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RESUMEN

El tecnecio 99 metaestable (°**™Tc) es el radioisdtopo mas usado en medicina
nuclear para el diagndstico por imagenes y su produccién involucra el uso de reactores
de investigacion empleando diferentes métodos de separacion del molibdeno 99 (*Mo).
La irradiacion de blancos de 2*U produce *Mo de fision de alta actividad especifica
que abastecen generadores de *°™Tc, siendo los elevados costos de produccion y la
generacion de residuos radiactivos sus principales desventajas. La otra técnica de
obtencion de **™Tc es por el método de extraccion con solventes como metil etil cetona

(MEC), que utiliza el Mo de baja actividad especifica luego de irradiar MoO3 en polvo.

En la presente tesis se ha obtenido el polimero quitosano pluma de calamar (PQPC),
proveniente de restos de calamar gigante (Pota) y también se ha trabajado con quitosano
comercial Sigma-Aldrich (PQSA), los cuales se han modificado quimicamente a partir
de una reaccion de entrecruzamiento con glutaraldehido. Estos polimeros fueron
caracterizados por técnicas de espectroscopia infrarroja (FTIR) para determinar los
grupos funcionales caracteristicos, difraccion de rayos X (DRX) para evaluar el grado
de cristalinidad y por titulacion potenciométrica para encontrar el punto de carga cero
(pHpzc). Ademas, se determind previamente la masa molar por el método viscosimétrico
y el grado de desacetilacion por el método conductimétrico para los quitosanos
utilizados en la sintesis. Por otro lado, el estudio de equilibrio de adsorcion del MoO4?>~
fue realizado bajo condiciones controladas a un pH de 6, tiempo de agitacion de 60
minutos y masa del adsorbente de 0.1 g en 10 mL de solucion. El mecanismo de la
cinética de adsorcion fue descrito mejor segun la ecuacion de pseudo-segundo orden
con las constantes de velocidad de 5.060 y 5.857 g uCi~! min'x1073 para el PQSA y
PQPC respectivamente. Asi mismo el modelo de isoterma de adsorcién experimental,
se ajusta al modelo de Langmuir, siendo las constantes de Person al cuadrado (R?) de
0.968 para el PQSA y 0.936 para el PQPC. Finalmente se evalud la capacidad de
adsorcion de Mo en una columna cromatografica de matriz adsorbente, obteniendo

altos porcentaje de adsorcion de 96.4% para el PQPC y 96.2% para el PQSA.

Palabras clave: Quitosano, radioisotopos, actividad especifica, tecnecio 99 metaestable
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ABSTRACT

Metastable technetium 99 (*™Tc) is the most widely used radioisotope in nuclear
medicine for imaging and its production involves the use of research reactors employing
different methods of separation of molybdenum 99 (*Mo). The irradiation of 23U
targets produces Mo of fission of high specific activity that supply generators of **™Tc,
being the high production costs and the generation of radioactive waste its main
disadvantages. The other technique of obtaining *™Tc is by the method of extraction
with solvents such as methyl ethyl ketone (MEK), which uses the Mo of low specific
activity after irradiating MoO3 powder. In the present thesis we have obtained the
polymer chitosan squid feather chitosan (PQPC), from giant squid (Pota) remains and
we have also worked with Sigma-Aldrich commercial chitosan (PQSA), which have
been chemically modified from a cross-linking reaction with glutaraldehyde. These
polymers were characterized by infrared (FTIR) spectroscopy techniques to determine
the characteristic functional groups, X-ray diffraction (XRD) to evaluate the degree of
crystallinity and by potentiometric titration to find the zero-charge point (pHpzc). In
addition, the molar mass was previously determined by the viscometry method and the
degree of deacetylation by the conductometric method for the chitosan used in the
synthesis. On the other hand, the sorption equilibrium study of MnO4?~ was performed
under controlled conditions at a pH of 6, stirring time of 60 minutes and mass of the
adsorbent of 0.1 g in 10 mL of solution. The mechanism of sorption kinetics was best
described according to the pseudo-second order equation with rate constants of 5.060
and 5.857 g uCi! min"'x107® for PQSA and PQPC, respectively. Likewise, the
experimental adsorption isotherm model fits the Langmuir model, with Person squared
constants (R?) being 0.968 for PQSA and 0.936 for PQPC. Finally, the Mo sorption
capacity was evaluated in an adsorbent matrix chromatographic column, obtaining high

sorption percentages of 96.4% for PQPC and 96.2% for PQSA

keywords: Chitosan, radioisotopes, specific activity, metastable technetium 99
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION GENERAL

El tecnecio 99 metaestable (*™TC) es el radioisotopo de mayor demanda en el mundo para
la preparacion de muchos radiofirmacos usados en medicina nuclear utilizados en el
diagnostico por imagenes. El **™Tc se obtiene en un generador de *’Mo/**™Tc, donde el Mo
decae a **™Tc en 87,5%, por emision beta (B) con un periodo de semidesintegracion de 66 horas.
En la actualidad hay pocas y complejas formas de obtencion del *™Tc, una de ellas se obtiene
por activacion neutronica del Mo en un reactor nuclear de investigacion. Sankha (2017) ha
realizado investigaciones para preparar un generador de *Mo/*™Tc que usa una actividad
especifica baja (n,y) de ®Mo. La eficiencia de la elucion del **™Tc a partir del generador de
PMo/?"Tc se ha evaluado mediante el uso del polimero quitosano entrecruzado con
glutaraldehido (CCM), sintetizado en base a la patente de Hassan (Shameem Hassan, 2019). La
forma oxidada y no oxidada del polimero dan como resultado un 75% y alrededor de 40% de

eficiencia respectivamente.

En el primer capitulo se veran las recientes investigaciones en la produccion de **™Tc¢ por
activacion neutronica en reactores de investigacion, empleando diferentes técnicas de
separacion del *Mo como el uso de polimeros adsorbentes derivados del quitosano,
nanoparticulas de quitosano y geles de zirconio, utilizados en generadores de **Mo/*™Tc.
Ademas, se plantea los objetivos de la presente tesis para la separacion del **™Tc. Asimismo,
en el segundo capitulo se hace énfasis a las caracteristicas quimicas del quitosano que es el
reactivo principal para la obtencion del polimero entrecruzado con glutaraldehido y se resalta
el origen del Mo y el *™Tc que pueden ser cuantificados por espectrometria gamma. Mientras
que el tercer capitulo estd dedicado a presentar los resultados del proceso de obtencion del
polimero de quitosano entrecruzado con glutaraldehido y la optimizacion de los parametros
para la adsorcion del molibdeno 99 (*Mo). Finalmente, en el capitulo cuarto se discute los

resultados obtenidos.



1.2 ESTADO DEL ARTE

El tecnecio 99 metaestable (*™TC) es el radioisdtopo de mayor demanda en el mundo para
la preparacion de muchos radiofarmacos usados en medicina nuclear para el diagndstico por
imagenes. El *™Tc se obtiene en un generador de Mo / *™Tc, donde el **Mo decae a *™Tc en
87,5%, por emision beta (B) con un periodo de semidesintegracion de 66 horas (Figura 1). En
la actualidad hay pocas y complejas formas de obtencion del *™Tc. Una de ellas se obtiene por
activacion neutronica del Mo en un reactor nuclear de investigacion. Sankha (2017) ha
realizado investigaciones para preparar un generador de *Mo/**™Tc que usa una actividad
especifica baja (n,y) de **Mo. La eficiencia de la elucion del ®™Tc a partir del generador de
PMo/”*™Tc se ha evaluado mediante el uso del polimero de quitosano entrecruzado con
glutaraldehido (CCM), sintetizado en base a la patente de Hassan (Shameem Hassan, 2019). La
forma oxidada y no oxidada del polimero dan como resultado un 75% y alrededor de 40% de
eficiencia respectivamente. Los eluatos de pertecnetato de sodio (Na[*’™Tc]TcO4) que se
obtienen, resultan soluciones claras a pH 5-6 y una pureza radioquimica del 99%. Se ha
optimizado la columna de proteccion de alamina (0.5 g) para el paso de *’Mo en la fraccion de
9mTe, siendo el resultado 0,002 + 0,003% (n = 9) y la pureza radionucleica de *™TcOy4 del
99.99%. Ademas, el contenido de Al y Mo en el ®™Tc eludido es menor de 10 pg.mL! y la
pureza radioquimica de los compuestos marcados resultan mayor de 95% (Chattopadhyay et

al., 2017).

Figura 1
Esquema del decaimiento del *’Mo
‘Hnrlac
(87.5%) » (6.02h) (9x10°%)
Mo / PRu
(66.02 h) {estable)
(12.5%)
{ ~ 100%)
"Te
(2.14x 10 2)

Fuente: (Le et al., 2014)

Otra alternativa de solucion para superar la escasez de **"Tc, es la produccion de

generadores de Mo/**™Tc por activacion neutrdnica en reactores de investigacion y el



uso de nuevas tecnologias de matrices adsorbentes conocidas como material base de
zirconio (ZBM) como se muestra en la figura 2. Munir et a/ (2019), han realizado
investigaciones acerca de la influencia del periodo de irradiacion en la calidad de la
produccion del *Mo - *™Tc. Estos estudios se han realizado en un reactor
multiproposito en Indonesia mediante la irradiacion por un periodo de 100 horas donde
se evalian parametros como actividad del *Mo, porcentaje de rendimiento del T,
capacidad de adsorcion del ZBM vy la calidad del *™Tc, siendo influenciados en la
actividad del Mo y el porcentaje de rendimiento del **™Tc. Por otro lado, ni la
capacidad de adsorcion del ZBM ni los parametros de calidad del **™Tc son
influenciados por el periodo de irradiacion (Munir et al., 2019). La cantidad de Mo
adsorbido por el ZBM se calcula asumiendo una capacidad de adsorcion de 200 mg Mo
por gramo de ZBM, basada en estudios previos donde la adsorcion del ZBM con el *Mo
se da mediante mecanismos de intercambio idnico entre el **MoO4* y el CI” en la

superficie del material (Munir et al., 2019).

Figura 2

Mecanismo de adsorcion de ?MoO4# en ZBM

Material Superficial

Fuente: (Saptiama et al., 2016)

Una de las tradicionales formas de producion directa de ®™Tc es a través de la

reaccion (p,2n), empleando un blanco de molibdeno natural y un blanco de molibdeno



enriquecido ('°°Mo) mediante la irradiacion en un ciclotron de investigacion. Das et. al.
(2016) han estudiado la separacion del radiontclido de tecnecio del blanco irradiado de
100Mo mediante un nuevo método que utilizaba una resina de intercambio i6nico
conocida como Dowex-1 y mediante el método estandar de extraccion por solvente
MEK (metil etil cetona). Para este estudio se ha desarrollado un moédulo automatizado
basado en la metodologia de separacion Dowex-1, donde el rendimiento de separacion
quimica recuperé mas del 80% de **™Tc del blanco irradiado y el pertecnetato
recuperado tenia la pureza radionuclida, radioquimica y quimica requerida para la

preparacion de radiofarmacos de *™Tc.

En la tabla 1 se muestran los parametros para las pruebas de control de calidad del
Na”™TcO4 obtenido a partir de tres métodos de extraccion diferentes.
Tabla 1

Datos tipicos de la prueba de control de calidad del Na**"TcO4 preparada en
ciclotron y en columna de Alumina

Parimetros de C.C. TcO4 Obtenido en un Ciclotrén TcO4 Obtenido en
Dowex-1 M¢étodo MEK un Generador

Claridad Trasparente Trasparente Trasparente

pH 6-7 6-7 6-7

%Mo encontrado <10*% <10% <10™*%

Pureza Radionuclida >99 % >99 % >99 %

Pureza quimica de Al y Mo <10 ppm <10 ppm <10 ppm

Nitrato <10 ppm - -

Nivel de peroxido <5 ppm <5 ppm --

Contenido de MEK -- <0.1 % (v/v) --

Fuente: (Das et al., 2016)

Otra alternativa de solucion para aumentar la produccion de **™Tc, es la produccion
de polimeros adsorbentes a base de modificaciones quimicas de quitosano obtenido
mediante un proceso de desacetilacion de la quitina. En la figura 3 se muestra el proceso
de obtencion de quitosano a partir de materia prima de camaron, cangrejo o calamar de
donde se extrae la quitina y mediante un proceso de desacetilacién se obtiene el

quitosano. La quitina es un polisacarido lineal compuesto de unidades de (1-4)-ligando-
4



2-acetamido-2-deoxy-$-D-Glucopiranosa, categorizado como un derivado de la
celulosa sin ser producido por organismos productores de celulosa. Su estructura es
similar a la celulosa con la diferencia que en la posicion del C, posee un grupo
acetamida. El quitosano es un interesante polimero bioactivo debido a sus estructuras,
propiedades y aplicaciones en diversos sectores industriales y campos biomédicos

(Zargar et al., 2015).

Figura 3
Procesamiento Quitina-Quitosano
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Fuente: (Zargar et al., 2015)
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La naturaleza polifuncional del quitosano permite su aplicacion como ligando
polimérico y su gran capacidad de adsorcion y selectividad pueden aumentar
considerablemente mediante modificaciéon quimica para cumplir los requisitos de las
aplicaciones especificas. Pestov et. al. (2016), han investigado los resultados de la
ultima década, demostrando como las diferentes estrategias de modificacion quimica de
quitosano afectan la union de iones metalicos por derivados de quitosano que contienen
O, N, S y P, asi mismo establece los mecanismos involucrados en la union del cation
metalico y los aniones derivados de quitosano. La modificacion quimica dirigida es la
unica herramienta eficiente que permite un ajuste fino del quitosano, la basicidad de
Lewis y la capacidad de quelacion, no solo por la introduccion de grupos funcionales
que son diferentes en propiedades donadoras de grupos amino e hidroxilo, sino también
a través de la formacion de estructuras espaciales especificas. Esta informacion permite
predecir el comportamiento del quitosano en sistemas bioldgicos con la presencia de
otros ligandos para desarrollar métodos especificos de alta selectividad y propiedades
de optimizacion de floculantes, quelantes y ligandos poliméricos para la sintesis dirigida

de nanoparticulas y materiales hibridos (Pestov & Bratskaya, 2016).

Recientes investigaciones acerca del uso del quitosano por su gran capacidad de
adsorber iones metalicos a través de sus grupos amino e hidroxilo, se han dirigido a
estudiar la influencia de algunos parametros como el tiempo de contacto, el efecto del
pH y el efecto de diferentes iones sobre la adsorcion de aniones pertecnetato (TcO47)
con el quitosano. Otros parametros como el area superficial especifica del sorbente se
caracteriza mediante el método BET y para hallar el punto de carga cero del quitosano
(pHpze = 7.15) se utiliza el método de titulacion potenciométrica. La adsorcion de
tecnecio en quitosano alcanzé un 80%. Ademas, el efecto de la competencia de iones
Na" hacia el TcO4 fue mas significativa con respecto a otros cationes observados. Mas
aun, el efecto de competencia entre iones sulfato (SO427)y iones perclorato (C1047) con

respecto al TcO4~ es mas fuerte en presencia de iones ClO4 (Pivarciova et al., 2016).

Investigaciones recientes de Poon et.al. (2014) se basan en la preparacion de
copolimeros de quitosano-glutaraldehido (Chi-Glu), mediante la reaccién en
condiciones modificadas de temperatura, pH y las proporciones de reactivos. Los
copolimeros de quitosano se han caracterizado mediante espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier (FTIR), andlisis elemental de CHN y andlisis termo



gravimétrico (TGA). La evidencia de glutaraldehido autopolimerizado se ha
fundamentado por los resultados de CHN y TGA. Las propiedades de adsorcion de los
copolimeros (Chi-Glu) se evaluan en soluciones acuosas que contenian pH variable (4.6,
6.6 y 9.0) con p-nitrofenol, las propiedades de adsorciéon de los copolimeros se
correlacionan con los sitios de adsorcion de acuerdo con el contenido del enlace
entrecruzado relativo. Se ha demostrado que las condiciones de temperatura afectan la
apariencia fisica de los copolimeros, mas no afectan la capacidad de adsorcion. El pH
de la solucion durante la precipitacion y la relacion de entrecruzamiento tienen una
mayor influencia sobre la capacidad de adsorcion de los copolimeros. Ademas, se ha
demostrado que un aumento de la relacion de entrecruzamiento aumenta la capacidad
de adsorcion para una relacion maxima de Glu/NH; (4:1). Sin embargo, un mayor
contenido de glutaraldehido atenua la capacidad de separacion debido a los cambios en
el potencial quimico de superficie y la inaccesibilidad de los sitios de adsorcion (Poon

etal., 2014).

Rajabi et al. (2016) han realizado recientes investigaciones acerca de nanoparticulas
de quitosano marcadas con *™Tc, que debido a su excelente propiedad como polimero
biodegradable y biocompatible puede ser aplicado como radiofarmaco en muchos
estudios relacionados al diagnostico por iméagenes del higado. Para determinar la
eficiencia del marcado, se han realizado estudios de estabilidad, biodistribucion y
estudio de iméagenes en ratones normales. La biodistribucion y los estudios de iméagenes
han demostrado una acumulacion eficiente de las nanoparticulas radiomarcadas en el
higado de los ratones y demuestran que las nanoparticulas de **™Tc-quitosano pueden
considerarse un prometedor radiofirmaco para la obtencién de imagenes hepaticas

(Rajabi et al., 2016)

El quitosano entrecruzado se puede usar como potencial adsorbente para la
eliminacion de aniones pertecnetato **TcO4~ de soluciones acuosas. Pivarciova et al.
(2016) han sintetizado un polimero adsorbente de quitosano con glutaraldehido. El
polimero modificado se ha caracterizado, mediante la determinacion del area
superficial, mediante la técnica BET y la valoracion potenciométrica para la
determinacion del punto de carga zero a pH 4. Ademas, se ha estudiado la influencia del
tiempo de contacto y el efecto del pH en la adsorcién de iones pertecnetato y la

selectividad del quitosano modificado para diferentes cationes con una concentracion



superior a 1x1073 mol dm3, siendo el orden Fe™ > Ca?" > Na*'> Fe?" (Pivarciova et al.,

2016).

