de 1 L, que contenia una solucidn precursora compuesta por 375 mL de una
solucidn de acetato de zinc dihidratado 0,2 M en agua ultrapura tipo I estéril y 375
mL de solucidon de bicarbonato de sodio 0,5 M en agua ultrapura tipo I estéril.

Luego se incubd a 35 °C y 170 rpm durante 72 horas.

Se concentrd la solucién precursora con la bacteria posterior a la incubacion,
mediante centrifugacion a 8 000 rpm durante 10 min en tubos conicos de 50 mL,
descartando el sobrenadante. El precipitado obtenido se lavd sucesivamente
mediante agitacion con agua ultrapura estéril y se volvio a centrifugar, repitiendo
este proceso de lavado, agitacion y centrifugacion 6 veces. Por ultimo, se seco el
precipitado a 60 °C durante 18 horas, contenido y extendido en el interior de tubos

conicos de 50 mL, ver Anexo 2.



49

f) Para la cristalizacion del precipitado obtenido, se realizé una molienda fina con
ayuda de un mortero de 4gata. Luego se calciné el producto de molienda a 350 °C
durante 2 horas sobre un crisol de porcelana de 30 mL. Finalmente, se volvi6 a
realizar una molienda fina y cuidadosa con el mortero de dgata, para desaglomerar

posibles nanoparticulas de ZnO unidas durante el proceso de calcinacion.
3.1.2. Caracterizacion de las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas

La caracterizacion de las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas se llevé a cabo
mediante diversas técnicas analiticas avanzadas para comprender sus propiedades fisicas,

quimicas y estructurales (Anexo 3).

Para investigar los procesos térmicos involucrados en la sintesis, se realizaron
analisis termogravimétricos (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) en las
muestras de ZnO antes de la calcinacion. Estos estudios permitieron determinar las
temperaturas criticas de transformacion de fases. Se utilizdo un equipo SDT650 de la
marca TA Instruments, operando bajo un flujo de nitrogeno (100 mL/min) y una rampa

de calentamiento de 20 °C/min.

La estructura cristalina de las nanoparticulas calcinadas se analiz6 mediante
difraccion de rayos X (XRD) utilizando un difractometro PANalytical Aeris Research. El
equipo empled radiacion Cu Ka, generada a 40 kV y 15 mA. Los patrones de difraccion
se recolectaron a temperatura ambiente con un paso de 0,02° y una velocidad de escaneo

de 0,1 s.

La morfologia y tamafo de las nanoparticulas se examinaron mediante
microscopia electronica de transmision (TEM) utilizando un microscopio Thermo
Scientific Talos 2001 operando a 200 kV. Las muestras se prepararon dispersando el polvo
en isopropanol, sonicando durante 10 minutos, y depositando 3 pL en rejillas de cobre

recubiertas de carbono.

La morfologia de las nanoparticulas se examind mediante microscopia electronica

de barrido por emisién de campo (SEM) utilizando un microscopio Thermo Scientific Co
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Scios2 operando a 30 kV y alto vacio. Las muestras se prepararon dispersando el polvo

en cintas recubiertas de carbono.

El éarea superficial especifica se determindé mediante el método de adsorcion-
desorcion de nitrégeno Brunauer-Emmett-Teller (BET) utilizando un analizador de
fisisorcion Micrometrics modelo Gemini VII. Las mediciones se realizaron a 77 K, previa

desgasificacion de la muestra a 150 °C en atmoésfera de helio durante 2 horas.

Las propiedades opticas se estudiaron mediante espectroscopia UV-visible
utilizando un espectrofotometro ThermoScientific Evolution 220. Los espectros de
absorcion se registraron en el rango de 200 a 700 nm con un paso de 0,5 nm,
proporcionando informacion sobre la banda prohibida y las caracteristicas de absorcion

de las nanoparticulas.

Esta bateria de técnicas analiticas complementarias permitié una caracterizacion
integral de las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas, revelando sus propiedades

fundamentales y su potencial para aplicaciones fotocataliticas.

3.1.3. Evaluacion fotocatalitica del ZnO biosintetizada para la degradacion del

cianuro.

Los ensayos fotocataliticos se llevaron a cabo en un reactor fotocatalitico de

cuarzo con capacidad de 1 L, siguiendo el siguiente procedimiento:

a) Se prepararon 800 mL de soluciones de cianuro de sodio (NaCN) a concentraciones de
500, 400, 300,200 y 100 ppm en el vaso del reactor fotocatalitico. Previamente, se calculo
la masa necesaria de NaCN considerando el factor de conversion de 1,884 (relacion entre
la masa molar del NaCN y la masa atomica del ion CN™). Las masas requeridas fueron
de: 0,753 g para 500 ppm, 0,603 g para 400 ppm, 0,452 g para 300 ppm, 0,301 g para 200
ppmy 0,151 g para 100 ppm. Los cuales fueron disueltas en volimenes iniciales de 200
mL de agua ultrapura con agitacion hasta su completa solubilizacidn, y posteriormente
aforados hasta los 800 mL. El pH de cada solucion se ajustd a 10 mediante la adicion de

solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 0,1 N para evitar la volatilizacion del CN".



51

b) Se agregaron 0,5 mg de nanoparticulas de ZnO biosintetizadas por cada 1 mL de
solucion de cianuro de sodio. Inmediatamente, se ajust6 el pH a 10 utilizando soluciones

de hidroxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico (HCI) al 0,02 Ny 0,2 N.

¢) Se tapo el vaso reactor y se introdujo el tubo de cuarzo, conteniendo la lampara de luz
UV de 254 nm en la solucion. La mezcla se agitd constantemente a 500 rpm y 25 °C

durante 3 horas, Anexo 4.

d) Se repitio el experimento utilizando 1 mg de nanoparticulas de ZnO biosintetizadas
por cada mL de solucién de cianuro de sodio, manteniendo las demds condiciones

constantes.

e) Durante la reaccion, se extrajeron alicuotas cada 10 y 30 minutos por duplicado para
cuantificar la concentracion remanente de cianuro mediante un método titulométrico
basado en el Standard Methods 4500-CN-D. Este método se basa en la reaccion entre el
nitrato de plata (AgNO3) y los iones cianuro (CN") en solucion alcalina para formar el

complejo soluble de cianuro de plata (Ag(CN)).

f) A cada alicuota de 10 mL se afiadieron 3 gotas de solucion de yoduro de potasio (KI)
al 5 % como indicador. La titulacion se realiz6 lentamente con una solucioén de nitrato de
plata (AgNO3) al 0,65 %, utilizando una jeringa de 10 mL, hasta que la muestra adquiri6
un color amarillo tenue, indicando el punto final de la titulacion (Anexo 5). El volumen
de AgNOs consumido se utilizoé para calcular la concentracion de cianuro libre en la

muestra, segun la relacion:
1 mL de gasto de titulacion de AgNO3 =20 ppm de CN-

g) Finalmente, se determin¢ la eficiencia de degradacion de cianuro (Razanamahandry et

al., 2020), utilizando la siguiente ecuacion:

Ci—Cs

DE = «100 [32]

1

Donde C; es la concentracion inicial de cianuro y C; es la concentracion residual después

del tratamiento fotocatalitico.



CAPITULO IV

RESULTADOS

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos en cada una de las etapas

indicadas previamente.
4.1. Etapa I, Sintesis biogénica de nanoparticulas de ZnO
4.1.1. Identificacion y caracterizacion molecular de la cepa bacteriana

La cepa bacteriana utilizada en este estudio para la biosintesis de nanoparticulas
de ZnO fue sometida a un analisis molecular para su identificacion precisa. La
secuenciacion del gen 16S rRNA de la cepa resultd en un fragmento de 1 538 pares de
bases. Este fragmento fue analizado utilizando la herramienta de alineacion BLASTn y

comparado con la base de datos del NCBI GenBank (Tabla 1).

Tabla 1
Comparacion de los resultados del andlisis BLAST del ARN16S

Max score  Numero Cobertura Identidad Codigo ID

de pares de acceso
Identidad de bases
(pb) (%) (%) Ne
Bacillus subtilis 2 841 2 841 100 100,00 % OL636042,1
Bacillus subtilis 2 841 2 841 100 100,00 % KR967391,1
Bacillus subtilis 2 841 2 841 100 100,00 % EU047884,1
2 841 4175 806 100 100,00 % CP025941,1

Bacillus subtilis

Los resultados del andlisis BLASTn revelaron un 100 % de identidad con cuatro
secuencias previamente reportadas de Bacillus subtilis. Estas secuencias estan registradas
en el GenBank con los siguientes numeros de identificacion: OL636042,1, KR967391,1,
EU047884,1 y CP 025941,1. Esta alta similitud confirma que la cepa utilizada en el

presente estudio pertenece a la especie Bacillus subtilis.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU047884.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=AEAJFGTG013

53

La secuencia completa del gen 16S rRNA obtenida de la cepa se presenta a
continuacion:
>0R505001,1 Bacillus subtilis strain TT10s 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGC
AAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC
CGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGG
TGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCG
TTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGG
ACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAG
CCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGC
GTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCC
GAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGAT



54

GATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGAT
CACCT

Para corroborar la identificacion y establecer las relaciones filogenéticas de la
cepa, se realizd un analisis filogenético utilizando el algoritmo de Maxima Verosimilitud
(Figura 2). Este analisis confirm¢ la ubicacion de la cepa dentro del clado de Bacillus

subtilis, especificamente relacionada con la secuencia de ID: OL636042,1.

