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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE FOSFATO DE CALCIO
PARA SU USO EN POLLOS

LOopez Mora Yaneth, MC.

Colegio de Postgraduados, 2014.

RESUMEN

El fosforo es uno de los minerales mas necesarios en la nutriciéon del pollo de engorda,
una deficiencia en la dieta genera pérdidas en la produccion al ser un mineral costoso y
por sus niveles de disponibilidad es uno de los méas estudiados en la industria avicola. El
objetivo de esta investigacion fue sintetizar y caracterizar nanoparticulas de fosfato de
calcio, modificando el pH de sintesis como un parametro determinante en los resultados.
Se sintetizaron nanoparticulas a diferentes rangos de pH 4.5-5.0,5.0-55,55-6.0y
mayor a 6.0, analizando las caracteristicas fisicoquimicas (composicion, potencial z y
indice de polidispersidad) y la morfologia (tamafio de particula y forma) de las
nanoparticulas. El fosfato de calcio en su fase monetita se obtuvo a pH de 5.5 - 6.0, dicho
fosfato por su composicién quimica y disponibilidad es el empleado en la nutricién animal.
La sintesis y el tamafio de nanoparticulas presento valores de 28 — 623 nm siendo las méas
pequefias en comparacion a los otros pH, de igual manera el mejor indice de
polidispersidad 0.27 — 0.978 se presentd en dicho pH de sintesis. Las nanoparticulas
preparadas presentaron una estructura laminar, caracteristica de las estructuras
cristalinas, el valor resultante del potencial Z fue -1.13 mV, siendo un valor no esperado en
un sistema estable. Estas condiciones encontradas quizas pueden representar una mejor

disponibilidad y absorcién del fosforo a nivel intestinal.

Palabras claves: fosforo, nanoparticulas, sintesis, caracterizacion, pH.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF CALCIUM PHOSPATE
NANOPARTICLES FOR USE IN CHICKENS

Lopez Mora Yaneth, MSc.

Colegio de Postgraduados, 2014.

ABSTRACT

Phosphorus is one of the most needed in the nutrition of broiler mineral deficiency in the
diet causes losses in production to be an expensive mineral levels and availability is one
of the most studied in the poultry industry. The objective of this research was to synthesize
and characterize nanopatrticles of calcium phosphate, modifying the pH of synthesis as a
key parameter in the results. Nanoparticles were synthesized at different pH ranges of 4.5
-5.0,5.0-5.5,5.5- 6.0 and greater than 6.0, analyzing the physicochemical characteristics
(composition, polydispersity potential Z) and morphology (particle size and shape) of
nanoparticles . The calcium phosphate in your phase Monetite was obtained at pH 5.5 -
6.0, said phosphate by chemical composition and availability is used in animal nutrition.
The synthesis and size of nanoparticles showed values of 28-623 nm being smaller
compared to the other pH, just as the best index of polydispersity 0.27 to 0.978 pH
presented in this summary. The nanoparticles prepared showed a lamellar structure
characteristic of the crystal structures, the resulting value of the zeta potential was -1.13
mV, being an unexpected value in a stable system. These conditions may be found to
represent a better availability and phosphorus absorption in the intestine.

Keywords: phosphorus, nanoparticle synthesis, characterization, pH.



l. INTRODUCCION

La industria avicola es de gran importancia en el sector de alimentos en México, derivado
de que la carne de pollo y el huevo son las dos proteinas animales de mayor consumo en
nuestro pais. De acuerdo a la Unién Nacional de Avicultores (UNA 2012) la avicultura
representa el 0.78 % del PIB total, el 19.70 % del PIB agropecuario y el 40.94% del PIB
produccion de pollo del 90 % lo que representa el 34.6 % del total de la produccion

pecuaria en México, ubicandose en el sexto lugar a nivel mundial.

Dentro de la avicultura la carne de pollo tiene la mayor concentracion de las unidades de
produccion, en comparacion con la de huevo (Villamar et al., 2009, UNA 2013), debido a
sus sistemas productivos (ciclos cortos de engorda), con altas tasas de crecimiento y
productividad, la infraestructura, la conformacién de grandes grupos avicolas y a la oferta
gue demanda el consumidor por esta carne (Villamar et al., 2009). Por lo mencionado, la
avicultura en particular la produccion de pollo es una actividad del sector pecuario en el
cual la ciencia, la tecnologia, la investigacion, el capital y el mercado, se combinan para

maximizar la produccion y poder obtener mayores ganancias (Torres, 2011).

Gran parte del desarrollo que tiene la produccion de pollo se debe a la alimentacién de
calidad que se les proporciona en las diferentes etapas de su vida productiva, dentro de
la alimentacion de las aves un rubro muy importante son los minerales, para entender la
importancia de estos hay que tomar en cuenta que aproximadamente 5 % del peso
corporal de los animales corresponde a minerales (Mc Dowell, 1992), en pollos la nutricién
mineral es sin duda uno de los factores alimentarios mas relevantes en la obtencion de
los extraordinarios rendimientos productivos de los pollos de carne actuales. Basta
recordar que el contenido de cenizas en la tibia de pollos de engorda aumenta 125 veces
desde el nacimiento hasta los 49 dias de vida (Huyghebaert 1996). Problemas como la
condrodisplasia tibial y deformaciones en las extremidades (patas torcidas), son
anormalidades de patas en pollos de crecimiento que pueden ser afectadas por el
contenido mineral de la dieta (Nelson et al., 1990). Por lo que los minerales se han ubicado
como el tercer factor nutricional mas importante en la produccion animal (Dominguez,
1993).



Dentro de los minerales uno de gran importancia es el fosforo (P), el cual es un
macromineral que en un alimento balanceado, procede de fuentes de proteina animal
como la harina de pescado y otra parte proviene de los cereales e ingredientes vegetales,

pero bajo la forma de acido fitico, del cual su disponibilidad es baja (Cuca et al, 2009).

La baja disponibilidad del P en los ingredientes de origen vegetal presenta dos problemas:
econdémicamente el P es el tercer componente mas caro en una racion de no rumiantes,
después de la energia y la proteina; ademas en el caso del ambiente, dada su baja
disponibilidad en aves, una gran concentracion del P consumido es excretado en las heces
y orina (Maenz y Classen, 1998), lo que ocasiona que estos residuos se depositen en el
suelo, que al ser lavados y drenados por accion del agua, contamina los mantos freaticos,
arroyos, lagos, rios y océanos (Nelson, 1967), este exceso de P estimula el crecimiento
de algas, las cuales utilizan el oxigeno, reducen la vida acuatica y ocasionan la mortalidad

de los peces de su habitat (Keshavarz, 2000).