Miftakul et al. (2020) han realizado recientes investigaciones acerca de la produccion
de alimina mesoporosa a partir de restos de ldminas de aluminio. Este producto ha sido
evaluado como adsorbente en un generador de *Mo/*™Tc, obteniendo una capacidad
de adsorcion de 60.2 + 1,15 mg Mo g''de adsorbente, porcentajes de elucion de **™Tc
que van de 86 a 92% empleando un adecuado perfil de eluyentes y una pureza
radioquimica esperada que varia de 85 a 98%. Este adsorbente puede ser mejorado
mediante métodos sofisticados y ser implementados en generadores de **Mo/*™Tc
previamente sometidos a ensayos clinicos estandarizados segun la farmacopea (USP)

para asegurar la pureza radioquimica del *™Tc. (Munir et al., 2020).

Ma et al. (2021) han realizado recientes trabajos de investigacion acerca de
estructuras 6rgano metalicas de zirconio (UiO-66) y sus derivados funcionales como
adsorbentes de *Mo y su aplicacion potencial en generadores de **Mo/*™Tc. Los
estudios han demostrado que el material UiO-66 puede alcanzar una maxima capacidad
de adsorcion cercana a 335 mg g! debido a la gran capacidad de interaccion Zr-O-Mo
mediante enlaces de coordinacion, enlaces © y puentes de hidrogeno. E1 *™Tc puede ser
eluido en una columna dindmica de material adsorbente con una eficiencia de 60 a 70%
por 6 dias consecutivos, manteniendo Mo por encima de los valores permitidos, sin
embargo, se mantiene bajo evaluacion el estudio y optimizacion del generador (Ma et

al., 2022).

En la tabla 2 se muestran el resumen de la descripcion de la metodologia usada por
las recientes investigaciones donde se compara el porcentaje de eficiencia de elucion

del ®™Tc y el porcentaje de adsorcion de ™ TcO4 ™.



Tabla 2

Resumen de las metodologias usadas y eficiencias obtenidas en la extraccién del " Tc

Método de
extraccion del

‘)‘)mTc

Descripcion de la

Metodologia

Eficiencia Autores y
de eluciéon colaboradores

(%)

Cromatografia en
columna
Cromatografia en

columna

Cromatografia en

columna

Cromatografia en

Producciéon de °*"Tc con matriz adsorbente de
quitosano entrecruzado con glutaraldehido (CCM).
Produccion de *™Tc usando una matriz adsorbente
de Mo conocida como material base de Zirconio
(ZBM)
Produccion de *™Tc usando un adsorbente
organometalico de zirconio (UiO-66Zr) en un

generador de *Mo / **™Tc

Produccion de *™Tc usando una alimina

Chattopadhya
75-80 pacivay
etal.2017
39-62 Munir et al.,
2019

60-70 Maet al., 2021

Miftakul et al.,

86-92
columna mesoporosa como adsorbente de *Mo 2020
Cromatografia en ) .
Produccién de *™Tc usando una resina de
columna ) o ) Das et al.,
) intercambio i6nico (Dowex 1) y extraccion por 80
Extraccion por 2016
solvente (MEK).
solventes
Método de Adsorcion
Descripcion de la Autores y
adsorcién de
Metodologia colaboradores
9mTeQq
Adsorcion Adsorciéon de *™TcO4~ con polimero de quitosano 08 Pivarciova,
>
estatica. entrecruzado (ZCH) con glutaraldehido. 2016

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actual tecnologia de produccion de Tecnecio 99 metaestable (°*™Tc), el radioisotopo

de mayor importancia en la medicina nuclear, esta centralizada en la ciudad de Lima,

constituyendo la primera componente del problema a resolver para extender las aplicaciones

de medicina nuclear y descentralizar el uso de *™Tc generado en el Instituto Peruano de

Energia Nuclear (IPEN) a partir del MoOs irradiado en un reactor de investigacion de

10MW de potencia para producir el *Mo por activacion neutronica. Sin embargo, en la

actualidad se adquieren generadores convencionales en los cuales emplea molibdeno 99

(*Mo), producidos a partir de la fision nuclear del >*>U que en un futuro se espera dejar de
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utilizar debido los altos costos que demanda su produccion y a la generacion de residuos

radiactivos que se deben gestionar adecuadamente (IPEN, 2014).

Actualmente a nivel internacional se estdn realizando investigaciones para buscar
alternativas para lo produccion de tecnecio 99 metaestable (°*™Tc) sin el uso de generadores
convencionales por lo cual diversos paises como la India estan realizando estudios con
quitosano como adsorbente. En el caso de Egipto usan nanogeles de Zr*Mo como
adsorbente (Amin et al., 2014) y en el caso de Marruecos empleando la separacion

electroquimica del ®™Tc a partir del Nax’*MoOQs (Brown et al., 2015).

En este contexto, el IPEN ha disefiado una miniplanta de produccion de *™Tc empleando
la técnica de extraccion por solventes con metiletilcetona (MEK) y el uso de una columna
adsorbente de alimina mesoporosa para purificar el ™Tc. Por estas razones esta técnica
presenta dificultades como la generacion de residuos quimicos al finalizar el proceso. El
uso de MEK que es un producto quimico volatil controlado y el uso de una fuente de calor
para la eliminacion del solvente por evaporacion ha implicado buscar nuevas alternativas
para generar la misma produccion evitando las dificultades sefialadas anteriormente. Ante
estas circunstancias, se plantea la técnica cromatografica basada en el proceso de
adsorcion/desorcion como se describe en la figura 4, empleando como adsorbente el

polimero de quitosano modificado obtenido a partir del calamar gigante (Pota).

Sobre este contexto internacional y nacional ;Serd posible separar el *™Tc del Mo
mediante la adsorcion de Mo por cromatografia en columna empleando el polimero de

quitosano modificado y mejorar la eficiencia de elucion del radionticlido ™ Tc?

10



Figura 4
Diagrama esquemdtico para la separacion de *’Mo en generadores de *’Mo/**"Tc

usando la matriz de polimero de quitosano entrecruzado CCM

Solucion

Lavado Salina

Solucién de **Mo/*°™Tc a pH 3
equilibrada con CCM por 4h.

_——— | 99mTC

CCM

Alumina

Filtro

Residuos

Fuente: (Chattopadhyay et al., 2017).

1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

1.4.1 Justificacion social.

El tecnecio 99 metaestable es muy usado en pacientes en medicina nuclear. La gran
demanda de este radiofarmaco, la produccion centralizada en Lima, altos costos de su
produccion y la importacion de generadores en el mercado hacen lejana la posibilidad
del acceso a este producto por parte de la poblacion al interior del pais. Por estas razones
nos llevan a la busqueda de nuevas tecnologias en la produccién nacional del
radioisotopo *™Tc a partir del 6xido de molibdeno (MoOs3) irradiado en el reactor
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1.5

1.6

nuclear y el uso de adsorbentes poliméricos selectivos a Mo que mejoren la eficiencia
de elucion del ®™Tc para ser utilizados en un generador de *°Mo/**™Tc. Para la
obtencion del polimero adsorbente se utilizaran los desechos de la pluma de calamar
gigante (molusco de clase cephalopoda, subclase coloidea, orden, teuthida, dentro
familia de la Ommastrephinae) que posee una estructura de soporte denominada “pluma
o concha interna”, para la obtencion de quitosano y sus derivados. La pluma de calamar,
que comunmente se le conoce en el Pert como “Pota”, es la segunda producciéon
pesquera mas importante del Perti, tanto en capturas (PRODUCE, 2014) como en
exportacion (PROMPERU, 2014).

1.4.2 Justificacion cientifica y técnica.

La justificacion técnica y cientifica de esta investigacion es obtener un polimero de
quitosano entrecruzado con glutaraldehido y caracterizado en laboratorio, debido a su
gran capacidad de adsorcion hacia el Mo, para obtener el *™Tc de alta pureza con una
eficiente actividad especifica del (n, y) Mo para finalmente aplicar una novedosa técnica
de obtencion del *™Tc en medicina nuclear y aprovechar las ventajas econdmicas en la
produccion de bajo costo del polimero. Por tal razén se plantea aprovechar al maximo la
utilidad de este radiois6topo cuando se logre sintetizar el polimero de quitosano

modificado.
IDENTIFICACION DEL APORTE CIENTIFICO

El polimero de quitosano modificado puede ser obtenido a partir de los residuos de
pluma de calamar gigante (pota), empleando la técnica de extraccion de quitina mediante
un proceso de desproteinizacion y finalmente someter a un proceso de desacetilacion para
la obtencion de quitosano de peso molecular medio que servird como reactivo para la
sintesis del polimero modificado con glutaraldehido el cual se usara selectivamente en la
adsorcion de Mo como iones molibdato (M0QO4?") para la produccion del tecnecio 99
metaestable (°™Tc). Asi mismo se resalta la metodologia usada para la produccion del

polimero de quitosano modificado.
HIPOTESIS

En medicina nuclear se emplea el tecnecio 99 metaestable (**™Tc) para fines de

diagnostico con la finalidad de detectar y tratar el cancer, existiendo una gran demanda
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1.7

de este radioisdtopo en nuestro pais. Debido a esta problematica es necesario contar con
generadores de *Mo/**™Tc que optimicen la obtencién del *™Tc empleando polimeros
adsorbentes de quitosano entrecruzado con glutaraldehido, que facilita la interaccion de
los ligandos de grupos amino aminos (—NH>) e hidroxilo (—OH) del polimero con el
Mo (VI) en forma de ion molibdato (MoO42) mediante interacciones electrostaticas entre
los grupos amino y el anion sorbato molibdato que en presencia de solucion salina (NaCl,
0.9%) se facilita la adsorcion del ion MoO4?~ frente al TcO4™. Por lo tanto, el polimero de
quitosano modificado sintetizado a partir de pluma de calamar debe presentar gran

capacidad de adsorcion al Mo respecto al ™ Te.

OBJETIVOS

1.7.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar la separacion del Tecnecio 99 metaestable del Molibdeno 99 empleando la

técnica de adsorcion y desorcion en una columna de polimero de quitosano modificado.

1.7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar quitosano mediante desacetilacion de B-quitina extraida a partir de pluma de
calamar.

Caracterizar el quitosano obtenido mediante técnicas de DRX, FTIR, TGA, masa molar
viscosimétrica y grado de desacetilacion

Sintetizar el polimero de quitosano modificado con glutaraldehido y caracterizar
mediante técnicas de DRX, FTIR, TGA y SEM para la medicion de porosidad y area
superficial.

Determinar los factores que influyen en el proceso de adsorcion (tiempo de equilibrio,
masa del adsorbente, pH y competencia idnica) entre el polimero de quitosano
modificado y el ion molibdato (MoO4%").

Determinar la cinética de adsorcion (pseudo primer orden o pseudo segundo orden) y
las isotermas de adsorcion (Freundlich y Langmuir) para el polimero de quitosano
sintetizado.

Determinar el porcentaje de adsorcion de molibdeno 99 (*’Mo) y realizar el control de
calidad del pertecnetato [*™Tc]TcO4 producido en un sistema generador *Mo/*™Tc

con base en el polimero de quitosano modificado.
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CAPITULO II: FUNDAMENTO TEORICO

2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 f-Quitina

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa y se puede decir que “la quitina es a los crustaceos lo que la celulosa a los
arboles”(Miranda Castro & Lizarraga Pauli, 2012). Quimicamente la quitina es un
biopolimero lineal compuesto por unidades de N-acetil-D-glucosamina (N-acetil-2-
amino-2-deoxi-D-glucopiranosa) unidas entre si con enlaces -1,4 1(Mandujano-Castro
& Vidal-Caldas, 2015). La quitina es un polisacarido nitrogenado blanco, duro e
inelastico encontrado en los exoesqueletos, asi como en los invertebrados y forman parte

de la contaminacién superficial en areas costeras (Dutta et al., 2004).

La produccion de quitina es proyectada para ser tanto como la de celulosa no solo
por sus diversas aplicaciones sino porque se le considera un biomaterial funcional de
alto potencial en varios campos y los recientes avances en la quimica de la quitina es

muy significativa (Dutta et al., 2004).
2.1.2 Quitosano

El quitosano tiene la estructura quimica correspondiente a la serie de copolimeros
lineales de (1—4)-2-amino-2-desoxi-B-D-glucopiranosa y (1—4)-2-acetamido-2-
desoxi-f-D-glucopiranosa unidas mediante enlaces  (1—4) (Sorlier et al., 2001). Aun
cuando siempre se encuentra presente una mezcla de quitina/quitosano, se le considera

quitosano cuando las unidades en su forma desacetilada son mayores al 50%.

El quitosano producido comercialmente tiene un peso molecular entre 3.8 y 20 KDa
y se obtiene principalmente del caparazon de camarones, jaibas y langostas. Tanto la
quitina como el quitosano comparten una estructura quimica muy similar a la celulosa,
sin embargo, sus grupos acetamida y amino respectivamente le confieren propiedades
unicas y diferentes (Mandujano-Castro & Vidal-Caldas, 2015). Para determinar el grado

de desacetilacion se usan algunos métodos quimicos (valoracion acido-base, titulacion
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coloidal, etc.) o métodos instrumentales (espectros IR, RMN, UV, etc.) (Hirai et al.,

1991).

El método de titulacion conductimétrica involucra una curva con tres principales
partes. Una primera parte corresponde a la titulacion de un exceso de acido clorhidrico

con hidréxido de sodio representada por la siguiente reaccion:
NaOH
Cl- + H;0* —— C(Cl” + Na* + 2H,0

La conductividad inicial del sistema es alta debido al exceso de iones hidronio (H30™)
en solucion y a medida que aumentan los iones hidroxido (OH™) se forman moléculas
de agua. Los iones H3O" son sustituidos por iones Na* de menor movilidad provocando
una disminucion casi lineal en la conductividad del sistema hasta un punto minimo que
indica que el consumo del acido en su totalidad y comienza la protonacion de los grupos

aminos segun la segunda reaccion.

NaOH
R—NHy* — Na* + R—NH,+ H,0

El aumento de la conductividad ocurre debido a la neutralizacion de los grupos
aminos protonados, siendo sustituidos por iones Na* de mayor movilidad hasta alcanzar
la neutralizacion total y la conductividad aumenta por la incorporacion de iones Na* y

OH™ en exceso al sistema (Salazar, 2015).
2.1.3 Reacciones quimicas en la formacion del polimero de quitosano modificado

El polimero de quitosano modificado (MPCM), fue preparado mediante una sintesis

combinada del método sol-gel y la técnica de fundicion de solucion.

El quitosano fue entrecruzado con glutaraldehido en presencia de acido como
catalizador a temperaturas alrededor de 70 °C bajo agitacion continua. A estas
condiciones es de esperar tedricamente que los grupos aminos presentes en la estructura
del quitosano, sean protonados y protegidos de la reaccion con glutaraldehido. Sin
embargo, a temperaturas alrededor de 70 °C es evidente la presencia y disponibilidad de
mas grupos aldehidos que a temperatura ambiente. Es por eso que la reaccion tedrica
esperada para el glutaraldehido es una condensacion alddlica y los grupos aldehidos
libres reaccionarian con los grupos OH del quitosano mediante una catalisis acida. La

polimerizacion del quitosano con glutaraldehido se produce mediante una reaccion
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simultanea de condensacion y polimerizacion en un tiempo de 4 a 8 horas, manteniendo
una relacion molar de 4:1 entre los grupos hidroxilo del quitosano y el glutaraldehido
presente en la solucion. Finalmente, el producto debe ser lavado para eliminar restos de
glutaraldehido y luego secado con algiin método fisico o quimico (Shameem Hassan,

2019)

Figura

Esquema de posibles reacciones para la formacion del polimero de quitosano
modificado

CH,OH ot CHoOH
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OH NH, n e OH s
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0 (0] H
0 Q H* o)
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H HooH Ho 700c Ly H
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CHZOH CHZOH
CH,0H 0 0 H ©
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Fuente: (Shameem Hassan, 2019)
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2.1.4 Molibdeno 99 (*’Mo)

El molibdeno es un elemento quimico del grupo 6 con numero atoémico de 42 que no
se encuentra como un metal libre en la naturaleza, pero si como minerales en varios
estados de oxidacion, siendo la principal fuente de obtencion la mineral molibdenita. El
molibdeno posee 35 is6topos conocidos con masas atdmicas que van de 83 a 117, entre
ellos hay cuatro isdmeros nucleares metaestables. Hay 7 isotopos naturales, siendo el
molibdeno-92 (°Mo) y el molibdeno-100 (1°°Mo) inestables y decaen en is6topos de
niobio, tecnecio y rutenio. Ademas, el Molibdeno-98 (*®Mo) es el mas abundante con

24.14% de todo el molibdeno (Lyra et al., 2011).

Actualmente casi todo el molibdeno 99 es producido en reactores de investigacion.
La tecnologia actual parte de un blanco de uranio-235 enriquecido que es colocado en
el nucleo del reactor y se produce el Mo como un producto de fision (PF) del 23°U.
Esta tecnologia tiene la ventaja de producir una alta actividad especifica del molibdeno
99, sin embargo, genera desechos radioactivos liquidos en cantidades considerables.
Otro método basado en aceleradores lineales provee la forma de excluir el 23U de la
cadena de produccion de PMo/*™Tc, aprovechando los haces de protones, electrones,
neutrones y la radiacion de frenado (bremsstrahlung). Este método fotonuclear emplea
aceleradores de electrones para la produccion de *Mo, mediante la reaccion nuclear
10Mo(y,n) Mo, donde se incide haces de electrones al nucleo atomico, logrando la
variacion del niimero atomico (Z). La desventaja de este método es la baja actividad
especifica del Mo debido a la baja seccion eficaz de la reaccion nuclear (Fedorchenko

& Tsechanski, 2019).