Como resultado de este estudio, la secuencia del gen 16S rRNA de la cepa ha sido
depositada en la base de datos de secuencias genéticas denominada “GenBank” del centro
nacional para la informacion biotecnoldgica de Estados Unidos y se le ha asignado el
nimero de acceso OR505001,1. Esta secuencia ahora estd disponible para futuros

estudios comparativos y analisis filogenéticos.

La identificacion precisa de la cepa como Bacillus subtilis es de gran importancia
para el estudio, ya que proporciona un contexto bioldgico especifico para la biosintesis

de nanoparticulas de ZnO.



Figura 2

Arbol filogenético del Bacillus subtilis.
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— Bacillus velezensis strain (NR 075005 2)

—— Bacillus velezensis strain (NR 075005 2)

Bacillus subtilis strain (MT372489.1)

— Bacillus subtilis strain (OK083734.1)

—— Bacillus subtilis strain (MN960117.1)

Bacillus subtilis strain (OK336472.1)

Pseudomanas aeruginosa strain (NR026078.1)

Proteus mirabilis (AB626123.1)

Bacillus subtilis (JN989651.1)

Bacillus rugosus strain (NR 180415.1)

Bacillus rugosus strain (MT554518.1)

—— Bacillus thuringiensis strain (NR114581.1)

Bacillus subtilis strain (KR967391.1)

Bacillus licheniformis strain NR118959.1)

Bacillus cereus strain 9NR115714.1)

Bacillus megaterium strain(GU252112.1)

Bacillus stercoris strain (NR 180796.1)

— Bacillus subtilis strain TT10s (OR505001.1)

Bacillus subtilis strain (OL636042.1)

El B. subtilis es conocido por su versatilidad metabolica y su capacidad para

producir una variedad de enzimas y metabolitos secundarios, lo que podria influir en el

proceso de biosintesis y en las caracteristicas finales de las nanoparticulas obtenidas.



56

Esta caracterizacion molecular no solo valida la identidad de nuestra cepa
bacteriana, sino que también establece una base solida para la reproducibilidad de
nuestros experimentos y facilita la comparacion con otros estudios que utilizan B. subtilis

para la biosintesis de nanoparticulas.
4.1.2. Procedimiento de biosintesis de nanoparticulas de ZnO

El proceso de biosintesis de nanoparticulas de ZnO utilizando Bacillus subtilis se
llevé a cabo en varias etapas (Seccion 3.1), partiendo de la reactivacion y masificacion
del Bacillus subtilis y posteriormente de la sintesis a la cristalizacion, tal como se detalla

a continuacion:
a) Reactivacion:

La cepa bacteriana de B. subtilis se reactivo inicialmente en caldo BHI (Brain
Heart Infusion) a 35 °C durante 24 horas. Posteriormente, se realizd una siembra en
superficie en agar nutritivo (AN) e incubod a 35 °C por 24 horas adicionales. Esta etapa
permitié obtener colonias frescas y viables para su caracterizacion macroscopica y
microscopica, segiin se visualiza en la Figura 3. Las colonias presentaron un aspecto liso,
plano, seco, de borde rugoso y ondulado, caracteristicas tipicas de B. subtilis. La tincion
de Gram confirmé que se trataba de bacilos Gram positivos con bordes redondeados y

esporulados (Figura 4a).

Figura 3

Visualizacion macroscopica y microscopica de Bacillus subtilis
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Figura 4

Etapas de la biosintesis del ZnO
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4) Reactivaciom
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hicarbonato de sodio 0.2 M
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extraccidn INmPREP de Analytik Jena
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-~
4
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\
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b) Identificacion molecular:

Se realiz6 la extraccion de ADN genomico utilizando el kit InnuPREP de Analytik
Jena. La concentracion y calidad del ADN extraido se midieron utilizando un fluorémetro
Qubit 4. Posteriormente, se prepararon las librerias gendémicas y se llevd a cabo la
secuenciacion en la plataforma Illumina MiSeq, realizando 600 ciclos para obtener

lecturas pareadas de 2 x 151 pb (Figura 4b).
¢) Masificacion:

La bacteria se cultivo en caldo nutritivo (CN) a 35 °C y 180 rpm durante 48 horas
para obtener una biomasa suficiente. El cultivo se centrifug6 a 8 000 rpm por 10 minutos

para obtener el pellet bacteriano, descartando el sobrenadante.
d) Sintesis:

Se preparo6 una solucion precursora mezclando 375 mL de acetato de zinc 0,2 M
con 375 mL de bicarbonato de sodio 0,5 M. A esta solucion se le afiadieron 5 gramos del
pellet bacteriano obtenido en la etapa anterior. La mezcla se incub6 a 35 °C y 170 rpm
durante 72 horas, permitiendo que las bacterias interactuaran con los precursores para

formar las nanoparticulas de ZnO (Figura 4c).
¢) Concentracion:

Tras la incubacion, la solucién se centrifugd a 8 000 rpm durante 10 minutos. El
precipitado se lavo repetidamente con agua ultrapura estéril, realizando 6 ciclos de lavado

y centrifugacion para eliminar impurezas y metabolitos residuales (Figura 4d).
f) Cristalizacion:

El precipitado lavado se sec6 a 60 °C durante 18 horas. Posteriormente, se realizo
una molienda fina en un mortero de agata y se calcind a 350 °C durante 2 horas en un
crisol de porcelana (Figura 4e-f). Finalmente, se efectu6é una segunda molienda fina para

desaglomerar las nanoparticulas de ZnO formadas (Figura 5).
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Figura 5

Nanoparticulas de ZnO biosintetizadas por Bacillus subtilis.

4.2.Etapa II. Caracterizacion de las muestras

La caracterizacion de las nanoparticulas ZnO biosintetizadas fueron sometidas a
diversas técnicas analiticas avanzadas con el fin de estudiar propiedades Opticas,
estructurales y morfoldgicas. Este enfoque multifacético permite una comprension
profunda de las propiedades fisicas, quimicas y estructurales del material en diferentes
etapas de su sintesis y procesamiento. Inicialmente, las muestras biosintetizadas se
someten a analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)
para investigar su comportamiento térmico y los procesos de transformacion antes de la
calcinacion. La difraccion de rayos X (DRX) se emplea tanto en las muestras pre-
calcinadas como en las post-calcinadas, revelando la evolucidn de la estructura cristalina
y la formacion de fases. La espectroscopia UV-visible proporciona informacion sobre las
propiedades Opticas y la banda prohibida del material, mientras que la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) identifica los grupos funcionales presentes
en la superficie de las nanoparticulas. El andlisis de area superficial BET cuantifica la
superficie especifica del material, un parametro crucial para aplicaciones cataliticas.
Finalmente, la microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmisién (TEM) ofrecen

una vision detallada de la morfologia, tamano y distribucion de las nanoparticulas.
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4.2.1. Difraccion de rayos X de las muestras antes de calcinar

El patrén de difraccion de rayos X presentado revela una composicion compleja
de la muestra sintetizada mediante el método biogénico utilizando Bacillus sp. El analisis
de este difractograma mostrado en la Figura 6, proporciona informacion valiosa sobre las
fases cristalinas presentes en el material antes del tratamiento térmico final, lo que ofrece
perspectivas significativas sobre el mecanismo de formacion de las nanoparticulas de

Zn0.

Los resultados muestran la presencia de multiples fases cristalinas, incluyendo Zn
metalico, NaCl, ZnC,N; y K(CIO3), lo cual indica una serie de reacciones intermedias y
subproductos formados durante el proceso de biosintesis. El pico méas intenso observado
en el patron corresponde al NaCl, lo que sugiere una concentracion significativa de este
compuesto en la muestra. La formacion de NaCl puede atribuirse a la interaccion entre
los iones de sodio provenientes del bicarbonato de sodio utilizado como precursor y los
iones cloruro presentes en el medio de cultivo o generados durante el metabolismo

bacteriano.

La deteccion de Zn metalico es particularmente interesante, ya que indica una
reduccion parcial de los iones Zn?" durante el proceso de biosintesis. Este fenémeno
podria atribuirse a la actividad reductora de ciertas enzimas o metabolitos producidos por
Bacillus sp., destacando el papel crucial de la bacteria en la transformacion de los
precursores. La presencia de Zn metalico también sugiere que el proceso de oxidacion

para formar ZnO no se ha completado totalmente en esta etapa de la sintesis.

La identificacién de ZnC;N; en el patron de difraccion es un hallazgo notable que
evidencia la formacion de complejos organometalicos intermedios durante la biosintesis.
Este compuesto podria resultar de la interaccion entre los iones Zn*" y moléculas
organicas nitrogenadas producidas por la bacteria o presentes en el medio de cultivo. La
presencia de ZnC,N> sugiere un mecanismo de formaciéon de ZnO que involucra
intermediarios organometalicos, lo cual es consistente con la naturaleza biogénica del

proceso de sintesis.
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Figura 6

Patron de difraccion de la muestra biosintetizada
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La deteccion de K(ClO3) en la muestra es inesperada y podria ser el resultado de
reacciones secundarias entre componentes del medio de cultivo o impurezas introducidas
durante el proceso de sintesis. La presencia de este compuesto subraya la complejidad de
las interacciones quimicas que ocurren en el entorno biologico durante la formacién de

las nanoparticulas.