Debido a los aspectos mencionados (costo que representa el P en la formulacion de dietas
para aves y contaminacion), a través de la tecnologia se han realizado estudios que
contribuyen a mejorar la disponibilidad del P de fuentes minerales, tanto de origen animal
como vegetal en aves, que por un lado permiten reducir el P excretado y por otro lado,
permiten determinar los aportes y contribuir a la economia de la alimentacién (Cabrera et
al., 2002).

La nanotecnologia definida como el estudio y control de las dimensiones entre 1-100
nanometros de la materia, posee campos de aplicacidn e investigacion crecientes, ya que
los materiales a pequefia escala adquieren propiedades y caracteristicas distintas a
aguellos de mayor tamafo, debido a esto desde hace algunos afios se ha incrementado
la investigacion de los usos de la nanotecnologia en el area de produccién animal, con el
objetivo de optimizar los procesos de produccién de alimentos de origen animal (Ramirez,
2012).



Las nanoparticulas son sistemas coloidales de tamafio nanométrico cuyas propiedades
de liberacién controlada y de proteccion, hacen a los nanosistemas una herramienta util
para la liberacién de sustancias, particularmente en el tubo gastrointestinal, donde las
condiciones son adversas. Generalmente las nanoparticulas son protegidas por un
polimero lo cual impide que reaccionen con otro compuesto presente en el alimento y que
se liberen gradualmente para obtener productos con mejores caracteristicas sensoriales

y nutricionales (Yafiez et al., 2002).

El objetivo de la presente investigacion fue desarrollar una metodologia que permita
sintetizar nanoparticulas de fosfato de calcio como fuente de P para que en un futuro se

evallen su disponibilidad y absorcion en pollos de engorda.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
¢ Sintetizar nanoparticulas de fosfato de calcio para su empleo en dietas para
pollos de engorda.

2.2 Objetivos particulares
e Implementar una metodologia de proceso para la sintesis de nanoparticulas de

fosfato de calcio.

e Disefiar y caracterizar las nanoparticulas de fosfato de calcio.

3. HIPOTESIS

Se estandarizara la metodologia adecuada para la obtencion de nanoparticulas de fosfato

de calcio y se caracterizaran las nanoparticulas de fosfato de calcio.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Importancia del fosforo en las aves
4.1.1 Funciones del fosforo

El P cumple una serie de funciones en los animales, es esencial para el metabolismo de
las aves, interviene en el desarrollo y mantenimiento de las estructuras dseas, es
fundamental para la formacion del cascaron del huevo, participa en reacciones
energeéticas y enzimaticas y es constituyente de la pared celular (Barkley et al., 2004). Este
mineral es el segundo méas abundante en la composicion de los tejidos animales, del cual
el 80% del P se encuentra en los huesos y dientes, el resto se distribuye entre los fluidos
y otros tejidos donde estd intimamente ligado con una gran variedad de reacciones
(Underwood y Suttle, 1999). Parte del P del esqueleto se puede emplear en las funciones
gue cumple en los procesos metabdlicos (Adeola et al., 2005), ya que el esqueleto sirve
como é&rea dinamica de depdsito para los minerales, especialmente Ca y P, siendo

depositados y retirados conforme se les necesita (Frandson, 1995).

El P darigidez al hueso, lo que asegura la funcion del sistema musculo-esquelético, siendo
importante también para la formacion y la conservacion de los huesos. Los cambios en la
estructura 'y composicion de los huesos que resultan de la deficiencia de P son semejantes
a los causados por el Ca. Sin embargo el P se requiere para la formacion y mineralizacion
de la matriz organica del hueso. (Ternouth, 1990). También es componente del Adenosin
trifosfato (ATP) y de los &cidos nucleicos, el 25% del P corporal que no se encuentra en
el esqueleto esta en moléculas de alto valor bioldgico (ADN, ARN, ATP, fosfolipidos como
la esfingomielina), compuestos ricos en energia (fosfoenolpiruvato, 1,3-bifosfoglicerato y
creatina fosfato) y proteinas fosforiladas (Mc Dowell, 1992). En las células también pueden
encontrarse pequefias cantidades de P que participan en el mantenimiento del equilibrio
acido-base (Adeola et al., 2005).

El P también se necesita para la formacion de los fosfolipidos, forma acidos grasos que
son incorporados a través de la sangre a las membranas de la célula y los organelos,

dandoles flexibilidad a las membranas celulares. Ademas participa en el metabolismo de



los hidratos de carbono y grasas, también es importante en la coordinacion muscular
(Cuca et al., 2009).

El P presente en el esqueleto se encuentra como fosfato de calcico Cas (POas)2 e
hidroxiapatita Caio(POa4)s(OH)2 y el resto se encuentra en el tejido muscular y nervioso. La
sangre contiene entre 35 y 45 mg de P por 100 mL, localizado en su mayor parte en el

interior de las células (Mc Dowell, 1992).

4.1.2 Metabolismo del fosforo

En el buche de las aves, las fitasas presentes actian de forma inmediata sobre los
sustratos presentes en el alimento sin esperar llegar al estbmago (Kemme, 1998). Liebert
et al., (1993) demostraron que en pollos de engorda, la hidrdlisis del acido fitico tiene lugar
fundamentalmente en el buche (69 a 86%) y en menor medida en el proventriculo (14-31

%), no detectandose actividad en el intestino delgado.

La absorcion del P se realiza por transporte paracelular y transcelular, el primero ocurre a
lo largo del intestino delgado, siendo mayor la capacidad de absorcién en yeyuno y
duodeno, atravesando el epitelio intestinal mediante un sistema regulado por la vitamina
D, debe haber presencia de Ca y sodio (Na) (Church et al., 2002). Mientras el transporte
transcelular (a través de las células) tiene lugar principalmente en presencia de Na (Danisi
y Murer, 1989). Segun Church et al. (2002), la absorcidén esta relacionada de manera
directa con la concentracion del P en la dieta y un exceso con respecto al Ca disminuye
la absorcion de éste ultimo. Segun Guevara (1980), la absorcion y retencion de Cay P

son mejores con una relacion de 2:1 en la dieta.

El proceso del metabolismo del P esta regulado por: 1) la hormona paratiroidea la cual
mantiene la concentracion de Ca y P en el plasma dentro de los limites nutricionales
requeridos en la etapa fisioloégica en la que se encuentre el ave, también activa los
mecanismos de excrecion o depdsito de Ca y P en los huesos, y controla su excrecion
renal, 2) el 1,25-dihidroxicolecalciferol (la forma activa de la vitamina D) y 3) la calcitonina

(Berner y Bronner, 1997).