La siguiente reaccion nuclear da origen al Mo — *™Tc de fision que puede ser
separado por una columna de alimina en un generador de produccion. Mientras que la
segunda reaccion produce el Mo - ®™Tc que puede ser separado por técnicas de

extraccion con solventes o el uso de geles debido a su gran capacidad de adsorcion

n+2U -5 Mo + PF* + 2n

n+%Mo - Mo +y
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2.1.5 Tecnecio 99 metaestable (**™Tc)

El Mo y el *™Tc¢ son radionuclidos importantes en un sistema generador
PMo/?™Tc. El Mo es considerado como el radionuclido padre que decae en *™Tc
(87.5% de porcentaje de ramificacion) y en *Tc (12.5 % de porcentaje de ramificacion)

y a su vez estos decaen en el radionuclido estable *Ru como se mostré en la figura 1.

El decaimiento y crecimiento en un sistema generador *Mo/**™Tc es mostrado en la
figura 6, donde se aprecia que la maxima cantidad de *™Tc es obtenida del decaimiento
de *Mo, luego de 22.89 horas de tiempo de crecimiento y para obtener la méaxima
actividad de *™Tc, el sistema generador es eluido cada 23 horas (Saptiama et al., 2016).

Figura 6
Diagrama de crecimiento y decaimiento del sistema de un generador *’Mo/**"Tc

Decaimiento Mo
e Crecimiento #MTe

Actividad (GBq)

Tiempo (hrs)

Fuente: (Saptiama et al., 2016).
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2.1.6 Espectrometria gamma

La espectrometria de rayos gamma es un método analitico que permite la
identificacion y cuantificacion de isdtopos emisores gamma en una variedad de matrices
y las aplicaciones de la espectrometria de rayos gamma incluyen: Monitoreo en
instalaciones nucleares, fisica de la salud, medicina nuclear, investigacion en materiales,

biociencia, ciencia ambiental, y usos industriales de radioisotopos.

Un sistema tipico de espectroscopia gamma se muestra en la figura 7, consiste en un
detector HpGe (Germanio Hiperpuro), fuente de alimentacion de alto voltaje,
preamplificador (parte del detector), amplificador, convertidor analdgico a digital
(ADC) y Multi-Analizador de canales (MCA). La funcion del sistema electronico se

puede describir mediante los siguientes pasos:
e El foton interactia con el cristal detector y produce una explosion de electrones.
e El voltaje de polarizacion aplicado barre los electrones del cristal
e La corriente producida por los electrones forma un pulso de senal
e El tamafio del pulso aumenta con un preamplificador

e El pulso se intensifica ain mas y se forma con un amplificador
e La intensidad del pulso se convierte en valor numérico usando ADC

e Los valores numéricos se envian a MCA

Para visualizar el espectro y realizar el analisis basico se requiere el uso de una
computadora y un software comercial (Nafaa Reguigui, 2006).

Figura 7
Diagrama de bloques de un sistema basico de espectrometria gamma
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e ] » |AMPLIFICADOR |—» | MCA
DETECTOR |—| PREAMPUFlCADOR| ; —
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N
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PC

Fuente: (Nafaa Reguigui, 2006).
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CAPITULO III: PARTE EXPERIMENTAL

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Obtencion de f-quitina a partir de plumas de calamar (PC)

Los restos de calamar gigante (pota) poseen una concha cornea en forma de pluma;
esta estructura de tipo esquelético estd envuelta en el interior de los tejidos del cuerpo

blando del calamar y le da consistencia.

3.1.1.1 Tratamiento de plumas de calamar

Para la obtencion de la B-quitina se realizd un tratamiento inicial de lavado y secado
para eliminar residuos orgédnicos presentes en las plumas de calamar. Para evitar el olor
fuerte se tratd con sal y se dejo secar al aire libre. Posteriormente se trituré en un molino
rotor Fritsch y se paséd a través de un tamiz N° 80 para obtener la muestra seca y

pulverizada (Salazar, 2015).

3.1.1.2 Determinacion de cantidad de minerales

Para determinar la cantidad de minerales presente en la materia prima pluma de
calamar, se determin6 la composicion quimica elemental mediante la técnica de analisis
por activacion neutrOnica en los laboratorios de técnicas analiticas nucleares del
Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN), obteniendo cantidades menores al 1%

(Jung & Zhao, 2014).

3.1.1.3 Desproteinizacion de plumas de calamar

Se pesaron 80.142 g de muestra de pluma de calamar (PC) seca y tamizada en malla
N° 80. En un balon de 1000 mL, la muestra fue tratada con una solucion de NaOH 0.3
mol L en una relacion de 1:10 (peso muestra/volumen NaOH). La muestra fue
calentada hasta una temperatura de 80°C que fue medida con un termometro digital en
agitacion constante durante 1 h. Luego el producto obtenido fue lavado y filtrado con
agua desionizada hasta obtener pH neutro del agua de lavado. Finalmente, el producto

obtenido fue secado a temperatura ambiente hasta peso constante.

En la figura 8 se muestra el diagrama de flujo para la desproteinizacion de la muestra

de Pluma de Calamar (PC) para la obtencion de f-Quitina.
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Figura 8
Diagrama de flujo para la desproteinizacion de PC y obtencion de p-Quitina

Masa PC
80142 g

le—— Aifiadir 800 mL. NaOH 0.3 mol L!

* Calentar v agitar aS80°C por 1 h
* Lavado v filtrado hasta pH neutro

# Secado a temperatura ambiente

Masa f-Quitina
26.740 g

3.1.2 Obtencion de Quitosano y polimero de quitosano modificado

3.1.2.1 Desacetilacion de B-quitina para la obtencion del quitosano

La f-quitina obtenida fue tratada con solucion de NaOH al 40% en una relacion de
1:20 (peso muestra/volumen NaOH). En un balén de 500 mL se coloc6 26.740 g de
producto seco obtenido, al cual se anadieron 535 mL de NaOH al 40%. La solucion fue
calentada hasta una temperatura de 80 °C medida con un termdmetro digital en agitacion
constante por 3 h y en atmdsfera de nitrogeno gaseoso ultrapuro (UHP). El producto
obtenido fue lavado y filtrado con agua desionizada hasta conseguir pH neutro de la
solucion de lavado. Finalmente, el producto fue secado a temperatura ambiente hasta

peso constante.

En la figura 9 se aprecia el diagrama de proceso seguido para la desacetilacion de la -

quitina obtenida de pluma de calamar (PC)
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Figura 9
Diagrama de flujo para la desacetilacion de p-Quitina y obtencion de Quitosano

B-Quitina
26.740 g

«——— Aiiadir 535 mL NaOH 40 %
¢ Calentar y agitar a 80°C por 3 h en atmosfera de N g

¢ Lavado v filtrado hasta pH neutro

¢ Secado a temperatura ambiente

Quitosano
23450 g

3.1.2.2 Sintesis de polimero de quitosano modificado

La metodologia para la sintesis del polimero de quitosano modificado se ha llevado
a cabo segun el método patentado por Hassan (Patente N° US 2019/10,500,564 B2), en
las cuales todas las reacciones se llevan a cabo bajo condiciones atmosféricas normales

como se muestra en las siguientes etapas:

Paso 1: Pesar 4 g de quitosano y adicionar 300 mL de agua bidestilada con 1 mL de
acido acético glacial (CH3COOH) en agitacion constante durante 2 h a 70 °C, hasta
que se forme un gel de quitosano.

Paso 2: Adicionar 4 mL de 4cido clorhidrico al gel de quitosano y mantener agitacion
por 1 h a 70 °C para ayudar a la protonacion de los grupos aminos.

Paso 3: Adicionar una cantidad conocida de solucion catalizadora compuesta por;
0.3g de isopropoxido de titanio, 20 mL de Alcohol isopropilico, 20 mL de agua
bidestilada y 0.1 mL de HClc) y agitar por 1 h.

Paso 4: Para desarrollar el entrecruzamiento del gel acidico de quitosano se adiciona
6 mL de una solucién de glutaraldehido al 50%. La mezcla se mantiene bajo agitacion
vigorosa a 70 °C por 1 h hasta obtener un gel semisdlido.

Paso 5: La masa resultante se lava con solucion de monoetanolamina al 2% para

remover restos de glutaraldehido.
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Paso 6: La masa es suspendida en una solucion de NaOH 0.1 mol L™! durante toda la
noche.

Paso 7: La masa entrecruzada de quitosano es separada de la solucion basica y lavada
con HCI 0.1 mol L™! y finalmente con agua desionizada hasta que el pH del efluente
sea de 7.

Paso 8: La masa del polimero entrecruzado de quitosano es secada en vacio a 70 °C.
Paso 9: La masa del polimero entrecruzado de quitosano es secada hasta obtener un

tamafio deseado de esferas (<100 um).

En la figura 10 se muestra el diagrama de proceso para la sintesis del polimero de
quitosano modificado basado en el procedimiento anterior. Para ello se pesaron
aproximadamente 8 g de quitosano comercial SIGMA-ALDRICH (QSA) y el
quitosano PLUMA DE CALAMAR (QPC), luego se adicion6 600mL de agua
bidestilada con 2 mL de 4cido acético glacial en agitacion constante (350 rpm) durante
2 ha70 °C, hasta la formacion de un gel de quitosano color transparente. El producto
obtenido se dejo enfriar por 20 min para luego adicionar lentamente 8 mL de acido
clorhidrico concentrado manteniendo la misma velocidad de agitacion por 1 h a 70
°C para desarrollar el entrecruzamiento del gel acidico de quitosano. Luego se
adiciond 10 mL de una solucidon compuesta por 0.3 g de isopropoxido de titanio (VI),
20 ml de agua bidestilada, 20 mL de alcohol isopropilico y 0.1 mL de HCI
concentrado. Se continud con la agitacion por 1 h a 70 °C y posteriormente se
adicion6 12 mL de una solucion de glutaraldehido al 50%. con agitacion de 450 rpm
a 70 °C por 1 h, obteniendo un gel semi-solido color amarillo tenue. El producto
resultante fue lavado con una solucién de monoetanolamina al 2% para remover
restos de glutaraldehido. La masa lavada se sumergi6 en 1000 mL de soluciéon de
NaOH 0.1 mol L' por 16 h a temperatura ambiente. La masa entrecruzada de
quitosano fue separada de la solucion basica y lavada con HC1 0.1 mol L' y luego

con agua bidestilada hasta que el pH del efluente fue neutro.
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Figura 10
Diagrama de proceso para la preparacion del polimero de quitosano modificado

QSA / QPC
Sg

lg—— Adiadir 600 mL H-O +2 mL CH;COOH
« Agitar por 2 h a 70°C
t———  Anadir 8 mL HCl,
e Agitar por 1 h a 70°C
(‘ -
s (.3 g Isopropoxido de Titanio (IV)

s 20 mL de H-O

- Anadir 10 mL <
« 20 mL Alcohol Isopropilico

e 0.1 mL HCl,
= Agitar por 1 h a 70°C

-——— Anadir 12 mLGlutaraldehido 50%

+ Agitar fuertemente por 1 h a 70°C

Y

Gel Semi-solido de
Quitosano

+ Lavado con solucion de monoetanolamina al 2%

= Suspension de masa por 24 h en NaOH 0.1 mol L

e Lavado con HC1 0.1 mol L1

+« Lavado con H,O hasta pH neuiro

« Congelamiento a -70°C

« Liofilizacion {-36%C; 0.08 mbar), 72 h

Y

Polimero de quitosano modificado
(PQSAPQPC)
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Finalmente, la masa del polimero entrecruzado de quitosano fue secada en el
equipo liofilizador LABCONCO, a una temperatura de -56°C y una presion de 0.08
mbar por un periodo de 72 horas, obteniendo una masa esponjosa color rojo ladrillo
como se muestra en la figura 11.

Figura 11
Biopolimero de quitosano modificado sintetizado.

3.2 Caracterizacion de quitosano y polimero de quitosano modificado

Para la caracterizacion del quitosano obtenido de Pluma de calamar (QPC) y el
quitosano comercial Sigma Aldrich (QSA), se determinaron el grado de desacetilacion y
la masa molar viscosimétrica en el laboratorio de biopolimeros y metalofarmcos
(LIBIPMET). Asi mismo, para caracterizar los quitosanos y los polimeros de quitosano
modificado (PQPC y PQSA), se emplearon las principales técnicas como FTIR, DRX,
TGA y BET que fueron realizadas con el equipamiento del Laboratorio de Fisicoquimica
de la Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI). Finalmente,
el punto de carga cero fue determinado en los Laboratorios de Técnicas Analiticas

(TEAN) del Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN).
3.2.1 Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion Potenciométrica

Se pesaron una cantidad (aproximadamente 200 mg) de quitosano y se disolvid en
un volumen de 50 ml de HCI 0.10 mol L-!, luego la solucion se valoré con NaOH 0.1
mol L', mientras se midio el pH de la solucién de NaCl (0.1 mol L") a una fuerza idnica
constante. Con los datos registrados se obtuvo una curva de pH versus el volumen
anadido de NaOH, presentando dos puntos de inflexion: El primero corresponde a la

neutralizacion de HCI en un rango de pH de 2 a 4, y el segundo a la neutralizacion de
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los iones de amonio del quitosano en un rango de pH de 8 a 10. De la diferencia entre
los dos puntos de inflexion se obtiene la cantidad de grupos amino en quitosano y se

obtiene de la ecuacion 1:

NH, = 16.1(y—0)+f (1)

w

Donde “y” es el punto de inflexion mayor, “x” es el punto de inflexion menor, ambos
expresados como volimenes, “f” es la concentracion molar de NaOH, “w” es la masa
en gramos de la muestra y el numero 16.1 es un factor asociado al tipo de material

que se utilice.(Cocoletzi et al., 2009)
3.2.2 Titulacion conductimétrica

Para determinar el grado de desacetilacion del quitosano QPC y QSA, se empleo la
técnica de titulacion conductimétrica. Este tipo de analisis determina una cantidad de
grupos amino protonados para cada muestra de quitosano. Las medidas se realizan con

un conductimetro acoplado a un agitador magnético como se muestra en la figura 12.
Figura 12

Equipo multiparametro con agitador magnético incorporado para la titulacion

conductimétrica

Para cada muestra de quitosano se pesé 0.2500 g, se anadio 50 mL de HCI 0.05

mol L y se dejo en agitacion continua a 400 rpm por 18 h para luego aforar a un
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volumen de 250 mL con agua desionizada. Se tomaron 03 alicuotas de 50 mL de la
solucién resultante y fueron tituladas con NaOH 0.0935 mol L' previamente

estandarizada con biftalato de potasio.

161*(v,—v1)*[NaOH]
m

%NH, = ( ) 100 2)

Para el célculo del grado de desacetilacion (DDA) en porcentaje se emplea la
ecuacion 2 (Torres et al., 2006). E1 %NH, representa el nimero de grupos amino o el
grado medio de desacetilacion, el factor 161 representa la masa molecular de unidades
monoméricas de quitosano (g mol™!), la diferencia v, — v, representa el volumen en
litros (L) de la solucion de hidréxido consumido para neutralizar el quitosano, [NaOH]
representa la concentracion de hidroxido de sodio usado (mol L") y m es la masa de
quitosano contenida en la alicuota titulada (g). Se realizo repeticiones para cada medida

conductimétrica.
3.2.3 Determinacion del peso molecular por el método viscosimétrico

Para la determinacion del peso molecular viscosimétrico se ha usado la referencia de
una publicacion (Kasaai, 2007), segin el grado de desacetilacion obtenido, se ha
empleado el buffer de acido acético/acetato de sodio (0.25 mol L' HA¢/0.25 mol L-!
NaAc), constante K=15.7x10° L g’!, 0= 0.79. Para el QSA se peso 200.3 mg de muestra
para preparar diluciones de 2.5, 3.0 y 3.5 g L"!. De igual forma se pesd 102.0 mg de
QPC y se prepararon diluciones de 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 g L' con el mismo buffer
preparado para ambas muestras. Para el acondicionamiento de las muestras diluidas
preparadas el mismo dia, se ha usado el viscosimetro capilar de vidrio marca Ubbelohde
a 25 °C £ 0.01°C, sumergido en el equipo bafio termostatico marca Fungilab del
Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmcos (LIBIPMET), tal como

se muestra en la figura 13.
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Figura 13
Equipo bario termostato marca FUNGILAB de LIBIPMET para viscosimetria

Para determinar el peso molecular promedio viscosimétrico (PMy) de las
muestras de quitosano, se determin6 la concentracion inicial del polimero para cada
dilucion que se prepard y se establecid las condiciones de trabajo para medir el
tiempo de caida de cada una de las disoluciones poliméricas y determinar los

parametros viscosimétricos mostrados en la tabla 3.

Tabla 3

Parametros viscosimétricos
Nombre comun Simbolo y ecuacion que lo define
Viscosidad relativa n=m/no=t/t
Viscosidad especifica Nsp = Nr -1 = (M- Mo)/ Mo =(t- to)/ to
Viscosidad reducida Nred =Msp / C
Viscosidad inherente Hinh = (Ln 1)/ C
Viscosidad intrinseca M]= Msp / C)e=0 =[(Ln Nrea)/Clc=0
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La viscosidad intrinseca fue determinada graficamente, empleando la ecuacion
de Huggins que relaciona la viscosidad reducida con la concentracion (Kumar, 2000)

y (Parada et al., 2004)
Nrea = [N] + KH[T'l]2 C (3)
Donde Ku = Constante de Huggins

Una vez calculada la viscosidad intrinseca, esta se utilizo para determinar el peso
molecular promedio viscoso, PM,, a partir de la ecuacion de Mark—Houwink—

Sakurada (Kumar, 2000) y (Parada et al., 2004)
[n] = K.[PM, ]* 4)

donde K y a son dos constantes que dependen del sistema tampon.
3.2.4 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja (FTIR)

Los espectros FTIR se obtuvieron con un espectrofotometro Shimadzu IR Prestige
21 ubicado en el Laboratorio de Fisicoquimica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Ingenieria - Pert. Las lecturas para el QPC, QSA, PQPC y
PQSA fueron realizadas en modo de transmitancia en el rango de 4000-450 cm™! en

pastillas de KBr.