La coexistencia de estas multiples fases cristalinas en la muestra antes del
tratamiento térmico final ofrece una vision Unica del proceso de biosintesis de
nanoparticulas de ZnO. Este andlisis sugiere que la formacién de ZnO puro requiere un
proceso de calcinacién posterior para eliminar las fases intermedias y promover la
cristalizacion completa del 6xido de zinc. La transformacion térmica de estas fases
precursoras, especialmente ZnCoN> y Zn metélico, en ZnO cristalino, probablemente

ocurre durante el tratamiento térmico subsiguiente.

Este patron de difraccion complejo subraya la importancia de comprender y

controlar las condiciones de sintesis biogénica para optimizar la formacion de
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nanoparticulas de ZnO puras. La presencia de fases intermedias y subproductos puede
influir en las propiedades finales del material, incluyendo su morfologia, tamafio de
particula y actividad fotocatalitica. Futuros estudios podrian enfocarse en modificar las
condiciones de sintesis o en implementar procesos de purificacion adicionales para

minimizar la formacion de fases no deseadas y mejorar la pureza del ZnO final.

4.2.2. Analisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido

El perfil de pérdida de peso (TGA) revela un proceso de transformacion en varias
etapas (Figura 7, linea roja). Inicialmente, en el rango de 25 a 200 °C, se observa una
pérdida gradual de peso de aproximadamente 2 %, atribuible a la eliminacioén de agua
adsorbida y residuos organicos provenientes del medio de cultivo utilizado para el
crecimiento bacteriano. Esta pérdida inicial es comun en materiales sintetizados
biologicamente y refleja la presencia de biomoléculas asociadas a la superficie de las
nanoparticulas (Lakshmi et al., 2024). La primera pérdida significativa de peso ocurre
entre 200 y 250 °C, con una caida abrupta de alrededor del 10 %, debido a la
descomposicion de compuestos organicos residuales y biomoléculas de la bacteria. Esta
etapa es critica, ya que marca el inicio de la transformacién de los precursores en la fase

cristalina deseada de ZnO.

La segunda pérdida significativa de peso, observada entre 250 y 350 °C,
representa una caida adicional de aproximadamente 15 %. Esta etapa puede asociarse con
la descomposicion de precursores no reaccionados y la transformacion de fases
intermedias como ZnC>N», identificada en analisis previos de la muestra. Finalmente, la
curva de TGA se estabiliza en el rango de 350 a 500°C, indicando la formacién completa
de ZnO cristalino y la eliminacion de la mayoria de los componentes organicos e

impurezas.

El anélisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC), representado por la linea
roja en el grafico, complementa la informacion obtenida del TGA (Figura 7, linea azul),
revelando los procesos térmicos criticos durante la transformacion del material. En la
Figura 7, muestra valores negativos del flujo de calor que corresponden a reacciones

exotérmicas, mientras que los valores positivos indican reacciones endotérmicas.
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Inicialmente, se observa un pico exotérmico amplio entre 50 °C vy
aproximadamente 200 °C, evidenciado por el flujo de calor negativo. Este evento
exotérmico corresponde a la descomposicion de compuestos organicos volatiles y la
liberacion de agua adsorbida, coincidiendo con la pérdida de peso gradual detectada en la
curva TGA en el mismo rango de temperatura. La naturaleza exotérmica de este proceso
sugiere que la eliminacion de estas sustancias implica reacciones que liberan energia,
posiblemente debido a la descomposicion de biomoléculas producidas por Bacillus

subtilis. durante la sintesis.

A continuacion, se distingue un pico endotérmico prominente alrededor de 230
°C, caracterizado por un marcado ascenso en la curva de flujo de calor. Este evento
endotérmico es particularmente significativo, ya que indica la absorcion de energia
asociada a la transformacion de fases y el inicio de la cristalizacion de ZnO. Este punto
marca una transicion critica en la formacion de la estructura cristalina del 6xido de zinc
y es fundamental para comprender la cinética de cristalizacion en el proceso biogénico.
La magnitud de este pico sugiere una transformacion sustancial que requiere una entrada

significativa de energia.

Un segundo pico endotérmico menor se observa alrededor de 320 °C, también
evidenciado por un ascenso en la curva de flujo de calor, aunque menos pronunciado que
el anterior. Este evento puede atribuirse a la continuacion del proceso de cristalizacion y
a la transformacion final de fases intermedias en ZnO cristalino. La naturaleza
endotérmica de este proceso indica la absorcidon de energia durante esta transformacion
final, sugiriendo un proceso de cristalizacion en dos etapas, donde las fases intermedias,
posiblemente incluyendo ZnC>N», se transforman en la estructura hexagonal zincita del

Zn0.

Es notable que estos eventos endotérmicos coinciden con las pérdidas de peso mas
significativas observadas en la curva TGA, lo que corrobora la relacion entre la pérdida

de masa y los procesos de transformacion estructural que requieren energia.

La presencia previa de fases como Zn, NaCl, ZnC;N,, y K(CI0Os), identificadas en

analisis anteriores, explica la complejidad de los procesos térmicos observados. El
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proceso de calcinacion, evidenciado por estos eventos térmicos, elimina estas fases

intermedias, resultando en la formacion de nanoparticulas de ZnO puras.

Figura 7

Andalisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido del ZnO preparado sin
calcinar
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4.2.3. Analisis por difraccion de rayos X de la muestra después de calcinar

El patron de difraccion de rayos X presentado en la Figura 8, corresponde a la
muestra de nanoparticulas de ZnO obtenidas tras el proceso de calcinacion a 350 °C de la
muestra previamente analizada. Este difractograma revela una transformacion
significativa en la estructura cristalina del material, evidenciando la formacion exitosa de

ZnO en su fase zincita.
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Los picos de difraccion observados en el patron son caracteristicos de la estructura
cristalina del ZnO en fase zincita, lo cual se confirma por la correspondencia con la tarjeta
cristalografica COD: 96-210-7060 indicada en la imagen. Los planos cristalograficos
principales estan claramente identificados y etiquetados en el difractograma, incluyendo
los picos mas intensos correspondientes a los planos (100), (002), y (101), que son tipicos

de la estructura hexagonal del ZnO.

Figura 8

Difractograma de la muestra sintetizada de ZnO calcinada
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El refinamiento Rietveld proporciona informacion detallada sobre la estructura
cristalina del ZnO sintetizado. Los resultados mostrados en la Tabla 1, confirman la
estructura hexagonal con grupo espacial P63mc (numero de grupo espacial 186),
caracteristico de la fase zincita. Los parametros de red refinados, a =b =3,251 68 nm y
¢ = 5,213 87 nm, con angulos a = = 90° y v = 120°, son consistentes con los valores
esperados para ZnO de alta pureza. La densidad calculada de 5,65 g/cm? esta en excelente

acuerdo con el valor tedrico para ZnO cristalino.



66

La presencia de picos bien definidos y estrechos sugiere una alta cristalinidad del
material obtenido, lo cual se corrobora con el tamafo de cristalito calculado de 14,18 nm.
Este tamafio nanométrico es ideal para aplicaciones fotocataliticas, ya que proporciona
una alta relacion superficie-volumen. La intensidad relativa de los picos, particularmente
la prominencia del pico (101), es consistente con la formacion de ZnO cristalino de alta

pureza.

El estrés residual extremadamente bajo (0,004 %) indica que las nanoparticulas
estan bien formadas y practicamente libres de tensiones internas, lo cual es beneficioso

para la estabilidad y el rendimiento del material en diversas aplicaciones.

Tabla 2

Parametros estructurales del ZnO biosintetizado

Muestra
Parametros estructurales —————
Zn0O

Estructura cristalina Hexagonal
Grupo espacial P63 mc
Numero de grupo espacial 186
a=b (nm) 3,251 68
¢ (nm) 5,213 87
a=P(°) 90
v (®) 120

p (v/Aw) 5,65
D (nm) 14,18
Estrés residual (%) 0,004
Rexp (%) 5,090 92
Ry (%) 2,821 54
Rwp (%) 3,861 43
GOF 0,758 49

La ausencia de picos correspondientes a Zn metalico, NaCl, ZnC:N, y K(ClO3)
que se observaron en la muestra antes de la calcinacion, demuestra que el tratamiento
térmico a 350 °C ha sido eficaz para descomponer y eliminar estas fases intermedias y
subproductos. Esto confirma la transformacion completa de los precursores y compuestos

intermedios en ZnO puro.
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Los parametros de ajuste del refinamiento Rietveld (Rexp = 5,090 92 %, Rp =
2,821 54 %, Rwp = 3,861 43 %) y el factor de bondad (GOF = 0,758 49) demuestran un
excelente ajuste entre el patron de difraccion observado y el modelo tedrico. El valor de
GOF menor que 1 indica que el modelo propuesto describe muy bien la estructura
cristalina real de la muestra, con un nivel de precision incluso superior al esperado,

considerando las incertidumbres experimentales.