Un aspecto que influye en la disponibilidad del P es la forma quimica de la molécula del
fosfato, investigaciones realizadas afirman que el fosfato debe estar en forma de
ortofosfato (POa) para que exista una buena absorcion por el ave. Cuando las moléculas
estan entrelazadas siendo el caso de los pirofosfatos (dos moléculas enlazadas) y
metafosfatos (moléculas que forman argollas o estructuras ciclicas) la absorcion a través
de la pared intestinal del ave es bastante lenta, lo que ocasiona que poco o nada del P
sea retenido (Gillis et al., 1954).

4.1.3 Excesos y deficiencias de fosforo

Los alimentos para aves deben contener el P requerido por estas durante todas las fases
de produccion. Una deficiencia causa pérdidas en la productividad animal mientras que
los excesos conducen a una menor eficiencia en la absorcién de P, lo que resulta en
concentraciones mas elevadas de P en las heces (Van Der Klis y Versteegh, 1996). Este

P excretado es liberado y pasa a rios y lagos (Lon-Wo, 2005).

El signo mas comun de deficiencia de P en pollos es el raquitismo, donde la densidad de
los huesos disminuye, hay reduccién del crecimiento y consumo de alimento. En cambio
cuando existe un exceso de P en la dieta respecto al Ca, se pueden formar sales
fosfatadas insolubles de Ca y de esta forma disminuir la absorcién de este ultimo. En
cuanto al nivel de cenizas en los huesos, se reduce en cualquiera de las formas de
desequilibrio Ca-P (Church et al., 2002). Segun Guevara (1980), cuando en una dieta se
reduce la relacion Ca: P disponible de 2:1 a 1:1, aumenta la toxicidad por P y se incrementa
la mortalidad de los pollos durante la primera semana. EI NRC (1994) sefiala que una dieta
Optima para un animal en crecimiento debe de contener una proporcion Ca:P
aproximadamente de 2.2:1. Segun Sisson y Grossman (1982), un exceso de P y posterior
descalcificacion, no afecta a la forma ni a las dimensiones del hueso pero lo hacen blando

y moldeable.

El P también esta relacionado con la vitamina D, manganeso y colina, si se cumplen
Optimamente las relaciones de los niveles, se pueden evitar enfermedades metabdlicas
como raquitismo y perésis (Castelld, 1977). Este mismo autor menciona que las

deficiencias severas de P producen graves trastornos, sin embargo con las condiciones
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actuales de produccion avicola es dificil que se presenten este tipo de deficiencias; sin
embargo, deficiencias marginales, las cuales pueden ser méas frecuentes, producen
trastornos en los rendimientos productivos, mortalidad y reduccion en la calidad de la

carne.

En el caso de las aves de postura una deficiencia de P provoca disminucién en la
produccion, grosor del cascaron, resistencia a enfermedades y osteomalacia. En cambio
un exceso de P llega a causar un tipo de osteoporosis caracterizado por la remocion de
fosfato de Ca, del hueso medular y cortical, particularmente de los huesos largos de las
patas, problema que se presenta generalmente en gallinas de jaula, por lo que es llamada

fatiga de jaula, acentuandose con excesos de P y niveles bajos de Ca (Cuca et al., 2009).

4.1.4 Fuentes de fosforo

La importancia de la fuente de P se debe a que su intervencion en el proceso de
metabolismo y absorcion, lo que afecta la rigidez 6sea y demas funciones en las que
participa el P (Hemme et al., 2005). Como ya se mencion6 el P contenido en las dietas
para aves se origina principalmente de: materias primas vegetales, fuentes de origen

animal y de fosfatos inorganicos.

El contenido de P en los ingredientes utilizados en la alimentacion animal presenta un
amplio rango de variacién. Los subproductos del procesado de granos (salvados de trigo,
gluten de maiz o harinas de oleaginosas) son especialmente ricos en P, mientras que
tubérculos, raices y bulbos son los mas pobres. Los productos lacteos y las materias
primas de origen animal que incluyen parte del esqueleto son los alimentos con mayores
niveles de P (Mc Dowell, 1992). No solo el tipo de ingrediente repercute en el
aprovechamiento del P, las condiciones de procesamiento como la temperatura de
granulaciéon que si no es la adecuada inactiva las fitasas intrinsecas de las materias

primas, y el grado de hidratacion del alimento, también lo hacen (Mateos y Garcia, 1998).

Ademas el nivel de P varia no sélo entre fuentes sino también dentro de cada fuente. En
materias primas de origen vegetal el contenido en P depende del tipo de suelo, variedad

cultivada, estado de maduracién, condiciones de cultivo, climatologia, etc, (Ravindran et
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al., 1995). En los productos de origen animal, el nivel varia en funcion del contenido de P
presente en los huesos de la materia prima, por lo que puede ser inferior en sus

subproductos derivados (Mc Dowell, 1992).

El P contenido en las materias primas de origen animal se encuentra como ortofosfato
(PO4) y en las moléculas de ATP, acidos nucleicos, fosfolipidos, fosfoproteinas y
fosfoglucidos. La hidrolisis del P en el tracto gastrointestinal libera PO4, que es la Unica
forma en que el animal puede absorber y utilizar el P (De Groote, 1990). En los
ingredientes vegetales el acido fitico es el mas abundante. Alrededor de un 60-80% del P
total contenido en los granos y subproductos se encuentra como parte del acido fitico y
sus sales, generalmente como fitatos de Ca, K y Mg (Ravindran et al.,1995). Por el
contrario, en los alimentos de origen animal el P que predomina se encuentra en forma de
ortofosfatos y mayoritariamente como fosfatos de Ca en los tejidos 6seos y en leche
(Mc Dowell, 1992).

En aves debido a la baja disponibilidad del fosforo de fuentes vegetales, se recurre a otras
materias primas, como la harina de hueso, fosfatos y carbonatos. Las fuentes minerales
de P mas utilizadas son los ortofosfatos de Na, Ca, K, NH4 y sus combinaciones. Otros
fosfatos minerales de menor importancia practica por su baja disponibilidad en
monogastricos, son los fosfatos de roca, los metafosfatos de Na, Ky Ca, los pirofosfatos
de Nay Cay los polifosfatos de Na y NH4 (Axe, 1993).