3.2.5 Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)

Para caracterizar las muestras de quitosano y los polimeros de quitosano modificado
por la técnica de difraccion de rayos X, se ha empleado el equipo difractometro de rayos
X marca Bruker, modelo D2 PHASER con angulo 20 de 10° a 80°, tiempo de
integracion 4 segundos, paso de 1401 e incremento de 0.050°. Esta técnica sirve para
determinar el sistema cristalino del material y sus respectivos indices de Miller. Se
obtiene una grafica con ejes de intensidad de cuentas por segundo (cps) y el otro eje

corresponde al angulo 26.

El porcentaje de cristalinidad por la técnica DRX (% Xc) de acuerdo con la

metodologia de Nara-Komiya, se calcula mediante la ecuacion 5.

Xe(%) = (3) x100 (5)

A
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Donde, A. es el area bajo el pico que representa la region cristalina y A; es el area total

de la region amorfa y cristalina.

3.2.6 Caracterizacion por analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico para el quitosano y el polimero de quitosano
modificado ha sido realizado empleando un equipo analizador térmico simultineo STA
6000 marca Perkin Elmer ubicado en el Laboratorio de Fisicoquimica de la Facultad de
Ciencias para obtener informacidon complementaria acerca de los cambios de la

composicion mediante un calentamiento progresivo bajo condiciones controladas.

El analisis termogravimétrico (TGA) para el polimero de quitosano modificado
Sigma Aldrich (PQSA) y el quitosano Sigma Aldrich (QSA) han empleado masas de
24.33 mgy 12.39 mg respectivamente. Este analisis ha sido realizado en una atmosfera
de nitrogeno (200 mL min™') con un rango de calentamiento de 35 a 500 °C para el QSA

y 39.5 a 700 °C para el PQSA a una razén de 10 °C min™'.

Anélogamente para el polimero de quitosano modificado Pluma de Calamar (PQPC)
y el quitosano Pluma de Calamar (QPC) han empleado masas de 24.33 mg y 31.42 mg
respectivamente. Este analisis ha sido realizado en una atmosfera de nitrégeno (200 mL
min~!') con un rango de calentamiento de 36 a 500 °C para el QPC y 39.5 a 700 °C para

el PQPC a una razén de 10 °C min™".

3.2.7 Caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La técnica de andlisis por imagenes MEB es clasificada como una técnica directa
porque envuelve una observacion del tamafio geométrico y dimensiones de una muestra
en unidades acorde al sistema internacional (SI) (Ghomrasni et al., 2020). El desarrollo
de algunos detectores que detecten selectivamente electrones, en funcion de su
direccion de barrido y de energia de dispersion, ha sido fundamental para la evolucion
de la microscopia electronica hasta convertirse en la actualidad en una técnica de
caracterizacion capaz de mapear la estructura fisica y electronica de los materiales desde
la escala atomica hasta la macroescala (Caplins et al., 2019). Ademads, la técnica es
usada comunmente para el mapeo de fases y la orientacion de las estructuras cristalina
de las muestras. El orden de magnitud mejora la resolucion espacial reportada en modo
de transmision en comparacion al modo de deteccion convencional de retrodispersion

que hace de la técnica ideal para muestras transparentes a los electrones (Holm, 2021).
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Las imagenes MEB de los polimeros de quitosano fueron obtenidas con un Microscopio
Electronico de Barrido por emision termoidnica marca Zeiss modelo Evo MAI1O0,
ubicado en el Laboratorio de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional de Ingenieria.
3.2.8 Punto de carga zero

Para determinar el punto de carga cero de los polimeros de quitosano modificado, se
han utilizados soluciones de HC1 0.1 mol L™! y NaOH 0.1 mol L™! en el rango de pH de
1 a 12. Se han mezclado 0.05 g de polimero adsorbente con 20 mL de cada solucién
preparada previamente a un determinado pH. Todas las mezclas se han mantenido en
agitacion constante durante 24 h a temperatura ambiente. Finalizado este proceso se

filtr6 y se midi6 el pH de cada solucion.

El pHy.c se ha obtenido al graficar los valores de la diferencia de pH (pHfinal-pHinicial) Vs
PHinicial. A partir de esta grafica se identificd el punto de interseccion de la regresion
lineal con el eje x. Este procedimiento fue realizado para los adsorbentes PQSA y

PQPC.

3.2.9 Grado de entrecruzamiento

La reaccion de entrecruzamiento entre el quitosano y glutaraldehido tiene ventajas y
desventajas para controlar la formacion de la estructura del hidrogel. Por ejemplo,
algunos grupos funcionales pueden no reaccionar durante la reaccion de reticulacion y
pueden afectar las propiedades mecanicas de los hidrogeles (Martinez-Mejia et al., 2019).
Ademas, durante el proceso de entrecruzamiento ocurre un hinchamiento e hidratacion

del polimero, creando una estructura insoluble (Shu et al., 2004) .

Para determinar el grado de entrecruzamiento del polimero de quitosano modificado
con glutaraldehido, se ha realizado el lavado con acetato de etilo utilizando un extractor
soxhlet hasta lograr un peso constante. El grado de entrecruzamiento (GE) se calcula

gravimétricamente mediante la siguiente ecuacion (Martinez-Mejia et al., 2019):

%GE = %xlOO 6)
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Donde

e  W,: Peso de la muestra después del lavado (g)

e  Woy: Peso inicial de la muestra (g)

3.3 Determinacion de los factores influyentes en el proceso de adsorcion.
3.3.1 Area superficial especifica

El area superficial especifica se puede determinar por el método propuesto por
Brunauer-Emmett-Teller (BET). Mientras mayor sea el valor del éarea superficial
especifica entonces se favorece el proceso de adsorcion es decir hay mayor captacion

del adsorbato en el adsorbente.
3.3.2 Tamaiio de poro

El area tamafio promedio de poro se puede determinar por el método propuesto por
Brunauer-Emmett-Teller (BET). Si el tamafio de poro es pequefio entonces favorecera
la adsorcion de pequefias particulas de adsorbato, pero si el tamafio de poro es grande

entonces favorecera la adsorcion de grandes particulas de adsorbato.
3.3.3 Temperatura

El efecto de la temperatura es demostrado mediante el andlisis termogravimétrico

(TGA), que mientras mayor sea la temperatura desfavorece el proceso de adsorcion.
3.3.4 Competencia de iones

Para determinar el efecto de la adsorcion de Mo por la presencia de iones cloruro
(CIY), sulfato (SO4?7) y nitrato (NOs™!), se prepararon concentraciones 0.02, 0.2 y 2.0
mol L™ y se tomaron 5 mL de cada solucion y se adiciond a otros SmL de solucion de
%Mo conteniendo 0.1 g de material adsorbente para obtener concentraciones de 0.01,
0.1, 1.0 mol L™! de cada anion. Posteriormente fueron sometidos en agitacion constante

por 60 minutos para el PQPC y 100 minutos para el PQSA. Luego para cada muestra se
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filtro y se tomdé 1 mL en vial de vidrio para medir su actividad en una cadena de

espectrometria gamma.

Si hay presencia de iones que compiten en la adsorcion del adsorbato, estos van a

influenciar en la capacidad y en la velocidad de adsorcion.

3.3.5 Efecto del pH en la adsorcién de molibdeno 99 (°’Mo) con el polimero

adsorbente

Se ha evaluado el efecto del pH en la capacidad de adsorcion de Mo con los
polimeros adsorbentes PQSA y PQPC. Para este estudio se ha variado el pH de la
solucion de Mo de 2 a 13 y se pesaron 100 mg de masa de cada polimero adsorbente

para un volumen de 10 mL de solucion de **Mo.
3.4 Determinacion del modelo de isoterma de adsorcion

Para la obtencion de las isotermas de adsorcion, se ha evaluado el efecto de la
concentracion del ion molibdato (MoO4%") a partir de una sal de molibdato de sodio
dihidratado (NaxM00O4.2H>0) variando la concentracion de una solucion de ion MoO4 2
desde 4.2 mmol L' a 167 mmol L™!, preparados en una fiola de 25 mL conteniendo 5 mL
de una solucion de Mo de 0.0525 mCi como radiotrazador, manteniendo un pH de 6.03
con un buffer de 4cido acético 1 mol L™! y acetato de sodio 1 mol L™". Para cada polimero
adsorbente PQSA y PQPC, se pesaron 10 réplicas de 0.1 g y se adicionaron en 10 mL de
solucion que contiene el ion MoQ4?" y el radiotrazador *Mo en tubos conicos de 15 mL.
Posteriormente fueron colocados en un agitador orbital a 600 rpm durante 60 minutos
para el PQPC y 100 minutos para el PQSA. Posteriormente cada solucion contenida en
los tubos conico se filtrd al vacio empleando filtros millipore de celulosa de 0.45 pm de
porosidad y 47 mm de didmetro y se tom6 1 mL en vial de vidrio para medir su actividad

en un espectrometro gamma de alta resolucion.

El estudio de la cinética de adsorcion tiene como finalidad saber con qué velocidad
se esta llevando a cabo el proceso de adsorcion del polimero de quitosano modificado

(Russo et al., 2017).
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3.4.1 Calculos

I. Actividad por espectrometria gamma

Pxe’lx’:dx(t—r)xl
ty

0™ nxhx(1-e4Xtr)x37000000

(7

Donde

L: Constante de semidesintegracion del radioisotopo (s7')

ty: Tiempo vivo del contaje (s)

t.: Tiempo real del contaje (s)

P: Area neta del fotopico analizado en cuentas acumuladas

h: Abundancia absoluta del rayo gamma en fotones emitidos por desintegracion
n: Eficiencia del detector

Ao: Actividad a tiempo de decaimiento cero (mCi)

II. Conversion de actividad a unidad de masa

AgXMx37x10°
a = — 8
(m) A XN XV ®)

Donde

am: Concentracion en masa (mg mL™")

M: Masa molar del radiontclido (g mol™)

\: Constante de semidesintegracion del radioisotopo (s™!)
Na: Numero de Avogadro en atomos

Ao: Actividad a tiempo de decaimiento cero (mCi)

V: Volumen de muestra (mL)

III. Coeficiente de distribucion

q: =

SRS

% (M) )
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Donde
e a: Concentracion en masa en un tiempo determinado (mg mL™")
e ayo: Concentracion en masa al inicio (mg mL™")
e V: Volumen de la solucion (mL)

e m: Masa del adsorbente (g)
(Rajec et al., 2015)

IV. Concentracion en el equilibrio

Co =2 (10)
Donde:
e a: Concentracion de actividad en el equilibrio (mCi mL™")
e a): Concentracion de actividad inicial (mCi mL™")
e C.: Concentracion de adsorbato en el equilibrio (mol L")
e Co: Concentracion de adsorbato inicial (mol L) (Rajec et al., 2015)
V. Capacidad de adsorcion
[ = XaXCe (110
1000
Donde:
e I': Capacidad de adsorcion (mol g™!)
e Kig: Coeficiente de distribucion (mL g!)
e C.: Concentracion de adsorbato en el equilibrio (mol L)
(Rajec et al., 2015)
VI. Isoterma de Freundlich
Ln(l) = Ln(Ky) + % X LN, (12)
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Donde:
e I': Capacidad de adsorcion (mol g 1)
e Kg: Constante de Freundlich
e C.: Concentracion de adsorbato en el equilibrio (mol L)

e 1n: Grado de dependencia de adsorcion con la concentracion en equilibrio

(Matovic et al., 2017)

VII. Isoterma de Langmuir

(13)

Donde:

I': Capacidad de adsorcion (mol g 1)

e ['max: Méxima capacidad de adsorcion correspondiente a los sitios de saturacion

(mol g™)
e b: Constante de Langmuir (L mol™!)

e Ce: Concentracion de adsorbato en el equilibrio (mol L)

(Matovic et al., 2017).

3.5 Determinacion del modelo cinético de adsorcion
3.5.1 Procedimiento

Para realizar el estudio de la cinética de adsorcion para los polimeros PQSA y PQPC
se han pesado 9 réplicas de material adsorbente de aproximadamente 0.1 g de cada
polimero, posteriormente fueron anadidas en 10 mL de una soluciéon que contiene el
radiotrazador molibdeno 99 (*’Mo). Estas réplicas han sido agitadas constantemente en
un agitador orbital VIBRAX IKA Works a 600 revoluciones por minuto (rpm) y se han
tomado las réplicas a diferentes tiempos para ser filtradas al vacio usando filtros de

0.22um de porosidad y 47mm de diametro. Finalmente se han tomado 1 mL de cada
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3.5.2

L

II.

I1I.

solucidn filtrada y se colocaron en viales de vidrio de 5 mL para medir la actividad (en

uCi) mediante la técnica de espectrometria gamma usando un detector de alta resolucion

de Germanio Hiperpuro (HPGe) de 70% de eficiencia absoluta.

Calculos
Actividad por espectrometria gamma

Se calcula segtn la ecuacion 8.

Conversion de actividad a unidad de masa

Se calcula segun la ecuacion 9.

Cantidad adsorbida

qe = — X (amo — @) (14)
Donde

a: Concentracion en masa en un tiempo determinado (mg mL ™)

amy: Concentracion en masa al inicio (mg mL™)

q:: Cantidad adsorbida en el tiempo (mg g™')

V: Volumen de la solucion (mL)

m: Masa del adsorbente (g)

3.5.3 Modelo de pseudo primer orden

dq

= = k1 x (@ — q0) (15)

Su expresion linealizada es la siguiente

Ky
2.303

log(q. — q¢) = log(q.) — Xt (16)

Donde
e ki: Constante cinética de velocidad de primer orden (min')

e q: Cantidad adsorbida de adsorbato en funcion al tiempo (mg g™!)
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e (.: Cantidad adsorbida de adsorbato en el equilibrio (mg g™!)

e t: Tiempo transcurrido (min) (Murillo, Giraldo, & Moreno, 2011, pag. 97).

3.5.4 Modelo de pseudo segundo orden

d
—=ky X (e — qr)? (17)

Su expresion linealizada es la siguiente

t 1 1
= +—Xt 18
dr  k20¢%  qe 18)

Donde
e k»: Constante cinética de velocidad de segundo orden (mg™! g min™!)
e q: Cantidad adsorbida de adsorbato en funcion al tiempo (mg g™!)
e (.: Cantidad adsorbida de adsorbato en el equilibrio (mg g™!)
e t: Tiempo transcurrido (min) (Murillo, Giraldo, & Moreno, 2011, pag. 97).

Nota: El tiempo de contacto es el tiempo a partir del cual la concentracion de la

solucién permanece constante en el tiempo.

3.6 Efecto de la masa del polimero adsorbente.

Se realizo el analisis del efecto de la masa del polimero adsorbente para determinar
la masa necesaria para una 6ptima adsorcion de molibdeno 99 (*’Mo). Para este analisis
se pesaron masas entre 50 a 400 mg y fueron agregadas en 10 mL de solucion de Mo
de 0.46 mCi en tubos conicos de 15 mL, luego fueron sometidas en agitacion constante
a 600 rpm por un tiempo de 100 minutos para el PQSA y 60 minutos PQPC. Finalmente,
cada solucion fue filtrada al vacio y se tomaron 1 mL de solucion filtrada para medir su

actividad en una cadena de espectrometria gamma.

3.7 Determinacion del porcentaje de adsorciéon de Mo y Control de calidad del

Na[*™Tc¢ | TcOs producido

Para determinar el porcentaje de adsorcion de molibdeno 99 por cada polimero de
quitosano modificado, se empled 10 mL de una solucion de 21.8 pCi de Mo y 0.1g de
polimero de quitosano modificado. Se pesaron dos réplicas para cada polimero

38



adsorbente y fueron sometidas en agitacion constante con 10 mL de Mo durante el
tiempo de equilibrio optimizado para cada polimero. Las muestras fueron filtradas al
vacio con una membrana de celulosa (0.45 um de porosidad y 47 mm de didmetro) y se
tomo6 una alicuota de 1 mL de cada muestra para medicion de **Mo por espectrometria
gamma. La solucidon remanente fue trasvasada a una columna compuesta de 5 g de
alimina 4cida previamente lavada con NaCl 0.9%. Este proceso se realiz6 para purificar
el mTc. El primer eluato se obtuvo luego de permanecer 17 horas en contacto con la
columna de alimina inmediatamente después de ser filtrada, mientras que el segundo
eluato se obtuvo luego de permanecer 19 horas en contacto con la columna después de
24 horas de ser filtrada. Finalmente se tom6 1 mL de cada solucidon purificada para
medicion de Na[*™Tc ]TcO4 por espectrometria gamma y 1 mL para el control de calidad

y pureza radioquimica que realiza la planta de produccion de radioisétopos del IPEN.
3.8 Materiales

3.8.1 Reactivos

e Quitosano comercial SIGMA-ALDRICH de peso molecular medio (numero de
producto: 448877)

e Pluma de Calamar disecada y molida

e Trioxido de Molibdeno (MoO3)

e Oxido de aluminio (Alamina acida Mesoporosa)

e Hidréxido de Sodio (NaOH)

e Acetato de Sodio Anhidro

e Acido Clorhidrico (HCI)

e Cloruro de Sodio (NaCl)

e Glutaraldehido (solucion al 50%)

e Monoetanolamina (solucion al 2%)

e Etanol Absoluto

e Agua Ultrapura Milli-Q

3.8.2 Materiales de Laboratorio

e Kitasato, matraces, vasos, embudo buchner entre otros materiales de vidrio

e Papel Whatman N° 41 (150 mm ®)
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Filtros Millipore 45um (47mm @)

Viales de vidrio de 5 mL con sus respectivas tapas
Desecador de vidrio con silica gel

Pastillas magnéticas

Termometro de vidrio

Tubos conicos para centrifuga Falcon de 15 ml

Viscosimetro capilar de vidrio marca Ubbelohde

3.8.3 Equipos

Detector Canberra de Germanio Hiperpuro de 70% de eficiencia relativa — [IPEN
Calibrador de dosis marca CAPINTEC, INC - CRC 12R — IPEN
Espectrometro infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) - UNI
Espectrometro de difraccion de rayos x (DRX) —UNI

Equipo de medicion de porosidad y area de superficie (Método BET) — UNI
Microscopio de Barrido Electrénico (SEM)- UNI

Bomba de vacio - UNI

Agitador magnético — UNI

Agitador orbital shaker

Plancha de calentamiento - UNI

Multipardmetro Hanna - IPEN

Equipo bafio termostatico para viscosimetro marca Fungilab -UNI

Equipo liofilizador LABCONCO - UNI
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CAPITULO IV: DISCUSIONES DE RESULTADOS

4.1 Determinacion de la cantidad de minerales

Se realizd un analisis quimico por la técnica de analisis por activacién neutrénica
(AAN) para 03 réplicas de muestra pluma de calamar (PC) y se obtuvo resultados para

10 elementos como se muestra en la tabla 5.