4.2.4. Analisis por espectroscopia UV Visible

El analisis del espectro de absorcion UV-visible y la aplicacion de la ecuacion de
Kubelka-Munk proporcionan informacién valiosa sobre las propiedades opticas de las
nanoparticulas de ZnO biosintetizadas. La Figura 9 muestra el espectro de absorcion UV-

visible y el grafico de Tauc derivado de la funcién de Kubelka-Munk.

El espectro de absorcion UV-visible (grafico superior) muestra una fuerte
absorcion en la region ultravioleta, con un borde de absorcion pronunciado alrededor de

los 380 - 400 nm tipica de ZnO.

La aplicacion de la funcion de Kubelka-Munk y la representacion de Tauc (grafico
inferior) permiten una determinacion mas precisa de la energia de banda prohibida
(bandgap) del material. La ecuacion de Kubelka-Munk se expresa como F(R) = (1-
R)?/(2R), donde R es la reflectancia difusa (Wachs y Banares, 2023). En el grafico de
Tauc, se representa (F(R)Av)? frente a la energia del foton (4v), donde el exponente 2 se

utiliza para transiciones directas permitidas, como es el caso del ZnO.
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Figura 9

a) Espectro UV-visible del ZnO y b) Funcion de Kubelka-Munk
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La extrapolacion de la parte lineal de la curva de Tauc hasta el eje de energia
proporciona el valor de la energia de banda prohibida. En este caso, se observa un valor

de 3,20 eV, como se observa en la figura 9.
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La forma pronunciada del borde de absorcion y la claridad de la transicion en el
grafico de Tauc indican una distribucion estrecha de tamafios de particula y una alta
pureza del material. Esto es consistente con la eficacia del método de biosintesis y el
posterior tratamiento térmico para producir nanoparticulas de ZnO bien cristalizadas y

homogéneas.

El valor obtenido de la energia de banda prohibida es crucial para predecir y
entender las propiedades fotocataliticas del material. Un bandgap de 3,20 eV corresponde
a una longitud de onda de absorcién de aproximadamente 388 nm, lo que sitia la
activacion del material en la region del ultravioleta cercano, favorable para aplicaciones

fotocataliticas.
4.2.5. Analisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 10, corresponde al espectro de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) del ZnO calcinado. Este espectro muestra una serie de
bandas caracteristicas que confirman la formacion del 6xido de zinc en la estructura
zincita. La region comprendida entre 400 y 700 cm™ presenta una fuerte absorcion
atribuida a las vibraciones de estiramiento Zn-O, lo cual es indicativo de la presencia del
ZnO en la fase esperada. En el espectro, se observa una notable banda alrededor de 430
cm’!, la cual se asocia tipicamente con las vibraciones de la red cristalina del ZnO,
corroborando su estructura zincita. Adicionalmente, la ausencia de bandas significativas
en la region superior a 1000 cm™ sugiere que no hay impurezas orgénicas residuales, lo

que indica una purificacion efectiva durante el proceso de calcinacion.
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Figura 10

Espectro FTIR de la muestra de ZnO bisintetizada
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4.2.6. Analisis de area superficial por el método BET

La caracterizacion de las propiedades texturales de las nanoparticulas de ZnO
biosintetizadas se llevé a cabo mediante anélisis de fisisorcion de nitrégeno utilizando un
equipo Gemini VII 2390t. La muestra, con una masa de 0,183 5 g, fue sometida a un
proceso de desgasificacion previo al andlisis para eliminar contaminantes superficiales.
Las mediciones se realizaron a una temperatura de 77 °K, utilizando nitrogeno como

adsorbato.

El analisis BET (Brunauer-Emmett-Teller) mostrado en la Figura 11, revelé un
area superficial especifica de 27,019 8 = 0,130 0 m?%/g para las nanoparticulas de ZnO.
Este valor indica una superficie relativamente alta, caracteristica de materiales
nanoestructurados, lo cual es favorable para aplicaciones fotocataliticas donde una mayor

area superficial generalmente se traduce en una mayor actividad catalitica.

El factor C de BET, con un valor de 659,887 334, indica una fuerte interaccion
entre el adsorbato (N2) y la superficie del ZnO, lo cual es caracteristico de superficies

polares como las de los 6xidos metalicos.



71

Figura 11

Grdfica de drea de superficie BET
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El analisis t-Plot (Figura 12) proporciona informacién adicional sobre la
microporosidad del material, revelando un area de microporos de 5,006 2 m%*g y un
volumen de microporos de 0,002 398 cm?/g. La superficie externa, calculada por
diferencia entre el area BET total y el area de microporos, resultd ser 22,013 6 m?/g,
indicando que la mayor parte de la superficie accesible corresponde a mesoporos y

macroporos.
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Figura 12

Grdfica de drea de superficie BET
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4.2.7. Microscopia Electronica de Barrido

Las imagenes de microscopia electronica de barrido revelan informacién crucial
sobre la morfologia y el estado de agregacion de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas.
La Figura 13, muestra las microfotografias de la muestra de ZnO biosintetizada a
diferentes magnificaciones, se observa que las nanoparticulas presentan una morfologia
irregular, lo cual es comin en materiales biosintetizados debido a la influencia de los
procesos bioldgicos en la formacion de las particulas. Un aspecto notable es la tendencia
de las nanoparticulas a formar aglomerados. Estos aglomerados, también de forma
irregular, estdn compuestos por particulas primarias de menor tamano. La presencia de
aglomerados puede influir significativamente en las propiedades del material, afectando,

por ejemplo, el area superficial efectiva disponible para reacciones cataliticas.
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Figura 13

Microfotografias de Microscopia electronica de barrido a distintas magnificaciones
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4.2.8. Microscopia Electrénica de Transmision

Los resultados de microscopia electronica de transmision (TEM) mostrados en la
Figura 14, proporcionan informacion detallada sobre la estructura a escala nanométrica
de las particulas de ZnO en fase zincita biosintetizadas. Las imagenes de baja resolucion
(Figura 14a), revelan nanoparticulas predominantemente cuasi-esféricas con cierta
irregularidad en sus contornos y en algunos casos alargadas, estas caracteristicas son
tipicas de materiales biosintetizados. El analisis de distribucion de tamafio de particula
(Figura 14b), muestra un tamafio promedio de 21,87 nm con una desviacion estandar de

5,84 nm, indicando una poblacion homogénea de nanoparticulas con una distribucién
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relativamente estrecha. Esta uniformidad sugiere un buen control del proceso de

biosintesis sobre el crecimiento de las nanoparticulas.

La imagen de alta resolucion (HRTEM) (Figura 14c), permite observar los planos
cristalinos de las nanoparticulas de ZnO en fase zincita. Las franjas de red visibles
confirman la naturaleza cristalina del material, con una distancia interplanar medida de
2,8 A, correspondiente al plano (100) de la estructura hexagonal del ZnO. Esta medicion
concuerda con el valor de d = 2,785 A listado en los datos de difraccion para el plano
(100), validando la precision de la medicion TEM y confirmando la identidad

cristalogréafica del material como ZnO en fase zincita.

El patron de difraccion de electrones de area seleccionada (SAED) (Figura 14d),
exhibe anillos concéntricos bien definidos, caracteristicos de un material policristalino.
La indexacién de estos anillos coincide con los planos cristalograficos esperados para la
fase zincita del ZnO. Los anillos méas prominentes corresponden a las distancias
interplanares de 2,807 65 A (100); 2,594 00 A (002); 2,469 25 A (101); 1,905 30 A (102);
1,621 00 A (110), y 1,472 44 A (103). Estos valores concuerdan perfectamente con los
datos de difraccion proporcionados y confirman inequivocamente la estructura hexagonal

del ZnO.

La estructura cristalina hexagonal del ZnO zincita puede ser descrita

matematicamente utilizando la ecuacion para estructuras hexagonales:

1 _ 3(h2+hk+k2) +£_22 [33]

dz 3 a?

Donde 4, k, y [ son los indices de Miller, y a y ¢ son los parametros de red.
Utilizando los valores estandar para ZnO (a = 3,251 68 Ay ¢ = 5,213 87 A), se pueden
verificar las distancias interplanares observadas, corroborando la precision de las

mediciones y la identidad cristalografica del material.

La concordancia entre las distancias interplanares medidas en la imagen HRTEM,
los anillos observados en el patron SAED, y los datos de difraccion proporcionados,

ofrece una confirmacién robusta de la estructura cristalina hexagonal ZnO biosintetizado.
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Figura 14

a) Microfotografias de Microscopia electronica de transmision, b) distribucion de
tamanio de particula, c) imagen HRTEM y d) Patron de difraccion de electrones
(SAED)

=3

N’
=
(e}

1 Promedio: 21.87nm
35 SD: 5.84nm

15 4
10 4
5-//

0 gz g 2 A,
10 15 20 25 30 35 40
Tamano de particula (nm)

Frecuencia (%)
N
(]
1

El tamafio nanométrico promedio de 21,87 nm de las particulas de ZnO zincita

estad en el rango Optimo para aplicaciones fotocataliticas, ofreciendo una alta relacion
superficie-volumen. La cristalinidad observada en las imadgenes HRTEM y confirmada
por SAED sugiere una estructura bien ordenada, crucial para las propiedades electronicas

y Opticas del material en aplicaciones fotocataliticas.
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4.3. Etapa III, evaluacion del ZnO biosintetizado en la degradacion del cianuro

Los ensayos fotocataliticos realizados con las nanoparticulas de ZnO
biosintetizadas demostraron una significativa eficacia en la degradacion de cianuro bajo
irradiacion UV a 254 nm. Se evaluaron dos concentraciones de catalizador (0,5 g/L y 1
g/L) frente a cinco concentraciones iniciales de cianuro (100, 200, 300, 400 y 500 ppm),
tal como se aprecia en la Figura 15, revelando patrones en la cinética de degradacion y la

eficiencia del proceso.