4.1.5 Tipos de fosfato de calcio

El grupo de los fosfatos de calcio son una familia de minerales que contienen iones de
calcio y fosforo (P), la estructura y la composiciébn quimica de las apatitas pueden
presentar numerosas variaciones en estructura, tamafio y composicion debido a los
cationes que se encuentren presentes en su estructura y el método utilizado en su
elaboracion, en general hay tres tipos de fosfato de calcio: ortofosfatos (PO4%),
pirofosfatos (P207%) y los polifosfatos (PO3)n™).


http://es.wikipedia.org/wiki/Mineral
http://es.wikipedia.org/wiki/Iones
http://es.wikipedia.org/wiki/Calcio

El tipo de fosfato de calcio de nuestro interés son los pertenecientes a los ortofosfatos en
donde se encuentran el fosfato de calcio deshidratado (brushita), el fosfato de calcio
anhidro (monetita), entre otros. En el cuadro 1 se muestran algunas de las formas mas
comunes de los fosfatos de calcio, su férmula quimica y su proporcién Calcio:Fosforo
(Sergey, et al. 2010).

Cuadro 1. Formas comunes de fosfato de calcio

Relacion Ca:P Compuesto Formula
0.5 Fosfato monocalcico Ca(H2P0O4)H20
monohidratado
0.5 Fosfato monocalcico anhidro Ca(H2P0O4)2
1.0 Fosfato dicalcico deshidratado CaHPO42H20
(brushita)
1.0 Fosfato dicalcico anhidro CaHPO4
(monetita)
1.33 Fosfato octacalcico CaB8(HP0O4)2(P0O4)45H20
1.2-2.2 Fosfato de calcio amorfo Cax(PO4)ynH20
1.67 Hidroxiapatita Cal0(PO4)6(0OH)2
2.0 Fosfato tetracalcico Ca4(P0O4)0

De los fosfatos de calcio mencionados anteriormente el fosfato dicalcico anhidro
(monetita) se utiliza en los alimentos como fuente de calcio y fosforo en los suplementos
nutricionales debido a su mayor disponibilidad en comparacién con los otros tipos de
fosfato, por lo que en el presente trabajo se buscé obtener dicho compuesto, cuya relacion
Ca:P es 1.0, la cual es un aspecto importante al realizar la caracterizacién del compuesto

sintetizado y analizado.

4.1.6 Disponibilidad del fosforo

El concepto de disponibilidad se relaciona con la parte realmente utilizada para fines
metabdlicos (Ammerman, 1995) lo que permite distinguir entre compuestos que teniendo
igual contenido quimico del elemento, no son utilizados y absorbidos en igual forma.
Factores inherentes a la fuente, como el origen del mineral, la estructura fisico-quimica
para los elementos inorganicos, asi como la superficie expuesta de la particula y los
tratamientos tecnoldgicos pueden aumentar 0 disminuir la disponibilidad biolégica de un
mineral indirectamente haciendo variar la cantidad excretada en las heces (Pansu et al.,

1993). Estudios realizados sobre la disponibilidad del P en los subproductos de origen
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animal, reportan altos valores de digestibilidad aunque variables segun la fuente (Lima et
al., 1995b). Los fosfatos procesados tienen menor digestibilidad (40 a 80%) y mayor
variabilidad segun el origen (Lima et al., 1995a). Se han estudiado también las
caracteristicas quimicas, fisicas (Lima et al., 1995b) y biologicas (Potter et al., 1995) de
las fuentes inorganicas pero hay pocos reportes acerca de la relacion entre la solubilidad

y la calidad biologica de los mismos (Sullivan et al., 1992).

La mayor parte del P en los vegetales esta unido como sales de acido fitico, en forma de
fitato; los fitatos son moléculas de inositol-1-fosfato a inositol-6-fosfato. El
aprovechamiento que hacen las aves de este tipo de fosforo es bajo o nulo, por carecer
de la enzima fitasa que hidroliza los fitatos, lo que ocasiona que el P se libere como
ortofosfato. ElI P restante (P no fitico) esta presente en otras formas quimicas y es

metabolizado por el animal (Nelson, 1967).

Desde el punto de vista practico se dice que la disponibilidad del P no fitico es similar y
cercana al 100% (rango 80-100%). Por el contrario, se considera que el P fitico no puede
ser utilizado por las aves y cerdos asignandole un valor de 0, y se asume que el contenido
en P fitico de todas las materias primas de origen vegetal es del 70% del P total. Otros
autores mencionan que sélo entre el 30 y 40% del P total que consumen las aves a través
de ingredientes de origen vegetal es P disponible (Pd) resultando insuficiente para cubrir
los requerimientos del P de las aves y el resto no se aprovecha, lo que resulta en excrecion
de P originando problemas de contaminacion (Potter et al., 1995) y ademas, surge la
necesidad de complementar las dietas con ingredientes de origen mineral (Broz et al.,
1994; Cuca et al., 2009).

El Cuadro 2 muestra una comparacion de los niveles de P disponible en materias de origen
vegetal, animal y mineral (NRC, 1994).
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Cuadro 2. Niveles de fosforo disponible (%) en materias de origen vegetal, animal y

mineral.
Origen Fosforo disponible

(%)

Avena 22

Maiz 14

Sorgo 20

Harina de carne 90

Harina de pescado 94

Harina de plumas 31

Fosfato monocalcico 100
Fosfato bicalcico 95 -100
Fosfato de roca 40 - 60

(NRC. 1994)

4.2 Nanotecnologia

La nanotecnologia es un campo de las ciencias aplicadas dedicado al control y
manipulacion de la materia (nanomateriales) a una escala menor que un micrometro
(entre 1y 100 nandmetros), es decir, a nivel de atomos y moléculas para proporcionar una
comprensiéon fundamental de los fendmenos y materiales a nanoescala y crear y utilizar
estructuras, dispositivos y sistemas que tienen propiedades y funciones debido a su
tamafio (Waldner, 2008), con aplicacion en diversas areas como fisica, quimica, biologia
(Buzea et al., 2007). Cintas (2006) la define como el estudio, disefio, creacion, sintesis,
manipulacion controlada y aplicacion de sustancias, materiales, aparatos, dispositivos y
sistemas funcionales a través del control de la materia a escala nanometrica, esto es
atomo por atomo o molécula por molécula, lo que permite mejor manipulacién para

fabricacion de artefactos con una precision de unos pocos atomos.