Tabla 4
Resultados del analisis quimico de la muestra de PC por AAN

Elemento Concentra_fi()n
mg Kg

Mn 1.67 +£0.23
Br 7.18+£1.03
As 0.44+£0.12
Sb 0.25+0.05
Na 6965.0 + 897.5
Ag 0.63 +0.32
Zn 464.0 = 69.9
Co 0.175+0.03
Ca 653.9+216.2
Fe n.d

n.d. = No detectado

De los resultados obtenidos se puede apreciar que las concentraciones de los
elementos analizados poseen bajos contenido de metales y no superan el 1% de
concentracion con lo cual se justifica evitar el proceso de desmineralizacién para la
obtencion de f-quitina (Jung & Zhao, 2014). El bajo contenido de concentracion de
metales (Ca < 10.4 mg Kg'!, Mn < 3.1 mg Kg"'y Fe < 3.1 mg Kg™') y cenizas (< 0.7%)
en muestras de pluma de calamar recomiendan que el proceso de desmineralizacion no

es necesario (Lavall et al., 2007).
4.2 Obtencion de quitosano y polimero de quitosano modificado
4.2.1 Desacetilacion de la f-quitina para la obtencion de quitosano.

Las proteinas contenidas en la muestra de pluma de calamar se eliminaron

mediante una hidrolisis basica (Salazar, 2015), para ello se pesaron 80.14 g de pluma de
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calamar y se obtuvo 26.74 g de p-quitina que fue sometida a un proceso de

desacetilacion por tratamiento basico a concentraciones altas y temperatura de 80°C

(Salazar, 2015). Estableciendo un tiempo de tratamiento de 3 horas se obtuvo 23.45 g de

quitosano. En la Figura 14 se muestran las estructuras quimicas de los biopolimeros de

quitosano y B-quitina.

Figura

14

Estructura quimica de a) Quitosano y b) f-Quitina
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Fuente: (Hirai et al., 1991)
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El rendimiento del proceso de obtencion de quitosano a partir de pluma de calamar

fue de 29.26 % calculada segun la ecuacion 19. Este rendimiento es satisfactorio

considerando el bajo contenido de quitina en otras fuentes de obtencion.

Donde

% Rend

% Rend = wxmo

PC

(19)

: Porcentaje de rendimiento del proceso de obtencion de quitosano

Mguitosano : Masa de quitosano seco obtenido

Mpc

: Masa de pluma de calamar seco

4.3 Sintesis de polimero de quitosano modificado

La sintesis del polimero de quitosano modificado fue realizada siguiendo el método

patentado por Hassan (Patente N° US 2019/10,500,564 B2) que propone una estructura
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como se muestra en la figura 15, partiendo de 8g de muestra de quitosano y se obtuvo

15.789 g para el PQSAy 13.755 g para el PQPC.

Para 8 gramos de quitosano se afiadié 600 mL de agua desionizada y 2 mL de 4cido
acético glacial, dando como resultado una solucion clara a pH entre 3 y 4. Para estas
condiciones de pH bajos, ocurre la protonacion de grupos aminas y carboxilatos del
quitosano induciendo una repulsion electrostatica y reduciendo la concentracion de iones
H*. El grado de protonacion de grupos amina depende del pKa y del grado de

carboxilacion del quitosano.(Pivarciova et al., 2016).

El efecto de la temperatura ayuda a reducir el solvente y el acido acético. Ademas,
reduce la velocidad de gelacion y tiene el efecto involuntario de acelerar la velocidad de
condensacion aldolica entre el quitosano y el glutaraldehido (Poon et al., 2014). La
coloracion marrén oscura del gel se debe a la presencia productos secundarios como las

iminas a, B insaturadas y compuestos endlicos hidrofobicos.

La adicion de 8 mL de HCI concentrado y posterior agitacion a 70°C sirve para la
protonacion de los grupos aminos y carboxilatos del quitosano y evitar que se formen
copolimeros indeseados. Es por eso que la adicion de una solucion amorfa de catalizador
compuesto por isopropoxido de titanio (IV), alcohol isopropilico (IP), agua desionizada
(H20) y 4cido clorhidrico (HCl), sirve para controlar la hidrolisis y la reaccion de
condensacion entre el quitosano y el glutaraldehido. La relacion estequiométrica de la
solucion de catalizador fue Ti:IP:H>O:HCI = 0.0132:0.39:1.67:0.01. La reacciéon de la
mezcla se completd en agitacion constante durante 1 hora. Posteriormente se adicion6
gota a gota el glutaraldehido al 50% en agitacion constante por aproximadamente 1 hora
hasta formar un gel semisélido de pH cercano a 1 y de color amarillo oscuro. La masa
resultante fue lavada con solucion de monoetanolamina al 2% para eliminar restos de
glutaraldehido, luego fue suspendida en solucion de NaOH 0.1 mol L' por 6 a 8 horas y
finalmente lavada con HC1 0.1 mol L! y lavada con agua desionizada hasta obtener un
pH neutro en la solucion de lavado (Shameem Hassan, 2019) Finalmente se usé un

liofilizador LABCONCO para secar los geles semisélidos obtenido.

El Glu en solucién acuosa alcalina presenta interaccion intramolecular e
intermolecular bajo condensacion aldodlica para formar dimeros que pueden ser
caracterizados mediante espectrofotometria Ultravioleta /Visible, presentando absorcion
en 235 nm que aumenta con la concentracion del Glu (Liu et al., 2019). El producto de la
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4.4

sintesis de matrices de quitosano con Glu, mejora sus caracteristicas fisicoquimicas, el
comportamiento biomecéanico, funcionalidad biologica y mantiene su estabilidad

fisicoquimica sin alterar la relacion morfologia/porosidad (Pinto et al., 2020).

La sintesis de hidrogeles de quitosano entrecruzado con Glu por el método de base de
Schiff a 60 °C, variando la concentracion de Glu (2, 4, 6, 8 y 10% p/p), producen
polimeros de una coloracion amarillo transparente y un grado de entrecruzamiento que
varian en funcidén de la concentracion del agente entrecruzante (Martinez-Mejia et al.,
2019).

Figura 15
Estructuras del polimero de quitosano entrecruzado con glutaraldehido

CHZOH CHZOH CH 0|-|
°%
NH;* o NH;
o-—-C
H/C_
C-H
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*H.N CH,OH
y 2 +”3” CH,OH
2

CHZOH
CHZOH

Fuente: (Shameem Hassan, 2019)
Caracterizacion de quitosano y polimero de quitosano modificado

La caracterizacion de los quitosanos QPC, QSA, los polimeros de quitosano
modificado PQPC y PQSA fueron llevados a cabo por las técnicas FT-IR, DRX, TGA y
punto de carga cero (PZC). Asi mismo, para los quitosanos QPC y QSA se determino la
masa molar viscosimétrica, el grado de desacetilacion por el método potenciométrico y
conductimétrico. Ademas, se realiz6 el analisis por microscopia electrénica de barrido

(SEM) para los polimeros PQPC y PQSA antes y después de la adsorcion con **Mo.

4.4.1 Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion Potenciométrica

Los resultados mostrados en la tabla 6, muestran un valor de % NH> 6 grado de

desacetilacion de 71.4% para el QPC y 80.5% para el QSA. Estos valores se obtienen
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de la curva de pH versus el volumen afiadido de NaOH mostrados en la figura 16 y 17
respectivamente empleando la ecuacion 1. Ademas, presenta dos puntos de inflexion
que corresponde a la neutralizacion de HCI en un rango de pH de 2 a 4, y a la
neutralizacion de los iones de amonio del quitosano en un rango de pH de 8 a 10. Este
método presenta algunas dificultades tales como: Las muestras de quitosano deben ser
purificadas y secadas antes de las mediciones, los contenidos de humedad y cenizas
deben determinarse, la masa pesada de quitosano debe ser corregida y las muestras de
bajo grado no pueden medirse adecuada (Balazs & Sipos, 2007) ion potenciométrico
(Balazs & Sipos, 2007). La importancia de la caracterizacion del grado de desacetilacion
(GD) nos ayuda a comprender el impacto de la interaccion entre los grupos funcionales
del quitosano y el Glu para ser empelados en la adsorcion de ®Mo. Estudios realizados
con soluciones de quitosano con diferentes GD para ver el comportamiento de
diferentes propiedades como resistencia, superficie y barrera del papel Kraft,
demuestran un mejoramiento en estas propiedades debido al incremento de los enlaces
de hidrogeno entre las fibras de celulosa y el quitosano, ayudando a llenar vacios y
huecos presentes en la red fibrosa. Conociendo las propiedades como GD, viscosidad,
peso molecular, etc. del quitosano se logrd evaluar el impacto en las propiedades del

papel (Bhardwaj et al., 2020).

Tabla 5
Datos para la determinacion del grado de desacetilacion por el método
potenciométrico

Masa Vi V2 [NaOH] %NH,
Polimero Replica % NH;
(2) (mL) (mL) mol L-! Promedio

1 0.20545 413 51.3 81.5
QSA 80.5

2 0.2063 41.5 51.3 79.5

0.104

1 0.20878 41.5 49.5 64.2
QPC 71.4

2 0.20249 41.5 51 78.6
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Figura 16
Curva de titulacion potenciométrica para la primera réplica del quitosano QPC
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Figura 17

Curva de titulacion potenciométrica para la primera réplica del quitosano QSA.
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4.4.2 Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion conductimétrica

Se determiné el grado de desacetilacion por conductimetria para cada muestra de
quitosano, obteniendo un 79.6% para el QSA 'y 75% para el QPC como se muestran en
las tablas 7 y 8 respectivamente. Es conocido que a valores de pH bajos ocurre una
buena solubilidad del quitosano debido a la protonacion de los grupos aminos y el
aumento de la carga positiva produciendo un catién polielectrolito. Asi mismo, a pH
cercano a 6, los grupos aminos pierden carga y el quitosano se vuelve insoluble (Zargar
et al., 2015). Por esta razon, durante la titulacion de una alicuota de 50 mL de solucién
acida de quitosano con NaOH 0.1 mol L™! previamente estandarizada (tabla 9), se midio
la conductividad en uS cm™! con su correspondiente volumen titulado para obtener las
curvas mostradas en la figura 18 y 19 para el QSA y el QPC respectivamente. En estas
curvas se aprecia la linealidad antes y después del punto de equivalencia. Se observan
3 segmentos de linea, el primer segmento (A) representa la neutralizacion del exceso de
HCl en la solucidn, el segundo (B) representa la neutralizacion de los grupos amonio y
la tercera (C) representa el exceso de base en la solucion (Alvarenga et al., 2010). La
interseccion de los tres segmentos da como resultado dos puntos estequiométricos cuya
diferencia en volumen representa la neutralizacion de los grupos aminos y reemplazados
en la ecuacion 2 se obtiene el grado de desacetilacion (%NH») de las muestras de

quitosano.

Figura 18
Curva de titulacion conductimétrica para la primera réplica del quitosano QSA
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Figura 19
Curva de titulacion conductimétrica para la primera réplica del quitosano QPC
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Tabla 6
Datos para la determinacién del grado de desacetilacion en muestra de quitosano
comercial Sigma Aldrich (QSA)

Ne° Masa [NaOH] Tramo Intercepto pendiente VI V2 AV % NH, % NH:

replica g mol L! a b (mL) (mL) (mL) promedio
A 2430.62  -536.10
1 0.0502 B 764.50 57.26 28 54 0.0026 78.03
C -616.79  312.52
A 2410.29  -525.07
2 0.0502 0.0935 B 752.82 5848 2.8 5.5 0.0026 79.37 79.64
C -677.47  319.08
A 2429.72  -539.00
3 0.0502 B 761.84 56.92 28 55 0.0027 81.52
C -721.96  325.80
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Tabla 7
Datos para la determinacion del grado de desacetilacion en muestra de quitosano QPC

N° Masa [NaOH] Tramo Intercepto pendiente V) V2 AV %NH, % NH:

replica g mol L-! a b (mL) (mL) (mL) promedio
A 3015.76 -604.97

1 0.0504 0.0904 B 820.82 69.97 32 59 0.0026 76.53
C -671.00 324.68
A 3270.65 -676.36

2 0.0504  0.0904 B 860.00 76.07 32 6.0 0.0024 80.79 75.0
C 63.30 208.76
A 2961.27 -590.71

3 0.0496 0.0956 B 797.45 67.45 33 5.5 0.0022 67.76
C -445.74 294.77

Tabla 8
Datos para la estandarizacion del NaOH 0.1 mol L™ con biftalato de potasio (KHP)

Ne Masa KHP M. KHP Vol. NaOH [NaOH] [NaOH]promedio
Replicas g g mol! L mol L™! mol L™

1 0.0647 0.0035 0.0905

2 0.0852 204.23 0.0044 0.0948 0.0935

3 0.0874 0.0045 0.0951

En la tabla 10, se muestra el certificado de analisis del QSA que establece un
porcentaje de desacetilacion de 75 a 85, siendo el valor experimental obtenido de 79.6%
que se encuentra dentro del rango establecido y valida la caracterizacion de este

parametro.
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Tabla 9
Certificado de andlisis del quitosano comercial SIGMA-ALDRICH (OSA)

PRUEBA ESPECIFICACION RESULTADO
Apariencia (color) De blanco a beige y marrén tenue claro Beige claro
Apariencia (forma) Polvo y/o hojuela Polvo

Ensayo 75 - 85% desacetilacion 85%
Viscosidad 200-800 CPS (C=1%, 1% acido acético) 340 CPS
Nombre del producto Quitosano-Peso molecular medio

Marca Sigma-Aldrich

Fecha de fabricacion 18-12-2018

4.5 Determinacion de la masa molar viscosimétrica de quitosano

Para la determinacion la masa molar viscosimétrica (My) se acudié a una referencia
(Kasaai, 2007), conociendo el valor del grado de desacetilacion obtenido para los
quitosanos, se eligi6 el buffer de acido acético/acetato de sodio asociado a las constantes
K y a. Para determinar la viscosidad intrinseca (1), se ha empleado la ecuacion de
Huggins (Ec. 3) y finalmente se reemplazan en la ecuacion de Mark-Houwink (Ec. 4). Es
importante elegir bien el buffer adecuado ya que el quitosano en medio acido tiende a
generar complejos de agregacion debido a la distribucion de la carga y el valor del
parametro K depende de la naturaleza del solvente y el tipo de polimero (Zargar et al.,
2015). En a la figura 20 y 21 se muestran las curvas de viscosidad (1) versus
concentracion de quitosano en g L™ y a partir de la interseccion de las curvas de
viscosidad inherentes (ninn) y viscosidad reducida(ned), se obtiene la viscosidad intrinseca
que es reemplazada en la ecuacion de Mark-Houwink y se obtienen las masas moleculares
de 721.6 KDa para el QSA 'y 1179.9 KDa para el QPC tal como se muestra en las tablas
10 y 11 respectivamente. El peso molecular del quitosano para el buffer empleado varia
de 35 a 2220 KDa por tanto los valores obtenidos guardan coherencia con la tabla de

referencia establecida por Kasaai.
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Figura 20

Curva de viscosidad vs concentracion para determinar el Peso Molecular
Viscosimétrica (PMv) del quitosano QSA

Figura 21
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Curva de viscosidad vs concentracion para determinar el Peso Molecular
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Tabla 10
Datos para la determinacion del Peso molecular viscosimétrico (PMv) en muestra de
quitosano SIGMA-ALDRICH (QSA)

Medida  [Quitosano]  Tiempo 1 i N red Ml Kx10?° o Myv

(gL ) (Lgh (@Lgh (dL g™ (KDa)
1 2.500 968.9  0.65  1.63
2 3.001 12522 0.63  1.86 1.6336 157  0.79 722.92
3 3.497 15648  0.60  2.06

Tabla 11
Datos para la determinacion del peso molecular viscosimétrico (PMv) en muestra de
quitosano PLUMA DE CALAMAR (QPC)

. [Quitosano] Tiempo 1M im M red Kx107° Mv
Medida o
(gL ) @g) @gh M @ey (KDa)
1 0.4 290.40 1.0071 1.2456
2 0.6 356.46  1.0064 1.3910
3 0.8 4826 09971 1.5270 09832 157079 1179.9
4 1.0 517.52 09867 1.6844

4.6 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja (FTIR) del QPC y QSA

En la figura 22 se pueden observar las sefiales caracteristicas del quitosano obtenido
de pluma de calamar (QPC): Entre 3400-3500 cm™! se encuentran los grupos OH debido

a la vibracion por alargamiento, la sefial 3360 cm™!

corresponde a la vibracion de
estiramiento del grupo amida NHy, las sefales entre 3100 y 2870, 1416, 1310, 1260 y
1204 cm™! son caracteristicas a vibraciones de alargamiento CH; atribuida al anillo de
piranosa. La sefial entre 1652 y 1660 cm™! corresponde al enlace C=0 del grupo amida
C=0-NH-R, la sefial en 1550-1560 cm™! corresponde a la vibracion de flexion del grupo
amida NH>, la sefial a 1416 y 1230 cm ™' corresponde a la vibracion de los grupos OH y
CH respectivamente en el anillo de piranosa, la sefial a 1380 cm™' se debe a los grupos

metilo CH3, la sefial a 1255-1260 cm™! se debe a la vibracion del grupo C—-0, y la sefial

en 1150-1070 cm™! corresponde al enlace glicosidico —C—O—C. De acuerdo con los
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espectros obtenidos podemos asegurar que el quitosano obtenido de pluma de calamar
(QPC) posee las senales caracteristicas del biopolimero de quitosano al igual que el

quitosano comercial SIGMA-ALDRICH (QSA) mostrado en la figura 23.