Para la concentracion inicial de 100 ppm de cianuro, se observd una rapida
disminucion en los primeros 60 minutos, seguida de una degradacion mas gradual. Con
0,5 g/L de ZnO, se logro una degradacion del 71 % después de 180 minutos, mientras que
con 1 g/l de ZnO, la eficiencia aument6 al 75,5 %. Este incremento en la eficiencia con
mayor concentracion de catalizador se mantuvo constante en todas las concentraciones

de cianuro evaluadas.

Para 200 ppm de cianuro inicial, la tendencia fue similar, aunque con una
eficiencia ligeramente menor. Se alcanz6 un 69,5 % de degradacion con 0,5 g/L de ZnO
y un 72,75 % con 1 g/L después de 180 minutos. Es notable que la mayor parte de la
degradacion ocurrid en los primeros 90 minutos, sugiriendo una cinética de reaccién mas

rapida al inicio del proceso.

En el caso de 300 ppm de cianuro, se observo un fendmeno interesante. Hubo una
caida abrupta en la concentracion de cianuro en los primeros 20 minutos, alcanzando casi
el 54 % de degradacion con 0,5 g/L de ZnO y el 60,67 % con 1 g/L. Posteriormente, la
tasa de degradacion se ralentizo, llegando a 68,67 % y 71 % respectivamente al final de
los 180 minutos. Esta rapida degradacion inicial podria atribuirse a la alta disponibilidad

de sitios activos en la superficie del catalizador al comienzo de la reaccion.



Figura 15
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Degradacion fotocatalitica del cianuro utilizando ZnO a concentraciones de 0,5 g/Ly 1
g/L, con cianuro a distintas concentraciones: a) 100 ppm, b) 200 ppm, c) 300 ppm, d)

400 ppm y e) 500 ppm.
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Para concentraciones mas altas de cianuro (400 y 500 ppm), la eficiencia de
degradacion disminuyd ligeramente, pero aun asi se mantuvieron resultados
significativos. Con 400 ppm iniciales, se logré una degradacion del 67 % con 0,5 g/L de
ZnO y 69,75 % con 1 g/L. Para 500 ppm, los valores fueron 64,5 % y 65,8 %
respectivamente. Esta disminucion en la eficiencia a concentraciones mas altas puede
atribuirse a la saturacion de los sitios activos del catalizador y a la competencia entre las

moléculas de cianuro por los radicales hidroxilos generados.

Es notable que, en todos los casos, la mayor parte de la degradacion ocurrio6 en los
primeros 90 minutos de reaccion, con una ralentizacion posterior. Esto sugiere que, para
aplicaciones practicas, podria ser mas eficiente operar el sistema en ciclos mas cortos,

regenerando o reemplazando el catalizador después de este periodo para mantener una

alta tasa de degradacion.

La comparacion entre las dos concentraciones de catalizador (0,5 g/L y 1 g/L) en
la Figura 16, muestra una mejora consistente en la eficiencia de degradacion con la
concentracion mas alta. Sin embargo, el aumento en la eficiencia no es proporcional al
aumento en la cantidad de catalizador, lo que indica que existe un punto Optimo de

concentracion de ZnO mas alla del cual los beneficios adicionales son marginales.

Figura 16

Degradacion del cianuro a distintas concentraciones utilizando: a) 0,5 g/L de ZnO y b)
1 g/L de ZnO.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran la viabilidad y
eficacia del método de biosintesis propuesto para la obtencion de nanoparticulas de ZnO

con potencial aplicacion en la degradacion fotocatalitica de cianuro.

5.1.Sintesis biogénica de nanoparticulas de ZnO mediadas por Bacillus subtilis

La biosintesis de nanoparticulas mediante el uso de bacterias ha generado un
interés cientifico creciente en el campo de la nanotecnologia. Las bacterias se consideran
agentes potenciales para la sintesis de nanoparticulas debido a su alta capacidad de
resistencia frente a condiciones quimicas y fisicas de estrés, lo cual permite controlar el
tamafio, la forma y la estabilidad de las nanoparticulas biosintetizadas bajo parametros
especificos como pH, temperatura, concentracion del agente precursor, luz y agitacion
(Agarwal et al., 2017; Iravani et al., 2014; Santos et al., 2017). En este estudio, se
controlaron parametros como la temperatura, la concentracion de la solucién de
precursores, la agitacion y la cantidad de biomasa bacteriana himeda de Bacillus subtilis,
logrando obtener nanoparticulas cristalinas de ZnO con un tamafio promedio de 21,87
nm, comparable a los resultados reportados por Sabir S. et al. (2020). Otros estudios para
la obtencidn de nanoparticulas de ZnO han variado el tipo y concentracion del precursor
en soluciones nutritivas diluidas con compuestos nitrogenados (Sabir et al., 2020) y
tiempos de sintesis prolongados (Abd El-Nour et al., 2023). Ademas, se ha reportado la
sintesis de nanoparticulas de ZnO con otras bacterias del mismo género, como Bacillus
paramycoides, utilizando condiciones extremas de radiacibon gamma y altas
concentraciones de sales precursoras (El-Refai et al., 2024); y mediante radiacion de baja
frecuencia con microondas, con la intervencion de Bacillus foraminis (E1-Ghwas, 2021);
aplicando también secado al vacio y liofilizacion con Bacillus cereus en la fase de
cristalizacion (Ahmed et al., 2021). A diferencia de estos estudios, Tripathi et al. (2014)
lograron obtener nanoflores de ZnO a partir de Bacillus licheniformis en condiciones de
sintesis similares a las de este estudio, aunque con variaciones en la concentracion de

sales precursoras y parametros de temperatura y agitacion, desarrollando un método
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escalable y sostenible de produccion de ZnO asistido por Bacillus subtilis para obtener

tamafio y morfologia diferenciada.

Las bacterias poseen mecanismos enzimaticos intracelulares y extracelulares, asi
como no enzimaticos, mediante los cuales producen metabolitos secundarios que les
permiten sintetizar nanoparticulas asociadas a diversos iones metalicos y no metalicos
(Santos et al., 2017). La bacteria Bacillus subtilis utilizada en este estudio tiene una alta
capacidad de resistencia y adaptacion a condiciones adversas, atribuida a su exposicion
prolongada a concentraciones elevadas de metales en entornos industriales mineros
denominados como pasivos ambientales (Caceda Quiroz et al., 2023; Chandran et al.,
2020; Terna et al., 2021). Esto la hace ideal para su uso en procesos de sintesis verde de
nanoparticulas de ZnO y otros nanomateriales de interés ambiental, mediante un método

ecoldgico y de bajo costo (Terna et al., 2021; Verma et al., 2021).

5.2.Caracterizacion estructural y morfolégica
5.2.1. Analisis cristalografico

La caracterizacion mediante difraccion de rayos X (DRX) confirmo la formacion
de ZnO en fase zincita con alta cristalinidad, evidenciada por picos bien definidos y
estrechos. Los parametros de red refinados y el bajo estrés residual (0,004 %) indican una
estructura cristalina practicamente libre de tensiones internas, lo cual es crucial para
aplicaciones fotocataliticas. Esta estructura cristalina hexagonal coincide con estudios

previos que identifican esta fase como la més estable y activa (Noman et al., 2022).

5.2.2. Analisis térmico

El anélisis de las propiedades térmicas mediante el perfil de pérdida de peso
(TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) revel6 un proceso de transformacion
con etapas significativas y pérdida gradual de peso, estabilizdndose en el rango de 350 a
500 °C, lo cual indica la formacion completa de ZnO cristalino y la eliminacion de la
mayoria de los componentes organicos e impurezas de la sintesis biogénica. La pérdida
de peso inicial refleja la presencia de biomoléculas asociadas a la superficie de las
nanoparticulas, lo cual es comlin en materiales sintetizados bioldégicamente (Lakshmi et

al., 2024). La participacion de Bacillus sp. ha influido en la formacion de fases
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intermedias y en los procesos térmicos observados, pues las bacterias actian como
plantillas bioldgicas, y sus metabolitos, como agentes reductores y estabilizadores

(Jayaseelan et al., 2012; Jiang et al., 2018).

5.2.3. Analisis de propiedades opticas, electronicas y texturales

El analisis de las propiedades oOpticas reveld caracteristicas particularmente
favorables para aplicaciones fotocataliticas. Las mediciones espectroscopicas UV -visible
mostraron una fuerte absorcion en la region ultravioleta, con un borde de absorcion
pronunciado alrededor de 380 - 400 nm. Esta caracteristica es tipica del ZnO y se atribuye
a la transicion electronica de la banda de valencia a la banda de conduccion (Y. Wang et
al., 2015). La forma abrupta del borde de absorcion sugiere una alta cristalinidad y pureza
de las nanoparticulas de ZnO, lo cual es consistente con los resultados de difraccion de

rayos X previamente discutidos.