El prefijo “nano” proviene del griego y significa “enano” e indica no un objeto sino una

medida (la mil millonésima parte de algo). Un nandmetro (nm) se define como una
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milmillonésima del metro (10-°) (Bankinter, 2005), por ello la nanotecnologia se caracteriza
por ser un campo esencialmente multidisciplinario relacionado exclusivamente por la
escala de la materia con la que trabaja (Waldner, 2008). Como referencia, el espesor de
una hoja de papel mide 100, 000 nm aproximadamente (NNI, 2009), y la longitud de la
onda de la luz visible se encuentra entre 400 y 700 nm; ademas varias estructuras
biolégicas tienen dimensiones de nandémetros por ejemplo el diametro de un eritrocito es
de 10, 000 nm, el tamafio de una bacteria 1,000 nm, un virus 100 nm, una proteina 5-50
nm, el ADN 2 nm y 0,1 nm un atomo (Cintas, 2006 y Feneque, 2003) (Figura 1).

¥
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< 3 >
?‘ go “\! 3
°3 =
Moléculas — Célula Célula
pequenas Virus animal  vegetal 0,2 mm

0,5-5 um
~1nm 10-300 nm E 20 ym 35 um

Figura 1.- Tamafio y comparacion de estructuras bioldgicas.

4.2.1 Antecedentes de la nanotecnologia

En 1959, en una ponencia titulada “There is Plenty of Room at the Bottom” (Hay mucho
espacio por debajo), el fisico Richard Feynman propuso un nuevo campo de estudio para
la ciencia: la tecnologia a escala atébmica y molecular, lo que suscito el interés por el
desarrollo de la tecnologia a una escala diminuta, que continua en la actualidad y que
probablemente desemboque en una revolucion silenciosa de impacto en multiples ambitos
de la vida cotidiana (Bankinter, 2005).

Sin embargo, histéricamente las nanoparticulas han existido en el planeta desde tiempos
remotos y se han creado por diversos fendmenos naturales, incluyendo reacciones
fotoquimicas, erupciones volcanicas o incendios forestales (Buzea et al., 2007). Las
aplicaciones de la nanotecnologia han estado presentes desde épocas antiguas no se
hacia referencia a esta como tal; por ejemplo se sabe que el pigmento de la porcelana de
las dinastias chinas desde el siglo XVI a.C., contenia nanoparticulas de oro (Hollister et
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al., 2003). Otro caso es el de la copa Lycurgus creada en el imperio Romano (s. IV a.C.),
gue contenia nanoparticulas de oro y plata (Freestone et al., 2007). En el oriente también
se utilizaron coloides con nanoparticulas de oro que se empleaban para tratar
padecimientos 6seos como la artritis (Cao, 2004). Pero no es hasta 1974 cuando el
término nanotecnologia es acufiado por Norio Taniguchi, de la universidad de Tokio, con
el objetivo de distinguir entre la ingenieria llevada a cabo a escala micro (10) y la llevada
a escala nano (10°) (Bankinter, 2005).

4.2.2 Clasificacién de los nanomateriales

Una forma de clasificar a la nanotecnologia es distinguiendo el proceso de fabricacion
(Figura 2), resultando la nanotecnologia “top-down” que se refiere a la fabricacion de
estructuras a nanoescala, en la que entran en juego leyes de la fisica para disefar y
miniaturizar estructuras, para obtener a nanoescalas sistemas funcionales, cambiando
las propiedades de los materiales. La tecnologia “bottom-up” o de la nanotecnologia
molecular, se enfoca a la construccién de estructuras organicas e inorganicas mas
grandes, a partir de sus componentes atomo por atomo o molécula por molécula y es el

area de la nanotecnologia que ha causado mas expectativa (Huw, 2003).

CLASIFICACION DE LA NANOTECNOLOGIA

Segun la técnica de Segun el medio en
aplicacién que se desarrolla
Bottom up Top down Humeda Seca

Figura 2.- Clasificacion de la nanotecnologia

Otra forma de clasificar la nanotecnologia, es segun el ambito de aplicacion (Figura 2), se
determina segun el medio en el que y para el cual se genera tal aplicacion, el medio puede
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ser acuoso; nanotecnologia humeda va dirigida al desarrollo de sistemas nano-biolégicos,
incluyendo la manipulacion de material genético, membranas, enzimas y otros
componentes celulares, que indiscutiblemente estan inmersos en un medio acuoso. La
nanotecnologia seca tiene como caracteristica su predominante aplicacion en el campo
de la electronica y todos aquellos elementos a nanoescala cuya funcionalidad es alterada
por la exposicion a un medio humedo, se puede mencionar como ejemplo el magnetismo,

dispositivos 6pticos y desarrollo de materiales inorganicos (Huw, 2003).

Las nanoparticulas coloidales se dividen en nanocapsulas que son sistemas vesiculares
con una cubierta polimérica y un nucleo interno y las nanoesferas que consisten en una
matriz polimerica. Sus propiedades de liberacidén controlada y la proteccion que ofrecen a
las nanoparticulas de interés, hacen a estos nanosistemas una herramienta muy ventajosa

en el campo de la liberacién de farmacos en el tubo gastrointestinal (Rieux et al., 2006).

Las materias primas de la nanotecnologia son los elementos de la tabla periddica a partir
de los cuales se constituye todo (ETC Group, 2004). Las nanoparticulas se pueden dividir
también en naturales o artificiales, este Ultimo grupo se divide a su vez en manufacturadas,
aguellas que son objeto de produccion y derivadas aquellas que son producto de procesos
industriales (Bankinter, 2005).

4.2.3 Forma de accion de las nanoparticulas

A escala nanometrica las particulas de la materia adoptan propiedades muy diferentes de
las que exhiben a gran escala: los nanomateriales seran mas fuertes, mas ligeros, mas
porosos, menos corrosivos y sus propiedades fisicas y quimicas cambian a escala
nanometrica: la conductividad eléctrica, el color, la resistencia, la elasticidad y la
reactividad, entre otras propiedades se comportan de manera diferente a como lo hacen
en los mismos elementos a mayor escala (Bankinter, 2005). Aun siendo de naturaleza
inorganica, los nanomateriales acumulan un potencial extraordinario para resolver
desafios como detectar cambios eléctricos en moléculas biolégicas, los cuales se

canalizan hacia el descubrimiento y/o tratamiento de una enfermedad.