Estudios realizados del espectro infrarrojo para el quitosano muestran una banda en 1060
cm™' y el hombro en 1627 cm™ que corresponde al enlace intermolecular puente
hidrégeno C=0...H—N y a la contribucion del enlace de hidrogeno C=0...HOCHo..
(Lavall et al., 2007). Otros estudios realizados por Mandujano y colaboradores muestran
un espectro infrarrojo para el quitosano proveniente del “muy muy” (Emérita andloga),
donde se aprecian bandas de vibracion: O—H a 3434 cm™!', N—H alrededor de 3200
cm™!, C—H a 2926 cm™!, grupo amida primaria a 1648 cm™!, NH; a 1592 cm™!, N—H
entre 1447-1432 cm™!, C—O—C entre 1081-1034 cm™! y bandas de tension de grupos
anomérico a 874 cm™! (Mandujano-Castro & Vidal-Caldas, 2015).

Figura 22
Espectro FTIR del quitosano de pluma de Calamar (QPC)
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Figura 23
Espectro FTIR de quitosano comercial SIGMA-ALDRICH (QSA)
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En la figura 24 se muestra la comparacion de espectros FTIR para el quitosano
comercial SIGMA-ALDRICH (QSA) y el quitosano obtenido de pluma de calamar
(QPC), donde se aprecia la similitud en los principales picos caracteristicos de los
grupos funcionales asociados al biopolimero de quitosano. Ademas, en la tabla 12 se

muestran las referencias correspondientes a los principales grupos funcionales

asociados al QPC y QSA.
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Figura 24

Espectro FTIR comparativo del quitosano QSA y QPC
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Tabla 12

Tabla de frecuencias de picos caracteristicos del quitosano

Compuesto Frecuencia Tedrica Tipo de enlace
(em™)
3360 -NH; vibracion de estiramiento (unn)
-CH; vibracion de tension simétrica o asimétrica atribuida
3100-2870 ) )
al anillo de piranosa (vc-n)
1650 -C=0-NH-R en grupo acetamida (banda de amida I)
1550-1560 - NH; Flexion por vibracion en grupos aminos (On-x)
QPC/QSA
1416, 1230 Vibraciones de OH, CH en el anillo de piranosa
1260 Grupo C-O
1380 Vibracion de flexion de grupos metilos -CH3
1255-1260 C-O tension en acetamida (vc-o)
1060-1150 -C-O-C enlaces glicosidicos

4.7 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja (FTIR) del PQSAy PQPC

En la figura 25 se muestra el espectro FTIR del polimero de quitosano modificado

SIGMA-ALDRICH (PQSA) con sus principales picos caracteristicos segiin los grupos

funcionales propuestos por la estructura del PQSA. Las interacciones intermoleculares

entre el quitosano y glutaraldehido en medico acido durante el entrecruzamiento han
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provocado cambios que difieren de la estructura del quitosano y se reflejan en los picos
caracteristicos del espectro FTIR del polimero formado. En la region 2900 a 3500 cm!,
presentan picos que corresponden al estiramiento de grupos O—H, en 3346 cm™ y grupos
N-H en 2941 cm™'. La banda en 1658 cm! corresponde al carbonilo del grupo amida (—
CONHR) y en la region de 1070-1155 cm™! corresponde a la vibracion de estiramiento
del enlace —C—O—C. Ademas, los picos en 1350 a 1450 cm™' indican una probable flexion
C-H de alcanos. Segln el espectro IR obtenido por Hassan, en la region 1500-1650 cm’!,
sugieren la presencia de bandas de anillo aromatico, superposicion de doble enlace
(C=C), bandas de vibracion de tensiéon (C=0) y bandas de vibracion de flexion OH
(Shameem Hassan, 2019) Segun Tovar y colaboradores, una reaccion del quitosano con
Glu a través de grupos aminos, generan grupos iminas (vC=N) con una banda de
estiramiento asimétrico en 1651 cm™!, otra banda en 2924 cm™! debido a la vibracion de
estiramiento de —CH y —CHb, en 1373 cm™' por la vibracion de flexion simétrica del
grupo -CHOH-, en 1149 y 1026 cm™! debido a la vibracion de estiramiento de —CO en
—COH, en 1570 cm™! debido al nuevo enlace C=C formado después de la reaccion de
entrecruzamiento y la presencia de bandas de baja intensidad en 1420 cm™, podrian
indicar que los grupos aminos primarios son los principales responsables de la reaccion
de entrecruzamiento con Glu y se espera no encontrar bandas en 1720 cm™' debido a los
grupos aldehidos sin reaccionar (Tovar et al., 2020). Otros estudios realizados por Poon
y colaboradores muestran una reaccion del glutaraldehido con los grupos amino del
quitosano, que pueden formar una reticulacion de imina (C=N) en 1677-1690 cm™!. La
atenuacion de la banda NHz a 1596 cm™ se le atribuye a la desprotonacion del cation
amonio por la reticulacion con glutaraldehido y la formacion de una nueva banda a 1400

cm™! una prueba de la existencia de un aducto de base de Schiff (Poon et al., 2014).
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Figura 25
Espectro FTIR del polimero de quitosano SIGMA-ALDRICH (POSA)
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En la figura 26 se observa la comparacion de los espectros IR del quitosano SIGMA -
ALDRICH (QSA) y el polimero de quitosano modificado (PQSA) en un rango de 400 a
4000 cm™! donde se aprecia algunos cambios en los picos de absorbancia caracteristicos
del QSA con respecto al polimero de quitosano modificado PQSA. En la region 2900 a
3500 cm™! del espectro del QSA y PQSA muestran picos en 3360 cm™! y 2928 cm™!
respectivamente, correspondiente al estiramiento de grupos O—H y N—H y el
estiramiento de vibracion C—H en CH y CHa. Los picos mostrados en la regién 1350 a

1450 cm™! presentan flexion C—H de grupos alcanos.
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Figura 26
Comparacion de espectros FTIR del OSA y el POSA
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La complicada naturaleza del espectro de adsorcion en la region 1600-1500 cm™!
sugiere la existencia de bandas de anillo aromatico y vibraciones superpuestas de doble
enlace (C=C), bandas de estiramiento vibracional y bandas de flexion vibracional OH.
Los picos espectadores en este espectro IR incluyen aminas primarias (—NH>), y bandas
del carbonilo en grupos amida (—CONHR). El espectro del PQSA muestra un hombro
con un pico centrado en 1582 cm™! alrededor de 1580 cm ™' y 1658 cm ™! que corresponde
a los grupos —NH; y la amida primaria respectivamente para el quitosano. Sin embargo,
la presencia de un pico comparativo mas agudo en 1590 cm™! en PQSA con respecto al
QSA, sugiere la presencia de la banda —NH3", debido a la protonacion del grupo —
NH: que finalmente es neutralizado con el NaOH para formar el PQSA. Estudios
realizados en una membrana de &cido succinico y el quitosano sugieren la presencia de
bandas en la region 1550 y 1630 correspondientes a los grupos NH3" y COO™ que se
superponen a bandas de grupos aminas del polisacérido, indicando la formaciéon de

interacciones electrostaticas entre el quitosano y el acido (Gabriele et al., 2021). En la
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tabla 13 se aprecia los picos caracteristicos del quitosano y el glutaraldehido que

permiten diferenciar los desplazamientos luego del entrecruzamiento quimico.

En la figura 27 se muestra el espectro IR del polimero de quitosano modificado
Pluma de Calamar (PQPC) con sus principales picos caracteristicos segun los grupos
funcionales propuestos por la estructura del PQPC. El analisis FTIR realizado por Tovar
y colaboradores para un compuesto obtenido del entrecruzamiento de perlas de
nanocompuesto de quitosano y glutaraldehido (Glu) muestran bandas caracteristicas
alrededor de 3346 cm™!, debido a la superposicion de bandas de grupos O-H y N-H,
similares al quitosano. Asimismo, en el espectro FTIR del PQPC se aprecia una banda
entre 3346 cm™! para el O-Hy 2938 cm™! para el N-H. La reaccion de los grupos aminos
del quitosano con Glu, generan grupos iminas (vC=N) con una banda de estiramiento
asimétrico en 1651 cm™! para el producto de perlas de quitosano y Glu, mientras que
para el PQSA se aprecia en 1638 cm™!, en 2924 cm™' debido a la vibracion de
estiramiento de —CH y —CHa, en 1373 ¢m™! por la vibracion de flexion simétrica de
—CHOH-, en 1149 cm™' y 1026 cm™! debido a la vibracion de estiramiento de —CO
en —COH, en 1570 cm™! debido al nuevo enlace C=C formado después de la reaccion
de entrecruzamiento y la presencia de bandas de baja intensidad en 1420 cm™!, podrian
indicar que los grupos aminos primarios son los principales responsables de la reaccion
de entrecruzamiento con Glu y se espera no encontrar bandas en 1720 cm™! debido a los

grupos aldehidos sin reaccionar (Tovar et al., 2020).
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Tabla 13

Tabla de frecuencias de picos caracteristicos del quitosano y el glutaraldehido

Compuesto  Frecuencia Teoérica (cm™) Tipo de enlace
3200 -NH; vibracién de tension (vnm)
-CH; vibracion de tension simétrica o
2832, 2265, 2720 asimétrica atribuida al anillo de piranosa
(vcn)
-C=0 en grupo acetamida
1633 .
(banda de amida I)
- NH; Flexion por vibracion en grupos
Quitosano 1592 .
aminos (On-n)
Vibraciones de OH, CH en el anillo de
1420, 1320
piranosa
1257 Grupo C-O
1157 -C-O-C enlaces glicosidicos
1076, 1029 C-O tension en acetamida (vc-o0)
899 Correspondiente a la estructura de sacarido
3300-2500 OH estiramiento ancho
2057 -CH; Estiramiento (vc.x) superpuesto sobre
el estiramiento O-H
Glutaraldehido 1414 -C-O-H en flexién del plano (3c.o.11)
1304 C-O estiramiento vibracional (vc-o)
921 O-H fuera de la flexion del plano (d0-n)

Fuente: (Mitra et al., 2014)
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Figura 27
Espectro FTIR del polimero de quitosano PLUMA DE CALAMAR (PQOPC)
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En la figura 28 se muestra el espectro comparativo entre el PQPC y el QPC en un
rango de 400 cm™! a 4000 cm™'. El analisis de los principales picos caracteristicos es
similar al realizado para el espectro de la figura 26. El espectro comparativo muestra un
pico centrado en un hombro en 1613 ¢cm™! alrededor de 1589 cm™ y 1642 cm™ que
corresponde a los grupos —NH> y la amida primaria respectivamente para el quitosano.
Sin embargo, la presencia de un pico comparativo mas agudo en 1549 cm™! en PQPC con
respecto al QPC, sugiere la presencia de la banda NH3* en la muestra de PQPC. Las
bandas de absorcion en 1638 cm™! corresponde a la frecuencia de estiramiento del enlace
imina (HC=N-), en concordancia con estudios previos que asignan al grupo imina en 1568
cm! y la superposicion de bandas debido a la vibracion de estiramiento de grupos N-H
y —OH en 3326 cm™! que presentan un incremento en la intensidad cuando aumenta el

grado de entrecruzamiento en los hidrogeles (Martinez-Mejia et al., 2019)
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4.8

Figura 28
Comparacion de espectros FTIR del QPC y el POPC
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Analisis por difraccion de rayos x (DRX) del polimero de quitosano modificado

PQSAy PQPC

En la figura 29 a y b se muestran los espectros DRX para (a) Quitosano Sigma Aldrich
(QSA) y (b) Quitosano Pluma de Calamar (QPC) que muestran un grado de cristalinidad
en comparacion con los espectros DRX del Polimero de quitosano modificado PQSA y
PQPC mostrados en la figura 30. En la figura 29 se muestran a los quitosanos QSA 'y
QPC que presentan un importante pico aproximadamente en 20 =20°. Adicionalmente, se
aprecian pequefios picos cercanos a 20 = 28. 23°, 35. 97° y 40.00°. Estudios realizados
por Liu y colaboradores para peliculas de quitosano muestran una region cristalina y una
region amorfa, que han sido analizadas por un método para materiales semicristalinos,

evaluando el contenido de la multifase en dos picos caracteristicos como 26=9-11°y 20=

20-21° (Liu et al., 2019).

El indice de cristalinidad calculado a partir de la figura 29 empleando la ecuacion 5,
dio como resultado valores aproximados de 73.4% y 60.5% para el QSA y el QPC
respectivamente. Asimismo, se obtuvo un valor de 48.7% para el PQSA 'y 57.9% para el
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PQPC a partir del espectro en la figura 30, demostrando que hay una pérdida del grado
de cristalinidad luego del entrecruzamiento con glutaraldehido. Estudios realizados por
Tovar y colaboradores obtuvieron valores de 10.8% para el compuesto de quitosano/Glu
y 24.0% para un compuesto de quitosano/TiOz/glutaraldehido, ademads, el quitosano/Glu
muestra un pico caracteristico en 20 =19.9°, mientras que para el compuesto de
quitosano/TiO»/glutaraldehido se aprecia un difractrograma con picos en 20 = 25.1°,
38.0°, 48.1° 54.1°, 62.6° y 74.0°, que corresponden a los planos cristalinos de la fase
anatasa del TiO; (101), (004), (200), (211), (204), y (220) (Tovar et al., 2020).

Figura 29
Espectro DRX para(a) Quitosano Sigma Aldrich (OQSA) y (b) Quitosano Pluma de

calamar (QPC)
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Figura 30
Espectro DRX para (a) Polimero de quitosano Sigma Aldrich (POSA) y (b)
Polimero de quitosano Pluma de Calamar (POQPC)
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En la figura 31 se aprecia el espectro de difraccion de rayos X de los polimeros de
quitosano entrecruzado con Glu que fueron obtenidos empleando un catalizador de
isopropoxido de titanio (IV) para el entrecruzamiento de quitosano con Glu. Se muestran
dos picos caracteristicos en aproximadamente 20 = 32° y 20 = 47° correspondientes al
Titanio (IV). Estudios realizados por Saravanan y colaboradores para un compuesto de
quitosano/TiO2 a diferentes concentraciones muestran un patrén de difraccion para
valores de 20 =25.32° 29.67° 37.86° 47.97° 53.93°; 55.14° 62.72° 68.83° 70.32° y
75.08° que representan una estructura tetragonal en la fase anatasa de TiO», excluyendo
el pico de 29.6° caracteristico del quitosano y presenta una disminucién en la intensidad
de los picos de difraccion a medida que aumenta la concentracion del quitosano
(Saravanan et al., 2018). Sin embargo, en cuanto a los polimeros de quitosano
modificados, los picos caracteristicos en 20 = 10° y 20° desaparecen y presenta un pico
débil y ancho centrado en 260 = 15° (figura 30). La diferencia entre los patrones de DRX
de los quitosanos (figura 29) y los polimeros de quitosano modificado deberia ser
atribuido, al entrecruzamiento entre el quitosano y el glutaraldehido, debido a la
sustitucion de grupos aminos e hidroxilos que disminuye la cristalinidad del nuevo
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compuesto amorfo, ya que antes estos grupos podrian formar puente hidrogeno entre
moléculas del biopolimero generado un ordenamiento en ese sector del polimero, debido
a que la estructura del quitosano presenta grupos aminos e hidroxilos que estarian
formando fuertes enlaces de hidrogeno intermoleculares e intramoleculares, por esta
razén las moléculas de quitosano podrian formar facilmente regiones cristalinas (Kausar
etal., 2018).

Figura 31
Espectro DRX para (c) Polimero de quitosano Sigma Aldrich (POSA) y (d)
Polimero de quitosano Pluma de Calamar (POQPC)
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En la figura 32 se muestra el espectro de difraccion de rayos X comparativo, obtenido
por Hassan, en el cual se aprecia un pico cercano a 20 = 20 ° que indica una red cristalina
relativa del quitosano (110, 140), mientras que el polimero entrecruzado con quitosano
(MPCM) muestra un ensanchamiento y sugiere ser de naturaleza amorfa (Shameem
Hassan, 2019). Ademads, se aprecia el espectro DRX del quitosano antes del
entrecruzamiento con glutaraldehido que muestra un grado de cristalinidad en dos picos

de difraccion muy agudos (206 = 10 ° y 20 °), esta cristalinidad
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Figura 32
Espectro DRX para el quitosano y el quitosano modificado con glutaraldehido (MPCM)
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Fuente: (Shameem Hassan, 2019)

4.9 Analisis termogravimétrico (TGA) de quitosano y el polimero de quitosano

modificado.

El analisis termogravimétrico del quitosano ocurre en dos estados distintos. En la
primera etapa ocurre la pérdida de agua residual y el segundo estado referente a la
degradacion propia de la muestra. En la primera etapa, es posible verificar que la muestra
reticulada con glutaraldehido retiene menos agua y por ello se descompone mas
facilmente debido a que los grupos amino de caracter hidrofilico interactian con los
grupos aldehidos y en consecuencia, hubo una disminucidén en su resistencia térmica

(Torres et al., 2006).