La determinacion del bandgap mediante la funcién de Kubelka-Munk arrojé un
valor de 3,20 eV, ligeramente inferior al valor tipico del ZnO en bulto (3,37 eV). Este
resultado concuerda con los valores reportados en la literatura para nanoparticulas de ZnO
de alta calidad (Djurisi¢ y Leung, 2006; Sharma et al., 2022). La energia de banda
prohibida, ligeramente menor que el valor tipico del ZnO en bulto (3,37 eV), podria
atribuirse al tamafio nanométrico de las particulas y a posibles efectos de confinamiento
cuantico (Gulia y Rita Kakkar, 2013). Esta caracteristica representa una ventaja
significativa al permitir una activacion mas eficiente bajo irradiacion UV cercana al
espectro visible, lo que potencialmente mejora la eficiencia energética del proceso
fotocatalitico, al facilitar la generacion de pares electron-hueco bajo irradiacion UV,
crucial para la degradacion de contaminantes como el cianuro (Salinas-Guzman et al.,

2010).

Los analisis mediante espectroscopia FTIR proporcionaron evidencia adicional de
la formacidn exitosa de ZnO, mostrando una fuerte banda de absorcion caracteristica en
la region de 400 a 700 cm™, con un pico distintivo alrededor de 430 cm™, tipico de la
estructura zincita. La ausencia de bandas significativas por encima de 1 000 cm™
confirmo la eliminacion efectiva de impurezas organicas durante el proceso de

calcinacion, lo que indica la pureza del material obtenido. Estos resultados son
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consistentes con estudios previos donde se ha documentado la identificacion de ZnO
mediante FTIR, destacando la eficiencia de esta técnica en la caracterizacion de
materiales nanocompuestos (Manikanika et al., 2024). Por lo tanto, el espectro FTIR
obtenido valida la formacién exitosa de ZnO en fase zincita, un paso crucial para su
aplicacion potencial en procesos de adsorcion y remocidon de contaminantes (Dihom et

al., 2022).

La caracterizacion textural mediante andlisis BET reveldo propiedades
superficiales significativas para aplicaciones cataliticas. El area superficial especifica de
27,019 8 £ 0,130 0 m?/g, junto con un volumen de microporos de 0,002 398 cm?/g y una
superficie externa de 22,013 6 m?%g, indica una estructura porosa bien desarrollada. El
alto valor del factor C de BET (659,887 334) sugiere una fuerte interaccion entre el
adsorbato y la superficie del ZnO, una caracteristica deseable para aplicaciones
cataliticas. La distribucion de porosidad, con un area de microporos de 5,006 2 m?/g,
sugiere una estructura jerarquica que facilita tanto el transporte de reactivos como el

acceso a sitios activos para la reaccion fotocatalitica.

5.2.4. Analisis morfologico

Las imégenes de microscopia electronica de barrido (SEM) revelaron una
morfologia amorfa y una tendencia a la aglomeracion de las nanoparticulas de ZnO
biosintetizadas, fendmeno frecuente en nanoparticulas de 6xidos metalicos atribuido a
interacciones superficiales fuertes, como fuerzas de Van der Waals o dipolo-dipolo. Sin
embargo, estos aglomerados no implican sinterizacion completa, y las nanoparticulas
individuales pueden mantener gran parte de su superficie accesible para aplicaciones
fotocataliticas. Las imagenes de TEM mostraron nanoparticulas cuasi-esféricas con un
tamafio de 21,87 + 5,84 nm y planos cristalinos bien definidos (plano 100 con una
distancia interplanar de 2,8 A), validando la estructura hexagonal del ZnO, lo cual es
ventajoso para aplicaciones cataliticas por la uniformidad de las propiedades
superficiales. Estudios previos han reportado tamafios similares de nanoparticulas, que
varian entre 16 y 35 nm, obtenidos mediante la intervencion de diversas especies
bacterianas del mismo género Bacillus (Abd El-Nour et al., 2023; Ahmed et al., 2021; El-
Ghwas, 2021; El-Refai et al., 2024; Sabir et al., 2020). Las diferencias en la escala
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nanométrica de las estructuras obtenidas se atribuyen principalmente a las condiciones de
biosintesis, el tipo de precursor, el agente biologico intermediario en la sintesis y el
método de cristalizacion empleado. Ademads, el tamafio nanométrico resulta
especialmente favorable para aplicaciones fotocataliticas, ya que proporciona una amplia
superficie para las reacciones cataliticas, lo cual puede mejorar significativamente la

eficiencia en el proceso de degradacion (Noman et al., 2022).

5.3.Evaluacion fotocatalitica en la degradacion del cianuro

Los ensayos de degradacion fotocatalitica de cianuro lograron una eficacia notable
bajo condiciones sostenibles. Con concentraciones de catalizador de 1 g/L y 0,5 g/L, se
obtuvo una degradacion del 75,5 % y 68 % partiendo de una concentracion inicial de 100
ppm de cianuro en un periodo de 180 minutos. La cinética mostrd una fase rapida inicial,
seguida de ralentizacion, tipico en sistemas fotocataliticos heterogéneos, lo cual refleja la
complejidad de los mecanismos de degradacion (Razanamahandry et al., 2020). La mayor
eficiencia observada con una concentracion de catalizador de 1 g/L sugiere que la
disponibilidad de sitios activos es un factor critico en el proceso o varios factores
interrelacionados: la saturacion de los sitios activos disponibles en la superficie del
catalizador, la competencia entre las moléculas de cianuro por los radicales hidroxilo
generados durante el proceso fotocatalitico y la posible desactivacion parcial del
catalizador debido a la adsorcion de subproductos de la reaccion. Esto sugiere la
necesidad de optimizar la relacion entre la concentracion del contaminante y la cantidad
de catalizador para maximizar la eficiencia del proceso (Nufiez-Salas et al., 2019). La
mayor eficiencia observada con una concentracion de catalizador de 1 g/L en
comparacion con 0,5 g/L indica que la disponibilidad de sitios activos representa un factor

limitante critico en el proceso de degradacion.

La comparacion de nuestros resultados con investigaciones previas demuestra la
competitividad de nuestro enfoque, especialmente al considerar condiciones mas realistas
y sostenibles. Por ejemplo, Razanamahandry et al. (2020) reportaron una degradacion del
98 % con una concentracion inicial mas alta (1 g CN7/L) en apenas 20 minutos, utilizando
una lampara UV de 30 W. Nufiez-Salas et al. (2019) lograron un 75 % de degradacion,

aunque partiendo de una concentracion significativamente menor (10 ppm CN°) y
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empleando una mayor cantidad de catalizador (1,4 mg/mL). Salinas-Guzman et al. (2010)
obtuvieron entre un 75y 90 % de degradacion a partir de 20 ppm utilizando 1 mg/mL de
catalizador, mientras que Bagabas et al. (2013) alcanzaron hasta un 100 % de remocién
con 100 ppm de cianuro, variando las concentraciones de catalizador entre 0,2 y 0,9

mg/mL.

Sin embargo, es importante destacar que las condiciones experimentales y las
caracteristicas especificas de los fotocatalizadores pueden variar significativamente entre
estudios, lo que dificulta una comparaciéon directa. Este estudio se distingue
particularmente por el uso de NaCN en lugar de KCN, siendo el primero mas relevante
desde una perspectiva industrial debido a su menor costo, mayor concentracion y menor
higroscopicidad. Ademas, se trabajo con concentraciones de cianuro significativamente
mas altas (hasta 500 ppm) y un pH controlado a 10 para evitar su volatilizacion, logrando
resultados notables utilizando una lampara UV de solo 9 W. Esto demuestra la eficiencia

energética del proceso para alcanzar resultados favorables en la degradacion del cianuro.

5.4.Ventajas y perspectivas futuras

La biosintesis de nanoparticulas de ZnO mediante Bacillus subtilis ofrece ventajas
significativas en términos de sostenibilidad y potencial de escalabilidad, en comparacion
con los métodos de sintesis quimica convencionales. El uso de un organismo no patéogeno
junto con precursores de baja toxicidad representa un avance notable hacia procesos mas
ecoldgicos. Este método permite un control preciso sobre las propiedades del material
final, a la vez que minimiza el impacto ambiental y los costos operativos asociados con
los métodos convencionales, gracias a la optimizacion de las condiciones de cultivo y

sintesis.

Las caracteristicas del material producido, incluidas su alta cristalinidad, el
tamafio controlado de las particulas y las propiedades superficiales optimizadas con una
elevada energia de unidén de excitacion, contribuyen de manera significativa a su
capacidad fotocatalitica (Bandeira et al., 2020; Sundrarajan et al., 2015), haciéndolo
adecuado no solo para aplicaciones fotocataliticas, sino también para otros campos.
Estudios previos han demostrado el potencial de las nanoparticulas de ZnO

biosintetizadas en aplicaciones que van desde catélisis y antioxidantes hasta usos
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biomédicos, electronicos y agricolas (Dakhil, 2017; Kumar y Mamidyala, 2011; B. N.
Singh et al., 2014).