Las nanoparticulas se comportan de forma diferente a las macro particulas del mismo
material y a las microparticulas (actualmente en uso) por ofrecer mayor superficie para el

mismo volumen, atravesar poros mas pequefios y ser mas solubles (biodifusibles). Solo
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reduciendo el tamafio, sin cambiar la sustancia, los materiales pueden ser mas fuertes,
mas ligeros, mas solubles al agua, mas resistentes al calor o conducir mejor la electricidad
(ETC Group, 2004). Ademds, ciertas nanoestructuras pueden ser dirigidas para que
atraigan células o microorganismos, o bien se unan especificamente con determinados

compuestos o moléculas (Bankinter, 2005).

En esa condicion, en una particula que tiene su tamafio reducido a dimensiones inferiores
a 1000 nm, los fenémenos fisicos facilmente visualizados en la escala métrica, como la
gravedad, la friccion, la inercia y otros disminuyen su importancia de accién sobre las
particulas y comienzan a dominar otras fuerzas fisicas, hasta entonces diminutas, como
es el caso de la fuerza electrostatica de van der Waals, de las repulsiones estéricas, del
movimiento browniano y otras (Sozer y Konini, 2009). Es asi como una particula puede
presentar sus caracteristicas aumentadas, o incluso ofrecer nuevas caracteristicas,
cuando se comparan con su forma convencional. Como ejemplo se puede citar el caso de
las nanoparticulas de oro, que cuando poseen un diametro medio inferior a 10 nm
presentan coloracién bermellén y que cuando su diametro oscila entre 10 y 99 nm adquiere
una coloracion violdcea en medio acuoso (Sozer y Konini, 2009).

4.2.4 Proceso de absorcion de las nanoparticulas

La administracién oral de nanoparticulas, es considerada la ruta mas conveniente y
econdmica de liberacibn de sus compuestos, sin embargo su absorcion presenta
dificultades pues existen barreras a la absorcion. Para que sean absorbidas, deben pasar
a través de dos barreras, el moco intestinal y la mucosa, lo cual hace que la absorcion sea

baja y variable (Norris et al., 1998).

Las nanoparticulas, tedricamente pueden atravesar el epitelio intestinal por la ruta
paracelular (entre las células) y por la transcelular (a través de las células). En condiciones
fisiologias la ruta paracelular esta limitada por el reducido tamafio de los espacios
intercelulares y por las uniones estrechas entre las células epiteliales. El transporte
transcelular de nanoparticulas ocurre por un proceso llamado transcitosis, que es el
conjunto de procesos que permiten el paso de macromoléculas de un espacio extracelular
a otro (Rieux et al., 2006).
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Algunas de las propiedades que influyen en la absorcién de nanoparticulas son la carga,
la hidrofobicidad de su superficie y el tamafio (Norris et al., 1998). Las nanoparticulas
hidrofébicas (moléculas no polares, son mas afines a las grasas) tienen mayor absorcion
que las hidrofilicas (compuestos miscibles en agua y no en grasas), debido a que la
membrana de las células epiteliales y el tubo gastrointestinal son lipoproteinicas (formada
por lipidos y proteinas). La eficiencia de absorcion de particula de hasta 100 nm en el tubo
gastrointestinal, es 15 a 250 veces mayor que las de nanoparticulas mas grandes, por lo
gue la preparacion de nanoparticulas menores de 100 nm incrementa la absorcion (Wang
et al., 2004). La absorcion de las nanoparticulas es baja y variable debido a las diversas
barreras fisicas y fisiologicas presentes en el tracto gastrointestinal, asociadas a otras
consideraciones especiales, estas disminuyen su absorcion. Las nanoparticulas de

tamafo < 5 ym se absorben y pueden entrar al sistema circulatorio (Norris et al. 1998)
4.2.5 Aplicaciones en la produccion agropecuaria.

La nanotecnologia posee un potencial capaz de revolucionar la produccién agropecuaria.
Los ejemplos de aplicaciones en produccion animal incluyen el uso de nuevas
herramientas moleculares y celulares para la reproduccion animal, rastreabilidad del
animal desde el nacimiento hasta la mesa del consumidor (“trazabilidad”), bioseguridad
de los alimentos de origen animal, mejor comprension de los fenbmenos que rigen la
nutricion animal desde la ingestion de la dieta hasta la captacion y utilizacion del nutriente
y otras (Scott, 2007), obtencion de informacion de un nutriente 0 componente bioactivo y
su liberacion en sitios especificos de accion, mayor disponibilidad de nutrientes,
mantenimiento de niveles adecuados por periodos mas largos de tiempo y evitar su
degradacion en el tracto gastrointestinal y por lo tanto reduccion del estrés que implica el

manejo de los animales (Ross et al., 2004).

La agricultura podria utilizar insumos a nanoescala para optimizar la mejora de la
produccion, la agricultura de precision, los plaguicidas y herbicidas, reduccion del empleo
de agua, el uso del suelo, de fertilizantes y disminuir problemas fitosanitarios, la deteccion
de niveles de agua, nitrdgeno, plagas, polen y agroquimicos, en la ganaderia el uso de
nanochips para la identificacion animal, nanoparticulas para la administracion de farmacos

0 vacunas, la deteccion y tratamiento de enfermedades mediante nanosistemas (Cintas,
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2006), o el uso de forrajes adicionados con nanoparticulas que aumentan el apetito del

ganado (L6pez, 2007).

Otra aplicacion incluye los ingredientes y aditivos nanoestructurados o nanoencapsulados
que dependiendo de su funcién, pueden ser adicionados directamente al alimento o a su
empaque con la intencién de prevenir la oxidacion, el crecimiento bacteriano, enmascarar
el sabor o la textura del alimento, promover la liberacion sostenida o direccionada de
sustancias bioactivas (vitaminas, minerales, enzimas, etc.) y estabilizar o inhibir el
crecimiento de microorganismos (FAO y OMS, 2009). Un ejemplo es el llevado a cabo por
Giroux et al., (2010), en donde se empled el suero de leche como matriz polimérica para
confeccion de nanoparticulas con un diametro que varia entre 100 y 300nm y su posterior

uso en sistemas de liberacidon sostenida.