En las figuras 33 y 34 se muestra el analisis TGA para las muestras QSA-PQSA y
QPC-PQPC respectivamente, que fueron analizados bajo condiciones controladas de
flujo de nitrégeno gaseoso y velocidad de calentamiento. En ambos graficos se aprecia
un comportamiento similar con una pérdida de masa entre 250 a 300 °C para el quitosano,
que se le atribuye a la pérdida de masa de agua del quitosano, mientras que para el

polimero de quitosano modificado se aprecia ese comportamiento en el rango de
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temperatura de 200 a 250 °C. Esta disminucion de temperatura en el analisis del polimero
se debe a que hay menos moléculas de agua que han sido sustituidas por los grupos
aminos y aldehidos aportados por el entrecruzamiento con el glutaraldehido. Segtiin
estudios realizados por Hassan (2019), muestra el analisis TGA para el quitosano y el
quitosano entrecruzado con glutaraldehido. Este analisis se realizd bajo condiciones
controladas de flujo de atmoésfera de nitrogeno de 200 L min™!, peso aproximado de 20
mg, rango de temperatura de 30 a 600 °C y una razon de calentamiento de 5 °C min™!. Los
perfiles de TGA indican un proceso de descomposicion en dos pasos para el quitosano,
mientras que para el quitosano entrecruzado se descompone lentamente con el aumento
de la temperatura. El andlisis TGA del quitosano indica una completa deshidratacion a
250 °C con una pérdida del 8% del peso, un segundo paso con una pérdida de 32% de
peso a 360 °C y el remanente de quitosano se descompone en 600 °C. Mientras que, para
el quitosano modificado con glutaraldehido, la deshidratacion completa ocurre a 230 °C
con una pérdida de peso de 12% y una descomposicion total a 600 °C (Shameem Hassan,
2019). Asi mismo, el analisis TGA de los polimetros entrecruzados nos indica que un

aumento de temperatura no favorece la adsorcion de iones metalicos como el MoO4*".

Figura 33

Analisis termogravimétrico (TGA-DTGA) para el polimero de quitosano modificado
Sigma Aldrich (POSA) y el quitosano Sigma Aldrich (QSA)
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Figura 34
Analisis termogravimétrico (TGA) para el polimero de quitosano modificado

Pluma de Calamar (PQPC) y el quitosano Pluma de Calamar (QPC)
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Estudios realizados por Poon y colaboradores demuestran que la autopolimerizacion
del glutaraldehido es mas probable a medida que el contenido de glutaraldehido aumenta
por encima de los niveles estequiométricos (es decir, >1:3 Glu-Chi), ya que hay tres
sitios de reaccioén por cada monomero de glucosamina y aunque se pierden dos sitios
donantes de enlaces H debido a la reticulacion con un mol de glutaraldehido, aumenta
la ramificacion de la estructura. Las interacciones van der Waals acumuladas por la
polimerizaciéon del glutaraldehido pueden aumentar la estabilidad térmica de los
copolimeros Chi-Glu. Sin embargo, el entrecruzamiento genera que la red de enlaces H
se desestabilice y se produce una temperatura de descomposicion mas baja a una
temperatura cercana a 240 °C en comparacion con el quitosano a ~280 °C. Por lo
tanto, la estabilidad del polimero estd fuertemente influenciada por el grado de
reticulacion y la correspondiente perdida de los enlaces H entre las unidades poliméricas

del quitosano (Poon et al., 2014).
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4.10 Analisis por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) para el PQPC y PQSA

El analisis MEB de los polimeros de quitosano modificado fueron realizados con el
equipo microscopio electroénico de barrido por emision termoidnica marca Zeiss modelo
Evo MAT10 con electrones secundarios. En la figura 35 a y b se aprecian las imagenes
MEB del PQPC antes y después de ser sometido a la adsorcion con Mo
respectivamente. Estas imagenes fueron obtenidas con los pardmetros de medicion de;
20 KV de alto voltaje (EHT), magnificacion de 500x, 9.0 mm de distancia de trabajo
(WD) en (a) y 11.0 mm en (b). Asi mismo, en la figura 36 a y b se aprecian las imagenes
MEB del PQSA antes y después de ser sometido a la adsorcion con Mo
respectivamente. Estas imagenes fueron obtenidas con los parametros de medicion de;
20 KV de alto voltaje (EHT), magnificacion de 500x, 10.5 mm de distancia de trabajo
(WD) en (a) y 9.5 mm en (b). Mediante estas imagenes se observa la porosidad y

caracteristicas microscopicas superficiales en cada polimero de quitosano modificado.

En la figura 35a se aprecia una superficie irregular con una ligera porosidad. Ademas,
presenta una superficie ovalada probablemente debido a la interaccion de fuerzas
intermoleculares de los grupos funcionales presentes en la cadena polimérica, mientras
que en la figura 35b se aprecia una superficie similar con una mayor aglomeracion de
particulas. Esto corrobora la capacidad de adsorcion del polimero luego de ser sometida
a una solucion de *?Mo. En la figura 36a se aprecia una superficie liza y uniforme,
mientras que en la figura 36b se aprecia una capa superficial con aglomeracion de
particulas debido a la adsorcion de ?Mo. Esta capacidad de adsorcion se debe a la
porosidad del polimero que fue secado mediante un proceso de liofilizacion, de igual
forma para los hidrogeles de quitosano entrecruzado con glutaraldehido sintetizados por
Martinez y colaboradores, muestran poros de tamafio que varian de 30 a 130 um y
presentan mayor porosidad en materiales liofilizados con menor concentracion de
agente reticulante debido a la eliminacion de agua por sublimacion dejando agujeros en
el interior del hidrogel (Martinez-Mejia et al., 2019). Estas caracteristicas observadas
para los polimeros PQPC y PQSA resultan muy similares a las superficies de los
polimeros de quitosano entrecruzado con glutaraldehido sintetizados por Gierszewska

y colaboradores, que muestran superficies relativamente planas y lisas al igual que el
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quitosano puro que ademds presenta una superficie uniforme sin grietas ni

irregularidades. (Gierszewska et al., 2019).

Figura 35
Andlisis MEB para el POPC (a) antes y (b) después de la adsorcién de **Mo

())PQPC — **Mo

EHT=20kV WD=11 mm Mag = 500X 20pm

Figura 36
Andlisis MEB para el POSA (a) antes y (b) después de la adsorcion de **Mo

4.11 Determinacion del punto de carga cero (pHpzc) para el PQSA y PQPC

Es el valor del pH en donde la densidad de carga superficial total es igual a cero, un
método para determinar este parametro es empleando la técnica de titulacion
potenciométrica con el cual se realiza la medicion del potencial eléctrico a diferentes
pH's. La grafica que se emplea es Densidad de Carga Superficial vs pH con el cual se

determina el valor del pH en donde la Densidad de Carga Superficial es cero. Este
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parametro nos indica que si el pH del medio es menor al pH del punto de carga cero
(pH<pHprzc) se favorece el proceso de adsorcion de iones con carga negativa (aniones)
debido a que la densidad de carga superficial en ese rango es positiva, si el pH = pHpzc
entonces la densidad de carga superficial total es cero es decir no hay adsorcion de iones
y finalmente si pH > pHpzc se favorece el proceso de adsorcion de iones con carga
positiva (cationes) debido a que la densidad de carga superficial en ese rango es negativa.
El punto de carga cero (pHpzc) fue determinado para obtener informacion acerca de la
carga natural en la superficie del compuesto que sera negativa a valores mayores al pHpzc

y positiva a valores por debajo de pHpzc (Kausar et al., 2018).

El pHy.c se ha obtenido al graficar los valores de la diferencia de pH (pH finai-pHiniciar)
vs pHinicial. A partir de esta grafica se identifico el punto de interseccion de la regresion
lineal con el eje x. Este procedimiento ha sido realizado para los adsorbentes PQSA y
PQPC. En la figura 37-B se observa un ajuste lineal con puntos intermedios de la grafica
original mostrada en la figura 37-A para obtener una regresion lineal que intercepta el eje

X, obteniendo la siguiente ecuacion.

y=5.1154-1.0680 (R?=0.9982) (20)
En el punto de interseccion con el eje x (y=0) se obtiene el valor pHpzc = 4.79

Figura 37
(A) Curva diferencia de pH vs pH inicial, (B) regresion lineal con puntos
intermedios para la determinacion del punto de carga cero (pHpzc) del POSA
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Anélogamente en la figura 38-B se observa un ajuste lineal con puntos intermedios

de la grafica original mostrada en la figura 38-A para obtener una regresion lineal que

intercepta el eje x, obteniendo la siguiente ecuacion.

y = 4.0257 - 0.8993x

(R?=0.9967)

(21)

En el punto de interseccion con el eje x (y=0) se obtiene el valor pHpzc = 4.48

Figura 38

(A) Curva diferencia de pH vs pH inicial, (B) regresion lineal con puntos

intermedios para la determinacion del punto de carga cero (pHpzc) del POPC
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Los puntos de carga cero PHpzc obtenidos para el PQSA y PQPC fueron 4.79 y 4.48

respectivamente, por encima de estos valores se obtienen cargas superficiales positivas

que facilitan la adsorcion de iones MoO4>" y ™TcO4". Segiun Hassan, el pHpzc del

quitosano varia en un rango de pH de 6.2 a 6.8 y el valor de pHpzc para el polimero de

quitosano modificado fue de 8.8 (Shameen Hassan, 2019). Asi mismo, estudios para la

remocion de iones ®TcO4~ con quitosano entrecruzado con glutaraldehido, demostrd que

para soluciones acidas presentan una carga superficial negativa y va cambiando a positiva

con el aumento de pH, siendo el valor del pHpzc = 4 siendo muy cercana a los valores

obtenidos para los polimeros PQSA y PQPC. Por otro lado, el punto de carga cero (pHpzc)

para el quitosano de peso molecular medio se da a un pH 7.15 y se obtiene la méxima

adsorcion de iones pertecnetato a pH cercano a 3 (PivarCiova et al., 2016).
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4.12 Determinacion del grado de entrecruzamiento (GE)

La determinacion del grado de entrecruzamiento para hidrogeles de quitosano con
glutaraldehido (Glu) mediante la técnica Soxhlet representa aproximadamente a la
concentracion tedrica de Glu en cada hidrogel. Para elevadas concentraciones de agente
entrecruzante, se observa una disminucién en la eficiencia en la reaccion de
entrecruzamiento. La reaccion de un grupo carbonilo del Glu y un grupo amino del
quitosano producen una red mejorada con baja permeabilidad, ademds, mediante el
analisis por resonancia magnética nuclear (RMN H' y RMN C'3) se corrobora la
existencia de reactantes libres que no lograron el entrecruzamiento (Martinez-Mejia et

al., 2019).

Los resultados obtenidos empleando la ecuacion 14 muestran un GE de 91.0% para el
PQSA 'y 89.3% para el PQPC demostrando que para elevadas concentraciones de Glu se
espera un nivel de entrecruzamiento menor a la concentracion tedrica del Glu. Estudios
realizados en peliculas a base de quitosano con genipina presentan un grado de
entrecruzamiento de 91.94%, mientras que con el Glu se obtiene un GE de 83.5%, esto
debido a la presencia de enlaces de hidrogeno entre los componentes de las peliculas de
quitosano y las moléculas de genipina, por otro lado para elevadas concentraciones de
Glu (10 y 20 mmol L") se obtuvo una mayor densidad de entrecruzamiento con respecto
a la genipina, debido a que se forman mayor cantidad de enlaces C=N que se pueden ser
corroboradas con el andlisis previo de FTIR (Liu et al., 2019), donde se observa segun la
figura 27, la presencia de este enlace con una banda de estiramiento asimétrico en 1651

cm L.

4.13 Determinacion de los factores influyentes en el proceso de adsorcion de **Mo.

La determinacion de los factores que influyen en la adsorcion del Mo comprenden la
competencia de iones presentes en la solucion, efecto de la masa del adsorbente, estudio
de la cinética de adsorcion, efecto de pH en la adsorciéon y el estudio del modelo de

isoterma de adsorcion para los polimeros adsorbentes PQSA y PQPC.
4.13.1 Efeto de la adsorcion de *?Mo por la presencia de aniones

En la figura 39 se muestra las curvas de porcentaje de adsorcion de *Mo en funcion
de la concentracion de aniones cloruro (CI), sulfato (SO42") y nitrato (NOs~) que

compiten con la presencia de Mo en la forma de ion molibdato (MoO4>") para el
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polimero de quitosano PQSA. Andlogamente en la figura 40 se muestran las curvas para
el PQPC. En ambas curvas se observa que a concentraciones cercanas a 0.1 mol L', la
presencia de iones SO4* favorece la desorcion de iones molibdato (MoO42"), mientras
que la presencia de iones cloruros (C17), aumenta la adsorcion y podemos esperar que una
solucion de NaCl 0.9% favorece la desorcion del *™TcO4~ que posteriormente se sugiere
purificar en una columna de Alumina mesoporosa. Estas pruebas fueron realizadas
manteniendo un pH constante de 6 y los iones para SO4>~, NO3; 'y CI fueron elegidos
por su gran capacidad de intercambio idnico con el ion MoO4*~ como lo demuestra los
estudios realizados por Monir y colaboradores para adsorbentes de quitosano modificado
que contienen iones SO4>” y CI™ en su estructura, tomando en cuenta que el ion MoO4>~
predomina en el rango de pH de 6 a 12, asegurando un posible mecanismo de intercambio
idnico con los iones SO4?~ y Cl™ presentes en el adsorbente, sin embargo, a pH > 10,
predominan los grupos OH- presentes en la solucion y la competencia con el ion MoQO4>~
provoca una disminucion en la eficiencia de adsorcion a menos del 20% (Monir et al.,
2020). Otros estudios realizados para la adsorcion de iones TcO4 usando quitosano
entrecruzado con el glutaraldehido como adsorbente en la presencia de iones ClO4 y
SO4%" a diferentes concentraciones que van de 1x107 a 1x107! mol dm 3, demuestran que
la presencia de iones ClO4~ a concentraciones cercanas a 0.1 mol dm, disminuyen la
adsorcion de iones TcO4 y la presencia de iones SO4%~ se mantienen constante en todo el
rango de concentracion (Pivaréiova et al., 2016). Asimismo, es sabido que, durante el
proceso de elucion, la adsorcion de iones **™TcO4~ sobre la superficie del polimero de
quitosano modificado, va disminuyendo con el aumento de una solucion de NaCl al 0.9%

apH =4 (Shameem Hassan, 2019).
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Figura 39

Curvas de porcentaje de adsorcion de *’Mo vs concentracion de aniones presentes en
la solucion para el POSA
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Figura 40
Curvas de porcentaje de adsorcion de Mo vs concentracion de aniones presentes en
la solucion para el POPC
100 - PQPC

S

< —e— |6n Cloruro
§ 98 J —e— |6n Sulfato
3 —e— |6n Nitrato
c

b=

2

5 96

(2]

©

©

S

o 941

i)

c

3

5 924

o

90

T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Concentracion (mol L)

75



4.13.2 Efecto del pH en la adsorcion de molibdeno 99 (*?Mo) con el polimero
adsorbente.

La importancia del factor de pH se ve reflejada en la determinacion del punto de
carga cero, por lo que la carga superficial neta del polimero adsorbente de quitosano es
positiva en medio acido y favorece la adsorcion de aniones, mientras que en medio
basico favorece la adsorcion de cationes, por lo que la protonacion de los grupos aminos

y la repulsion electrostatica decrecen con el aumento del pH en la solucion.

En la figura 41 se aprecia que a pH cercano a 6 se obtiene la maxima adsorcion del
%Mo para los polimeros adsorbentes PQSA y PQPC. Ademas, se aprecia que para un
rango de pH de 3 a 12 el porcentaje de adsorcion de *Mo varia de 95 a 99 % para ambos
polimeros. De acuerdo con estudios realizados por Monir y colaboradores para un
polimero modificado de quitosano variando el pH de 6 a 12, demostraron que a medida
que el pH aumenta, el porcentaje de adsorcion de Molibdeno (VI) disminuye (Monir et
al., 2020). Otras investigaciones realizadas por Pivarciova en 2016 con el polimero de
quitosano entrecruzado con glutaraldehido, lograron variar el pH de 1.65 a 11.3. Luego
de un tiempo de contacto de 60 minutos se midi6 el pH final y la actividad de *™Tc.
Estas pruebas de adsorcion utilizaron el tecnecio 99 metaestable (*™Tc) de un generador
PMo/*™Tc con el quitosano entrecruzado con Glu y reportan una remocion > 98% en
el rango de pH de 3 a 11. Ademas, es conocido que la capacidad de adsorcion del
quitosano a pH acidos aumenta debido a la protonacion de grupos aminos y el aumento
de sitios de union que facilita la complejacion para la remocion de iones *™TcO4~

presentes en solucion (Pivarciova et al., 2016).
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Figura 41
Efecto del pH en la adsorcion de **Mo con los polimeros adsorbentes POSA y POPC
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4.14 Determinacion del modelo de isoterma de adsorcion.

En la figura 42 y 43 se muestran los modelos de isotermas de adsorcion (Langmuir y
Freundlich) obtenidos para el PQSA y PQPC respectivamente. Asi mismo en la tabla 14
se muestran los pardmetros de Freundlich y Langmuir obtenidos de las ecuaciones 12 y
13 respectivamente. Para ambos polimeros se obtiene una curva experimental que se
correlaciona segun el modelo de isoterma de adsorcion de Langmuir. Estas isotermas de
adsorcion se obtuvieron variando la concentracion del ion MoO4?~ desde 4.2 mmol L' a
167 mmol L' en una solucion de *Mo a pH 6. La isoterma de Langmuir supone una
adsorcion homogénea (adsorcion en monocapa) entre el adsorbente (PQSA y PQPC) y el
adsorbato (ion MoO4?"), mientras que la isoterma de Freundlich supone una adsorcion
heterogénea (adsorcion en multicapa). Si las isotermas se ajustan eficazmente al modelo
de Langmuir, podemos decir que los sitios activos de adsorcion del adsorbente son
sensibles a la energia y no favorece la union entre las moléculas adsorbidas, mientras que

para las isotermas de Freundlich ocurre lo contrario.