La aplicacion de nanoparticulas de ZnO biosintetizadas con bacterias procedentes
de pasivos ambientales mineros para la degradacion de cianuro constituye una alternativa
eficiente y ambientalmente amigable en comparacion con otras técnicas convencionales
empleadas en la industria minera, como el intercambio i6nico, la oxidacion
electroquimica, la ozonizacion y la cloracion alcalina. Estas técnicas tradicionales
requieren un mayor gasto energético, el uso de una gran cantidad de compuestos
quimicos, altos costos de produccién y generan residuos con impacto ambiental
significativo (Bagabas et al., 2013; Primoradi et al., 2017; Roldan et al., 2021). En este
contexto, las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas representan una alternativa
prometedora para el desarrollo de tecnologias de tratamiento de aguas mas sostenibles y
eficientes. En la Tabla 3, se puede visualizar una comparacion entre las distintas
tecnologias de tratamiento existentes para la degradacion de cianuro en funcién de costos

y condiciones claves para la eficiencia de degradacion.



Tabla 3

Comparacion entre tratamientos para la degradacion del cianuro
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Método de Costo Caracteristicas Clave para la Referencias
Tratamiento  Estimado eficiencia
(USD)
por m?

Tratamiento 5-15 Ecologico, efectivo hasta un 98 % (Sdez et al,
Bioldgico para concentraciones bajas a 2019)

moderadas en tiempos prolongados

y condiciones controladas, costos

operativos bajos.
Oxidacion 20 - 80 Efectivo para altas concentraciones, (Amaouche et
Quimica (p. €j., pero genera subproductos al., 2019; Garcia
peroxido  de peligrosos y tiene altos costos Giron y Lorona
hidrogeno) operativos. Con alta eficiencia. Calderon, 2021;

Niati, 2023)

Tratamiento 90-120  Alta eficiencia, puede tratar (Dobrosz-
Electroquimico especies de cianuro complejas, pero  Goémez et al,

los costos iniciales pueden ser altos. 2020; H. Singh y

Mishra, 2018)

Adsorciéon en 40 -70 Efectivo para bajas (Eskandari et al.,
Carbon concentraciones, pero requiere 2020)
Activado regeneracion y puede ser costoso a

lo largo del tiempo.
Ozonizacion 25-60 Efectivo para bajas concentraciones (Matino et al.,

con alta eficiencia hasta un 90 %, 2018)

pero con costos operativos y

complejidad mas altos.

Alta eficiencia, pero requiere

condiciones controladas de pH (Garzon-Cucaita
Procesos  de acido, y temperatura controlada, y Carriazo, 2022;
Fenton que incrementan los costos de Lopez-Yanez et

produccion. al., 2016)
Fotocatalisis 15-30 Utiliza luz UV para la degradacion,
(Ti02) efectivo para bajas (Lopez y Sierra,

concentraciones, ecologico. 2012)
Fotocatalisis 15-35 Similar a Ti02, con eficiencias que (Nufiez-Salas et
(ZnO) van del 70 % y el 98 % en al, 2019;

condiciones  optimizadas, con Razanamahandry

mayores resultados bajo luz UV y et al., 2020)

concentraciones moderadas a bajas
de cianuro.
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Las perspectivas futuras para el desarrollo de esta tecnologia son prometedoras en
diversos frentes. A nivel fundamental, existe un gran potencial para optimizar el proceso
mediante estudios sistematicos de diferentes cepas bacterianas y condiciones de cultivo.
La posibilidad de modificar la superficie del material o crear estructuras hibridas podria
ampliar significativamente su gama de aplicaciones sostenibles en el &mbito ambiental.
En términos tecnologicos, el desarrollo de sistemas de reactores optimizados y protocolos

de escalado podria facilitar la transicion hacia aplicaciones industriales.

Un area de especial interés es la integracion de este material en tecnologias
multifuncionales de tratamiento de agua, en las cuales la capacidad fotocatalitica del ZnO
se combine con propiedades adicionales, como la actividad antimicrobiana. La utilizacion
de luz solar y la capacidad de tratar simultineamente multiples contaminantes podrian

resultar en sistemas de tratamiento mas eficientes y econémicos.

El desarrollo futuro de esta tecnologia deberia enfocarse en varios aspectos clave:
optimizar la eficiencia energética del proceso, mejorar la recuperacion y reutilizacion del
catalizador, avanzar en sistemas hibridos que combinen diversas tecnologias de
tratamiento, y llevar a cabo evaluaciones exhaustivas de sostenibilidad del proceso,

incluyendo analisis de ciclo de vida y estudios de ecotoxicologia.

En resumen, los resultados obtenidos demuestran el potencial de las
nanoparticulas de ZnO biosintetizadas como fotocatalizadores eficientes y ecoldgicos
para la degradacion de cianuro en solucidon acuosa. La combinacion de un método de
sintesis verde con una alta actividad fotocatalitica hace de este material una opcion
prometedora para el desarrollo de tecnologias de tratamiento de agua mas sostenibles y

eficientes.



CONCLUSIONES

Se desarrolld exitosamente un método verde y escalable para la biosintesis de
nanoparticulas de ZnO utilizando la bacteria Bacillus subtilis, obteniendo particulas

cristalinas en fase zincita con un tamafio promedio de 21,87 nm.

La caracterizacion exhaustiva de las nanoparticulas mediante DRX, TEM, UV-Vis,
FTIR y andlisis BET confirm¢ la formacion de ZnO de alta pureza con propiedades
alternativa ecoldgica para el tratamiento de efluentes contaminados con

cianuro.estructurales y opticas favorables para aplicaciones fotocataliticas.

Los ensayos fotocataliticos demostraron una eficiente degradacion de cianuro bajo
irradiacion UV, alcanzando hasta un 75,5 % de remocidn para una concentracion

inicial de 100 ppm y 65,8 % para 500 ppm en 180 minutos.

La eficiencia de degradacion fotocatalitica del cianuro se vio influenciada por la
concentracion de nanoparticulas biosintetizadas de ZnO y la concentracion inicial de

cianuro, demostrando su potencial como



RECOMENDACIONES

Se recomienda a los investigadores de grupos de investigacion en ingenieria,
biotecnologia, nanomateriales y ambiental, organizaciones estatales y privadas de fondos

de transferencia tecnoldgica y al sector industrial minero:

1. Investigar el efecto de diferentes parametros operativos como pH, temperatura y tipo
de irradiacion en la eficiencia de degradacion del cianuro para optimizar aun mas el

proceso fotocatalitico.

2. Evaluar la estabilidad y reusabilidad de las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas en
multiples ciclos de tratamiento para determinar su viabilidad en aplicaciones a largo

plazo.

3. Explorar la posibilidad de modificar o dopar las nanoparticulas de ZnO
biosintetizadas para mejorar su actividad en el espectro visible y aumentar su

eficiencia bajo luz solar.

4. Investigar la escalabilidad del proceso de biosintesis y evaluar su viabilidad

econdmica para posibles aplicaciones industriales.

5. Desarrollar un prototipo de reactor fotocatalitico a escala piloto para validar el

rendimiento del sistema en condiciones mas cercanas a las aplicaciones reales.
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ANEXOS

En esta seccion se muestra evidencia fotografica de los procedimientos realizados para el

desarrollo de la presente investigacion.

Anexo 01. Procedimientos de identificacion molecular

(a) Extraccion de ADN bacteriano, (b) Medicion de la concentracion de ADN extraido,

(c) Preparacion de librerias gendmicas y (d) Secuenciacion NGS.
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Anexo 02. Procedimientos de biosintesis de NPs de ZnO

(a) Reactivacion de cepa bacteriana Bacillus sp., (b) Preparacion de indculo bacteriano
en placa de A.N., (c) Masificacion de cepa bacteriana Bacillus sp. en caldo de A.N., (d)
Sintesis en solucion precursora de NPs., (e) Concentracion por centrifugacion de

produccion biogénica y (f) Secado de produccion biogénica.
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Anexo 03. Procedimientos de caracterizacion

(a) Caracterizacion por difraccion de rayos X (XRD), (b) Cristalizacion de NPs de ZnO
por calcinacion, (¢) Caracterizacion termogravimétrica (TGA) y calorimetria diferencial
de barrido (DSC) (d) Caracterizacidon por espectroscopia UV-visible (e) Caracterizacion
por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y (f) Caracterizacion

por microscopia electronica de barrido (SEM)
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Anexo 04. Procedimientos de degradacion fotocatalitica

~ 2
-3 ‘
~

(a) Solucion de NaCN con NPs de ZnO biosintetizadas, (b) Armado de reactor de
fotocatalisis, (c) Instalacion de reactor de fotocatélisis con solucion de NaCN y NPs de

ZnO biosintetizadas y (d) Proceso de degradacion fotocatalitica de CN.
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Anexo 05. Procedimientos de medicion del cianuro (CN°)

(a) Alicuotas de solucion cianurada de reactor de fotocatalisis, (b) Control de pH de
solucion cianurada de reactor de fotocatalisis, (c) Indicador de KI para valoracion de CN-
y (d) Titulacion con solucion de AgNOs3 y (e) Valoracion del gasto de solucion de AgNO;

titulado para determinar CN".
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Anexo 06. Datos del proceso de degradacion fotocatalitica de cianuro libre (CN°) con una

concentracion del catalizador de 0,5 mg/L de ZnO

Tiempo CC (100) CC (200) CC (300) CC (400) CC (500)
min CN- DE CN- DE CN- DE CN- DE CN- DE
ppm % ppm % ppm % ppm % ppm %