En el area de nutricion también es posible aplicar la nanotecnologia con diversos objetivos
como obtencién de informacion de un nutriente o componente bioactivo y su liberacion en
sitios especificos de accidén, mayor disponibilidad, mantenimiento de niveles adecuados
por periodos mas largos de tiempo, evitar su degradacién y menor invasiéon parenteral
(Ross et al., 2004), por lo que también se reduce el estrés que implica el manejo de los
animales. La nanotecnologia se puede aplicar en la produccién de nanoparticulas de
minerales, los cuales son ampliamente utilizados en nutricion animal; sin embargo, la
forma en la cual se encuentran influye en la biodisponibilidad de los mismos, por lo que si
son de baja biodisponibilidad, el animal no los aprovechara correctamente y se eliminaran.
Un ejemplo es el hierro, cuya deficiencia continGia siendo un problema en nutricibn humana
y animal, especialmente en etapas tempranas de la vida, la gestacidén e infestaciones
parasitarias (Church et al., 2002). Una de las fuentes mas biodisponibles de este elemento
es como sulfato ferroso (Mc Dowell, 1992); sin embargo, tiene el inconveniente de causar
sabor metdlico a los alimentos y acelerar el proceso de oxidacion de las grasas de los
cereales, provocando rancidez (Hurrell, 2002). La alternativa es usar una fuente menos
disponible pero mas estable como el fosfato férrico (FePOa). Al respecto, Rohner et al.
(2007) desarrollaron nanoparticulas de fosfato férrico altamente biodisponibles,
demostrando que en nanoescala, esta fuente puede incrementar su valor nutricional.

Recientemente Romero (2008) disefio y evalud in vitro nanoparticulas de selenito de sodio

para uso via oral en rumiantes empleando copolimeros de metacrilato sensibles a pH, de
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tal modo que no pudieran degradarse en el rumen (pH cercano al neutro), pero si en
abomaso, cuyo pH es acido debido a la secrecion de acido clorhidrico, similar al pH que
se encuentra en especies no rumiantes; sin embargo, no se realizaron pruebas in vivo.
Por otro lado se probaron sin éxito nanoparticulas de plata (con fines antibacteriales) en
embriones de pollo, las cuales, a pesar de no afectar el desarrollo embrionario, si se redujé

el nimero y tamafio de foliculos linfoides de la bolsa de Fabricio (Grodzik y Sawosz, 2006).

Otro ejemplo es el caso del P, mineral que cuando esta deficiente en la dieta puede causar
serios problemas para el desarrollo de los pollos, de igual manera el exceso de este
mineral provoca que sea excretado al medio ambiente donde se combina con otros
elementos y causa problemas de contaminacion, por lo cual es importante que se mejore
su biodisponibilidad, siendo la produccion de nanoparticulas de fosforo una alternativa
(Feneque, 2003; Scott, 2005; Cintas, 2006).

4.2.6 Preparacion de nanoparticulas

4.2.6.1 Métodos de preparacion de nanoparticulas

Tecnolégicamente existen diferentes métodos de preparacién de nanoparticulas, lo que
permite una gran variacién en su estructura, composicion y propiedades fisicoquimicas, la
selecciéon de cualquiera de ellos depende del polimero, de las caracteristicas de
solubilidad del compuesto que se va a emplear en la preparacién, asi como de los
objetivos y condiciones particulares de donde y cdémo se requieran aplicar las
nanoparticulas obtenidas, por lo que es necesario tomar en cuenta la estabilidad fisica y
guimica del agente activo, su toxicidad, su perfil de liberacioén, entre otras consideraciones
(Agnihotri et al., 2004).

Las nanoparticulas pueden ser producidas por polimerizacion de mondmeros sintéticos o
por la dispersion de polimeros sintéticos 0 macromoléculas naturales (Delie y Blanco,
2005). Pueden ser utilizadas multiples técnicas, las cuales se escogen principalmente en

funcién de la hidrofobicidad del producto que se elaborara (Rieux et al., 2006)

Algunos de los métodos empleados son el método de precipitacion-conservacion: en este
caso, las particulas son producidas al “soplar” el agente de interés en una solucion
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alcalina; la separacion y purificacion de las particulas se realiza por infiltracion y

centrifugacion seguida de lavados con agua caliente y fria.

Otro método es el de emulsidbn — evaporacion, el cual esta basado en la patente de
Vanderhoff et al., (1979), en la que un polimero disuelto en un solvente organico inmiscible
en agua, dicha solucion se dispersa en una fase acuosa que contiene un emulsificador y
se forma facilmente una emulsién, sin embargo se deben agregar estabilizadores
frecuentemente para evitar la formacion de hojuelas del polimero, este método es
interesante debido a | empleo de solventes organicos que son farmacéuticamente
aceptables, (Gurny et al., 1981). Una variante de este método es la emulsion de enlaces
cruzados: en este método se prepara una solucién de agua y aceite por emulsificacion,
gue al agitarse vigorosamente, separa y endurece las particulas; requiere de agentes que

faciliten la unién de los agentes involucrados.

Otro método es la nanoprecipitacién, principalmente se empleé para encapsular
compuestos lipofilicos, formando nanoesferas, recientemente se ha adaptado esta técnica
para encapsular compuestos hidrofilicos (Bilati et al., 2005). Esta técnica es sencilla,
rapida y facil de realizar, la formacion de nanoparticulas es instantanea, se requieren dos
solventes que sean miscibles, tanto el polimero como el producto se deben disolver
primero en un sistema solvente (que permita la dispersion) y posteriormente en un sistema
no solvente, la nanoprecipitacion ocurre cuando la solucion del polimero con el producto
se agrega al sistema no solvente. Este método permite producir nanoparticulas pequefias
(100 — 300 nm), con una estrecha distribucién (Bilati et al., 2005).

4.2.6.1.1 Produccién de nanoparticulas de Fosforo

El proceso para la produccién de nanoparticulas de fosfato de calcio se hace en un
mezclador de red o0 en un reactor mezclador estético, el cual debe contener soluciones
de Ca, de P, una solucién alcalina y, opcionalmente, un agente dispersante. El proceso
propuesto permite el control del micromezclado, que es esencial para formar estructuras
nanométricas, pero también es un factor determinante en la pureza, la cristalinidad y
morfologia de cristales. El esquema de distribucion de reactivos en la entrada y a lo largo

del reactor, se realiza continuamente o puede variar en el tiempo, el pH es factor crucial
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para los reactivos, la suspension de las nanoparticulas de fosfato de calcio que se obtiene
se concentra por medio de ultra-sonidos, separacion, secado, sintesis y procesos de
fresado.

Otro factor a considerar es la forma que las nanoparticulas adquieren, ya que ésta influye
fuertemente en su comportamiento biologico. Es importante sefialar que no siempre
dichas particulas son de forma esférica, como pudiera imaginarse. Existen reportes de
innumerables formas, algunas muy peculiares, de nanoparticulas: discos rectangulares,
conos, bastones, “gusanos”, discos elipticos o circulares, “tacos”, entre muchas mas, las
cuales pueden presentarse en 12 22 ¢ 32 dimension, dependiendo del método de
preparacion y los materiales utilizados. Al respecto, la viscosidad y grosor del material
utilizado determina si la particula presentara terminaciones puntiagudas o aplanadas.
Incluso, es posible que las nanoparticulas presenten regiones con diferente curvatura,

textura y/6 concavidad (Champion et al., 2007).