El polimero de quitosano entrecruzado con glutaraldehido sintetizado por Hassan
presenta un comportamiento con el modelo de isoterma de Langmuir tipo I, bajo

condiciones de concentraciéon de molibdeno (VI) que varia de 1 a 94 mmol L,
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temperatura 298 k y pH~3. Este modelo de isoterma sugiere una adsorcién en monocapa
y se obtiene una capacidad maxima de adsorcién de 7.34 mmol Mo (VI) por gramo de
polimero adsorbente. Rosa y colaboradores determinaron la capacidad de adsorcion
empleando la ecuacion de Langmuir (ec. 13) y obtuvieron un valor de ~6.25 mmol Mo
por gramo de polimero cuando la concentracion de equilibrio de Mo (VI) fue de 54.1
mmol L' a las mismas condiciones de pH y temperatura. Ademas, la ecuacion linealizada
de Langmuir permite graficar la curva Ceq ! en funcion de Ceq y permite calcular los
valores de la capacidad mdxima de adsorcion (qm) y la constante de Langmuir (Kags) para

los datos experimentales obtenidos (Rosa et al., 2008).

Figura 42
Modelos de isotermas de adsorcion obtenidas experimentalmente mediante la
adsorcion de Mo con los polimeros adsorbentes POSA a pH 6
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Figura 43
Modelos de isotermas de adsorcion obtenidas experimentalmente mediante la
adsorcién de *?Mo con los polimeros adsorbentes PQPC a pH 6
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En la tabla 14 se muestran los coeficientes de correlacion (R?) para la isotermas de
Langmuir, obteniendo un valor de 0.968 para el PQSA y 0.936 para el PQPC, siendo
superior a los coeficientes de las isotermas de Freundlich. El factor de separacion (Rr)
obtenido de la isoterma de Langmuir para ambos polimeros presentan valores que se
encuentra en el rango 0 < Ry < 1, lo cual sugiere que es favorable la adsorcion en
monocapa del MoO4>" con los polimeros de quitosano modificado (Chakravarty et al.,
2010). Ademas, se obtuvo la capacidad maxima de adsorcion (qm,) de 164 mg g™! para el
PQSA y 263.2 mg g! para el PQPC, demostrando una adsorcion satisfactoria hacia el
MoO4?>" en las condiciones estudiadas. En la investigacion realizada por Monir y
colaboradores sobre el compuesto cloruro de tricaprilmetilmonio (Aliquat 336)
impregnado con quitosano para la separacion y purificacion de Mo de fision, se obtuvo
un R? de Langmuir de 0.99 y 0.89 para Freundlich que sugiere la adsorcion en monocapa
es la que predomina en el proceso de adsorcion y se obtuvo un qm experimental de 59.5
mg g ! muy cercano al valor tedrico de 60.1 mg g~!, destacando un adsorcidn satisfactoria

de Mo (VI) para las condiciones planteadas (Monir et al., 2020).
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Tabla 14

Pardametros de Langmuir y Freundlich para la adsorcién de *’Mo

ISOTERMA DE LANGMUIR ISOTERMA DE FREUNDLICH
Adsorbente Q. L KL Kr
Ry R? n R?
mgg' mLmg' mL mg’
PQSA 164.03 0.473 0.278 0.968 40.259 1.669 0.887
PQPC 263.25 0.224 0.365 0.936 43.04 1.411 0.89

4.14.1 Estudio de la cinética de adsorcion y modelamiento de los polimeros PQSA 'y

PQPC

El estudio cinético de adsorcion describe la velocidad de adsorcion entre el
adsorbente y adsorbato logrando determinar el tiempo en el que alcanza el equilibrio
(Murillo et al., 2011). En la figura 44 se aprecia la cinética de adsorcion del Molibdeno
99 (**Mo) sobre los polimeros adsorbentes PQSA y PQPC, donde se graficaron los
valores de cantidad adsorbida en uCi g™! en funcion del tiempo en minutos y se obtuvo
el tiempo de equilibrio (teq) de maxima adsorcion en 100 minutos para el PQSA,
mientras que para el PQPC en 60 minutos. El teq se obtuvo cuando la cantidad adsorbida

de Mo se mantiene casi constante en funcion del tiempo sometido a la adsorcion.

Figura 44
Cinética de adsorcion de *’Mo para el PQSA y POPC a pH 6 para determinar el
tiempo de equilibrio de mdxima adsorcion
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Las etapas de varios estados de adsorcion involucran el transporte del adsorbato de
la fase acuosa a la superficie del adsorbente y el proceso de difusion lento del adsorbato
en el interior de los poros del adsorbente (Rosa et al., 2008). En la figura 45 se aprecian
que las curvas de pseudo-primer orden para los polimeros PQSA y PQPC no presentan
linealidad. Las curvas linealizadas Log (qe - q:) en funcion del tiempo en minutos han
sido graficadas empleando la ecuacion 16, donde K; en min'! es la constante de
velocidad de adsorcion de Lagergren (Murillo et al., 2011). Mientras que en la figura
46 se aprecia las curvas linealizadas de pseudo segundo-orden graficadas empleando la
ecuacion 18, donde Kz en min"! g uCi! es la constante de velocidad de pseudo segundo
orden. Las constantes gty ge son las cantidades de Mo adsorbido en puCi.g™! a un
tiempo t y en el equilibrio respectivamente. En la tabla 15 se muestran los valores de
Ki, K2, e y el coeficiente de correlacion R? correspondientes a la evaluacion de las
curvas de pseudo primer y segundo orden a pH = 6. Asi mismo se aprecia que el modelo
de pseudo-segundo orden es la que presenta mayor linealidad con un valor de R>~1,
valores de ge = 952.69 pCi.g !, velocidad de adsorcion Ki = 5.060 min~! g uCi! para el
PQSAy qe=1011.57 uCi.g™!, K, = 5.857 min~! g uCi~! para el PQPC, lo que indica un
proceso de adsorcion mas rapido para el PQPC.

Figura 45

Modelo cinético de pseudo primer orden para la adsorcion de *’Mo para el POSA y
POPCapH©6
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Figura 46
Modelo cinético de pseudo segundo orden para la adsorcion de **Mo para el POSA y
POPCapH6
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Tabla 15

Parametros de pseudo primer orden y pseudo segundo orden para los polimeros

adsorbentes POQSA y POPC

Parametros de pseudo primer orden

Adsorbente ge (uCi.g™) K (min1) x1073 R?
PQSA 34.978 31.598 0.2863
PQPC 18.486 30.677 0.1709

Parametros de pseudo segundo orden

K> (min™!' g uCi™")

Adsorbente ge (uCi.g™) R?
x1073
PQSA 952.69 5.060 0.9998
PQPC 1011.57 5.857 0.9999
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4.14.2 Efecto de la masa del polimero adsorbente en la adsorciéon de *Mo

Para determinar la optima adsorcion de Mo se varid la masa de polimero de
quitosano de 50 a 400 mg, bajo condiciones de agitacion constante y pH ajustado a 6.
En las figuras 47 y 48 se muestran las curvas de cantidad adsorbida en MBq g! y el
porcentaje de adsorcion en funcion de la masa del polimero de quitosano modificado
usado como adsorbente. Se observa que, para un volumen de solucion constante de 10
mL, un aumento en la masa de los polimeros adsorbentes (PQSA y PQPC), disminuyen
la cantidad adsorbida de Mo y el porcentaje de adsorcion es > 99% para ambos
polimeros. Las pruebas realizadas siguiendo la metodologia empleada por Rajec y
colaboradores sirven para obtener una buena adsorcion de Mo en un volumen de
solucion (v) y una masa de adsorbente (m) (Rajec et al., 2015), logrando obtener una
Optima relacion liquido-solido de 100 mL g! empleando un volumen de 10 mL en 0.1
g de polimero adsorbente que fueron colocados en un agitador shaker orbital a 600 rpm
y las alicuotas de 1 mL de cada solucion filtrada fueron tomadas y posteriormente se
calcular la actividad especifica del Mo (actividad por unidad de masa en Ci g'') que
se expresa en cantidad adsorbida en MBq g~' en una cadena de espectrometria gamma
con un detector de Germanio Hiperpuro (GeHp) de 70% de eficiencia relativa. Ademas,
Hassan ha sintetizado un polimero de quitosano entrecruzado con glutaraldehido
(MPCM) que alcanza una méxima adsorciéon para una masa de 0.1 g en 30 mL de
solucion de Mo, es decir una dptima relacion volumen-masa de 300 mL g~ ! para una
solucion a pH = 3 (Shameem Hassan, 2019). En la investigacion realizada por Monir y
colaboradores sobre el compuesto cloruro de tricaprilmetilmonio impregnado con
quitosano, se determinaron la influencia del peso en la capacidad de adsorcion de Mo
(VI), variando el peso del adsorbente de 0.005 a 0.025g en ensayos por lotes y se obtuvo
un peso optimo de 0.01 g de adsorbente en 5 mL de una soluciéon 100 mg L™! de Mo

(VD) (Monir et al., 2020).
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Figura 47
Efecto de la masa del Polimero adsorbente POSA para un tiempo en contacto
de 100 minutos
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Figura 48
Efecto de la masa del Polimero adsorbente POQPC para un tiempo en contacto
de 60 minutos
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4.15 Porcentaje de adsorcion de **Mo y Control de calidad del [*™Tc |TcO4~ producido

Es conocido que el quitosano por ser un material biodegradable de muchas
aplicaciones y facil disponibilidad posee un caracter policationico, efecto membrana,
entre otras caracteristicas. Los grupos aminos presentes en su estructura son los centros
activos del enlace metalico y son solubles en acidos débiles. El quitosano tiende a formar
geles en medio acido que no favorece la adsorcion del ion metalico en procesos continuos
(Shameen Hassan, 2019). Ademas, muchos reportes indican que el entrecruzamiento de
quitosano con glutaraldehido hace al producto poco solubles en medios acidos y alcalinos.
(Elwakeel et al., 2009). Es por esta razon que ha elegido el polimero entrecruzado con
glutaraldehido para estas pruebas de adsorcion con *?Mo. En la tabla 16 se muestra el
porcentaje de adsorcion del **Mo, obtenido luego de cargar una solucion de actividad
conocida de *Mo a pH = 6, en 0.1 g de polimero adsorbente de quitosano modificado y
sometido bajo agitacion constante por 60 minutos para el PQPC y 100 minutos para el
PQSA. Para ambos polimeros se obtiene un porcentaje de adsorcion de Mo > 95%, lo
cual demuestra la gran capacidad de adsorcion de los polimeros. En la tabla 17 se muestra
el porcentaje de adsorcion de **™Tc que se obtuvo al pasar una solucion de *™Tc a través
de un sistema compuesto por una columna de polimero adsorbente (generador de
PMo/*™Tc) y 5g de alimina 4cida colocada en una columna de vidrio. Inicialmente, la
solucion de *™Tc de actividad conocida en pCi, fue pasada a través del generador de
PMo/**™Tc, posteriormente pasé a través de la columna de alimina. Se logré obtener
maximos porcentajes de adsorcion de 99.38% para el PQSA y 97.69% para el PQPC lo
cual demuestra que hay un porcentaje residual de **™Tc de alta pureza como se aprecia en
la tabla 18 y es posible darle un uso clinico. Asi mismo la presencia de iones cloruros
(CI™") provenientes de la solucion eluente de NaCl 0.9%, facilita la selectividad del
polimero por el MoO4?~ y mejora la recuperacion del *™TcO4~ adsorbido por el polimero
de quitosano entrecruzado mediante un proceso de intercambio i6nico, debido a la mayor
interaccion electrostatica del polimero por iones polivalentes y una menor interaccion por
iones monovalentes que facilita la desorcion de #™TcO4~. Ademas, el *™Tc retenido en
la alimina acida puede ser eluido con una solucién de NaCl 0.9% como se aprecia en la

figura 49.
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Tabla 16

Porcentaje de adsorcion de Mo para los polimeros adsorbentes

Polimero Act1v1da9(3 cargada Masa de.pollmero de Tlempq ,de Adsorcién de Mo
adsorbente de "Mo quitosano adsorcion (%)
. . 0
(nCi) ® (min)
PQPC-1 96.362 0.1 60 96.39
PQPC-2 96.362 0.1 60 96.41
PQSA-1 96.362 0.1 100 96.16
PQSA-2 96.362 0.1 100 95.65
Tabla 17
Porcentaje de adsorcién de**"Tc en una columna de aliimina acida
Actividad cargada Cantidad de Tiempo de adsorcion  Adsorcion de
Polimero
de *™Te alimina acida en alimina 9mTe
adsorbente .
(nCi) (®) (h) (%)
PQPC-TC-1 677.5 5 17.5 97.69
PQPC-TC-2 746.0 5 19.0 94.90
PQSA-TC-1 489.3 5 17.5 99.38
PQSA-TC-2 619.4 5 19.0 95.58

En la tabla 18 se muestra los resultados del control de calidad de parametros
fisicoquimicos y nucleares para los eluatos obtenidos luego de pasar por una columna
de alimina 4cida para ser purificada. La calidad de la solucion de pertecnetato obtenida
del sistema generador cumple con los requerimientos que exige la farmacopea y se
obtiene una pureza radioquimica > 99%. Adicionalmente, el Mo y el Al se analizaron
por la técnica de Andlisis por Activacion Neutronica (AAN) empleando el método ko
con un sistema de espectrometria gamma de alta resolucion y se obtuvo niveles de Mo,
Al por debajo de los limites establecidos. En la figura 50 se aprecia el ensayo
colorimétrico empleando un kit para la cuantificacion de glutaraldehido, debido a la
toxicidad del reactivo fue necesario determinar los niveles de glutaraldehido presentes
en los eluatos y se obtuvo valores por debajo de los 0.05 ppm. Estudios realizados para
una matriz oxidada de quitosano entrecruzado con glutaraldehido (CCM) como

enerador de *Mo/?°™Tc, muestran una pureza radioquimica > 95% a partir de una
b
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solucion de baja actividad especifica (n,y) de Mo a pH 3 y se obtiene una solucion

de [**™Tc]TcO4~ que puede ser de uso clinico (Chattopadhyay et al., 2017).

Tabla 18

Parametros fisicoquimicos y nucleares de los eluatos de [**"Tc]TcO4~

Ensayo 0.C Pardmetros Eluato PQSA Eluato PQPC
[*™Te] TeO4~ [*™Te]TeO4™
1 Claridad transparente transparente
2 pH 6a’7 6a7
3 Pureza radioquimica >99% >99%
4 Mo residual 0 <0.1 puCi
5 Al <10 ppm < S5ppm
6 Mo <10 ppm <5ppm
7 glutaraldehido < 0.05 ppm < 0.05 ppm
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Figura 49
Diagrama del mecanismo de reaccion entre el Polimero de quitosano modificado y el

Mo (VI) en solucion acuosa para la obtencion del Na[**"TcOq4]
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Figura 50
Kit para determinacion de restos de glutaraldehido en el eluato de **"TcOy
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CONCLUSIONES

En conclusion, esta tesis demostré que los polimeros de quitosano modificado poseen una

capacidad de adsorcion de *“Mo > 95% y empleados en un sistema generador de

PMo/*™Tc, pueden separar el **™Tc que puede ser purificado con una columna de alimina

acida y pueden tener una aplicacion nuclear. Con respecto a los resultados experimentales

fue posible concluir lo siguiente:

Se logro obtener quitosano a partir de pluma de calamar y se logro caracterizar, siendo
el peso molecular de 1179.9 KDa, el grado de desacetilacion de 75 % y mediante las
técnicas de FTIR, TGA, DRX, se confirm6 los principales grupos funcionales y su
estructura cristalina amorfa con un indice de cristalinidad aproximados de 73.4% y

60.5% para el QSA y el QPC respectivamente.

Se logré sintetizar los polimeros de quitosano modificado (PQSA y PQPC) y se logro
caracterizar mediante las técnicas de FTIR, TGA, DRX, PZC, MEB, demostrando asi
un cambio en la estructura y propiedades quimicas debido a la presencia de los grupos
aminos y aldehidos aportados por el glutaraldehido, obteniendo un grado de

entrecruzamiento de 89% y 90.1% para el PQPC y PQSA respectivamente.

Los factores que influyen en un selectivo proceso de adsorcion entre el *Mo presente
como ion MoO4>" y el polimero de quitosano modificado, fueron: pH de 6, tiempo de
agitacion de 60 minutos, la masa de adsorbente de 0.1 g en 10 mL de solucion y la

presencia de iones cloruros (CI).

La cinética de adsorcion de Mo en forma de ion MoO4?~ se ajusta al modelo de pseudo-
segundo indicando que la etapa que controla la reaccidon global es la adsorcion y se
comprobd que los datos experimentales del equilibrio de adsorcion de Mo se ajustan
mejor al modelo de isoterma de Langmuir, esto significa que los sitios activos de
adsorcion del adsorbente son sensibles a la energia y no favorece la unién entre las
moléculas adsorbidas, mientras que para las isotermas de Freundlich ocurre lo contrario.
Ademas, se determino la méxima capacidad de adsorcion para el Mo (VI), siendo 164

mg de Mo por gramo de PQSA y 263 mg de Mo por gramo de PQPC.

Se logré obtener un maximo porcentaje de adsorcion de *Mo > 95% para los polimeros

PQSA y PQPC que fueron sometidos a una actividad conocida de 96 pCi de Mo en
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condiciones de adsorcion optimizados. Ademas, los iones pertecnetato [**™Tc]TcOs
retenido mediante fuerzas intermoleculares, fueron liberados por intercambio i6nico
mediante un proceso de elucidon con una solucion salina NaCl 0.9% y el producto final
purificado a través de una columna de alumina acida mesoporosa, cumple los
parametros fisicoquimicos y nucleares de control de calidad de tal manera que podrian

usarse en un generador de “Mo/**™Tc y tener una aplicacion en medicina nuclear.
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