10 Ry 78 | 22,0 158 | 21,0 250 | 16,7 330 | 17,5 | 390 | 22,0
R, 82 | 180 157 | 21,5 260 | 13,3 320 | 200 | 376 | 248
x | 80,0 | 200 | 1575 | 213 | 2550 | 150 | 3250 | 188 | 3830 | 23,4
o 2,8 2,8 0,7 0,4 7,1 2,4 7,1 1,8 99 | 20
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
20 Ry 70 | 300 140 | 30,0 140 | 533 200 | 50,0 | 248 | 504
R, 68 | 32,0 142 | 29,0 136 | 54,7 202 | 495 | 248 | 504
x | 69,0 | 31,0 | 1410 | 295 | 1380 | 540 | 2010 | 49,8 | 2480 | 50,4
o 1,4 1,4 1,4 0,7 2,8 0,9 1,4 0,4 00| 00
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
30 Re 62 | 380 138 | 31,0 126 | 58,0 180 | 550 | 220 56,0
R: 60 | 40,0 134 | 330 128 | 573 180 | 550 | 224 | 552
x | 61,0 | 390 | 1360 | 320 | 1270 | 57,7 | 1800 | 550 | 2220 | 556
o 1,4 1,4 2,8 1,4 1,4 0,5 0,0 0,0 28| 06
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| s500| 00
40 Re 56 | 44,0 128 | 36,0 124 | 587 168 | 580 | 210 | 58,0
R, 58 | 42,0 124 | 38,0 124 | 587 166 | 585 | 208 | 584
x | 570 | 430 1260 | 370 | 1240 | 587 | 1670 | 583 | 2090 | 58,2
o 1,4 1,4 2,8 1,4 0,0 0,0 1,4 0,4 14| 03
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
50 Ry 52 | 48,0 114 | 43,0 116 | 61,3 156 | 61,0 | 200 | 60,0
R, 54 | 46,0 112 | 44,0 114 | 62,0 158 | 60,5 | 198 | 60,4
x | 530 | 470 | 1130 | 435 | 1150 | 61,7 | 1570 | 60,8 | 199,0 | 60,2
o 1,4 1,4 1,4 0,7 1,4 0,5 1,4 0,4 14| 03
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
60 Re 50 | 50,0 102 | 49,0 112 | 62,7 148 | 630 | 196 | 60,8
R, 48 | 520 100 | 50,0 110 | 63,3 146 | 635 | 194 | 61,2
x | 490 | 51,0 | 101,0 | 495 | 1110 | 63,0 | 1470 | 633 | 1950 | 61,0

o 1,4 1,4 1,4 0,7 1,4 0,5 1,4 0,4 14| 03
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
) Re 44 | 56,0 84 | 58,0 108 | 64,0 140 | 650 | 1838 | 62,4
R, 46 | 54,0 86 | 57,0 104 | 653 142 | 645 | 186 | 62,8
x | 450 | 550 | 850 575 | 1060 | 64,7 | 1410 | 64,8 | 1870 | 62,6
o 1,4 1,4 1,4 0,7 2,8 0,9 1,4 0,4 14| 03
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
120 | Ry 38 | 62,0 72| 640 102 | 66,0 138 | 655 | 184 | 632
R, 40 | 60,0 76 | 62,0 100 | 66,7 136 | 66,0 | 180 | 64,0
x | 390 | 61,0| 740 | 630 101,0| 663 | 1370 | 658 | 1820 | 63,6
o 1,4 1,4 2,8 1,4 1,4 0,5 1,4 0,4 28| 06
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 00| s500| 00
150 | Ry 36 | 64,0 66 | 67,0 9% | 68,0 136 | 66,0 | 180 | 64,0
R, 34 | 66,0 64 | 68,0 98 | 673 134 | 665 | 180 | 64,0
x | 350 | 650| 650 675 | 970]| 67,7 | 1350 | 66,3 | 180,0 | 64,0
o 1,4 1,4 1,4 0,7 1,4 0,5 1,4 0,4 00| 00
c 98 2,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
180 | Ry 28 | 72,0 60 | 70,0 94 | 687 132 | 670 178 | 644
Ry 30 | 70,0 62 | 69,0 9 | 687 132 | 670 | 177 | 646
x | 290 | 710| 61,0 695 | 940 ]| 687 | 1320 ]| 670 | 1775 | 64,5

o 1,4 1,4 1,4 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 07| o041
c 97 3,0 200 0,0 300 0,0 400 00| 500 00
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Anexo 07. Datos del proceso de degradacion fotocatalitica de cianuro libre (CN°) con una

concentracion del catalizador de 1 mg/L de ZnO

Tiempo CC (100) CC (200) CC (300) CC (400) CC (500)

min CN- DE CN- DE CN- DE CN- DE CN- DE
ppm % ppm % ppm ppm % ppm % ppm
10 Ry 68 32,0 148 26,0 220 26,7 240 40,0 360 28,0
Rz 70 30,0 144 28,0 224 25,3 250 37,5 370 26,0
X | 69,0 31,0 | 146,0 27,0 | 222,0 26,0 | 245,0 38,8 | 365,0 27,0
o 1,4 1,4 2,8 1,4 2,8 0,9 7,1 1,8 7,1 1,4
[ 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
20 Ry 58 42,0 112 44,0 116 61,3 184 54,0 240 52,0
Ry 60 40,0 110 45,0 120 60,0 180 55,0 230 54,0
X 59,0 41,0 111,0 44,5 118,0 60,7 182,0 54,5 235,0 53,0

o 1,4 1,4 1,4 0,7 2,8 0,9 2,8 0,7 71 1,4
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
30 Re 52 | 480 90 | 55,0 112 | 62,7 172 | 57,0 216 | 56,8
R 54 | 46,0 92 | 540 112 | 62,7 168 | 58,0 212 | 576
x | 530 | 470 91,0 | 545 | 1120 | 62,7 | 1700 | 575 | 2140 | 572
o 1,4 1,4 1,4 0,7 0,0 0,0 2,8 0,7 2,8 0,6
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
40 Re 48 | 520 84 | 580 108 | 64,0 156 | 61,0 200 | 60,0
R, 48 | 520 82 | 59,0 106 | 64,7 152 | 62,0 204 | 59,2
x | 480 | 520| 80| 585 1070 | 643 | 1540 | 615 | 2020 | 596
a | 00 0,0 1,4 0,7 1,4 0,5 2,8 0,7 2,8 0,6
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
50 Ri 42 | 580 80 | 60,0 104 | 65,3 150 | 62,5 196 | 60,8
R, 44 | 56,0 80 | 60,0 100 | 66,7 148 | 63,0 196 | 60,8
x | 430 | 570 | 800 | 600 | 1020 | 660 | 1490 | 628 | 1960 | 60,8
o 1,4 1,4 0,0 0,0 2,8 0,9 1,4 0,4 0,0 0,0
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
60 Re 38 | 62,0 76 | 62,0 100 | 66,7 140 | 65,0 190 | 62,0
R, 36 | 64,0 76 | 62,0 98 | 673 136 | 66,0 186 | 62,8
x | 370 | 630| 760| 620 990 670 | 1380 | 655 | 1880 | 624
o 1,4 1,4 0,0 0,0 1,4 0,5 2,8 0,7 2,8 0,6
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
) Re 32| 680 70 | 650 9% | 68,0 130 | 67,5 188 | 62,4
R, 32| 680 72| 640 94 | 687 130 | 67,5 184 | 63,2
x| 320| 680 71,0| 45| 950 683 | 1300 675 | 1860 | 62,8
a | 00 0,0 1,4 0,7 1,4 0,5 0,0 0,0 2,8 0,6
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
120 | Ry 30 | 700 66 | 67,0 922 | 693 128 | 68,0 180 | 64,0
R, 30 | 700 64 | 68,0 922 | 693 126 | 685 182 | 63,6

x| 300| 700| 650 675| 920 693 | 1270 683 | 1810 | 6338
o | 00 0,0 1,4 0,7 0,0 0,0 1,4 0,4 1,4 0,3
c | 100 0,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0

150 | Ry 28 | 72,0 60 | 70,0 90 | 70,0 124 | 69,0 178 | 64,4
R, 27 | 730 62 | 69,0 9 | 70,0 124 | 69,0 180 | 64,0
x | 275 | 725 | 610| 695| 900 700 | 1240 | 690 | 1790 | 64,2
o | 07 0,7 1,4 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 1,4 0,3
c 98 2,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
180 | Ry 25 | 750 55 | 725 86 | 713 120 | 70,0 168 | 66,4
Ry 24 | 76,0 54 | 73,0 88 | 70,7 122 | 69,5 174 | 65,2
x | 245| 755 s45| 728 | 870 710 1210 | 698 | 1710 | 658

o | 07 0,7 0,7 0,4 1,4 0,5 1,4 0,4 4,2 0,9
c 97 3,0 200 0,0 300 0,0 400 0,0 500 0,0
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