4.2.6.2 Polimeros empleados en la preparacion de nanoparticulas

Los agentes activos de la superficie (surfactantes), son generalmente polimeros que a
bajas concentraciones, se adsorben en las superficies o interfaces de un sistema y alteran
la energia libre y la tension superficial o interfacial, estos productos tienen una estructura
caracteristica, con regiones polares (hidrofilicas) como no polares (hidrofébicas) en la

misma molécula, por lo que tienen naturaleza anfipatica (Corrigan, 2007).

Segun Rieux et al., (2006) los criterios para la eleccién de un polimero, para la liberacién
controlada de un farmaco, son la biodisponibilidad, biocompatibilidad, facilidad de
produccion y tasa de degradacién, para permitir la liberacién del compuesto. El polimero
empleado en la preparacion de las nanoparticulas influye en el tamafio de particula y el
patron de liberacion. Al emplear un polimero, las nanoparticulas son mas estables en el
tubo gastrointestinal que otros vehiculos que se pudieran emplear, se mejora la regulaciéon
de las caracteristicas fisicoquimicas, las propiedades de liberacién y comportamiento
bioldgico de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas de polimeros son mas estables en el tubo gastrointestinal que otros

vehiculos coloidales y pueden proteger sustancias encapsuladas del ambiente
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gastrointestinal, en segundo lugar, el uso de polimeros mejora la regulaciéon de las
caracteristicas fisicoquimicas (hidrofobicidad, potencial zeta), las propiedades de
liberacion (retrasar, prolongar, activar) y comportamiento biologico (especificidad,
bioadhesién) estas (Rieux et al.,2006).

Los polimeros empleados en la formulacién de nanoparticulas pueden ser sintéticos acido
poliactico, (PLA), acido poliactico-co-glicolico (PLGA), polimetil-metalacrilato,
polivinilpilorridone (PVP) entre otros, o naturales (albumina, gelatina, alginato o quitosa).

El PVP es un polimero muy biocompatible y biodegradable lo cual no repercute en la
contaminacion del medio ambiente, funciona como disgregante de las nanoparticulas para
asi evitar su aglutinamiento (Rieux et al., 2006) y en algunos productos de uso

farmacéutico se utiliza como aglutinante.

Dentro de los ingredientes encapsulados utilizados en alimentos se encuentran:
saborizantes (especies, aceites, sazonadores y edulcorantes), acidulantes, alcalis, buffers
(ac. Ascorbico, citrico, fumarico, bicarbonato), lipidos (ac. Linoleico, agentes redox
(blanqueadores, maduradores), enzimas, microorganismos, antioxidantes, colorantes,

entre otros (Yafiez et al., 2002).

4.2.7 Caracterizacién de nanoparticulas

La caracterizacion de nanoparticulas es el proceso de descripcidon de caracteristicas como

lo son tamafio, morfologia, composicion y potencial Z, entre otras.

En la caracterizacion de nanoparticulas el microscopio electrénico juega un papel
importante, en este equipo se evalla la morfologia y el tamafio de particula (Williams y
Vaugh, 2007) asi como la composicion quimica de las particulas y el porcentaje de los

compuestos presentes.
4.2.7.1 Tamafio de particula

El movimiento de las particulas coloidales en un medio dispersante es una forma de
movimiento Browniano. La interaccion de las particulas dispersas con el medio (liquido o

gas), provocan un movimiento irregular y aleatorio de las particulas a partir de su posicion
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original en el espacio. De acuerdo con la teoria Stokes-Einstein, el tipo de movimiento y
la velocidad depende de la viscosidad, temperatura y tamafio molecular del medio en el
que se encuentran suspendidas. Esta teoria es la base para medir el tamafio de particula

utilizando la espectrofotometria de correlacion de fotones (Williams y Vaugh, 2007).

4.2.7.2 Morfologia'y composicién de nanoparticulas

La microscopia electronica de barrido SEM permite obtener fotografias donde se puede
apreciar las caracteristicas morfologicas y topograficas de las muestras con una
resolucién que nos da idea de la forma de las nanoparticulas obtenidas. El microscopio
electronico utiliza electrones para formar imagenes de objetos diminutos, permiten
alcanzar una capacidad de aumento superior a los microscopios convencionales debido a
que la longitud de onda de los electrones es menor que la de los fotones (empleados en
los microscopios convencionales). El microscopio electrénico funciona con un haz de luz
generado por un impulso, acelerado por un alto voltaje y focalizado por lentes magnéticos
(Bozzola y Russell, 1992).

La forma que las nanoparticulas adquieren influye fuertemente en su comportamiento
biolégico. Es importante sefalar que no siempre dichas particulas son de forma esférica,
como se pudiera esperar. Existen reportes de innumerables formas: discos rectangulares,
conos, bastones, discos elipticos o circulares entre otras mas, las cuales pueden
presentarse en 12, 2 20 3 2 dimension, dependiendo del método de preparacién y los

materiales utilizados.

4.2.7.3 Analisis de difracciéon de rayos X e infrarrojo

La difraccion de rayos X (drxp por sus siglas en ingles) es el resultado de la interaccién de
una radiacion (rayos X) con los atomos ordenados de las muestras a analizar, se utiliza la
drxp para obtener informacion sobre los solidos cristalinos, sobre los atomos que los
forman (composicion) y su disposicion. Los equipos utilizados para realizar estas medidas
se llaman difractémetro, dan como resultado un difractograma el cual contiene informacion

sobre la fase cristalina que lo produce el compuesto analizado.
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Esta relacion entre fase cristalina y difractograma hace posible la identificacion de fases
cristalinas. Se puede realizar un analisis cualitativo de una muestra cristalina comparando
las posiciones e intensidades de los picos de su difractograma con las reflexiones
caracteristicas de fases puras, medidas previamente y almacenadas normalmente en

bases de datos (Manual de difractometro, 2010).

Por su parte la espectrometria de infrarrojos (espectroscopia IV) es un tipo de
espectrometria de absorcibn que se emplea como técnica espectroscopica, para
identificar un compuesto o investigar la composicion de una muestra. Se basa en el hecho
de que los enlaces quimicos de las sustancias tienen frecuencias de vibracion especificas,
que corresponden a los niveles de energia de la molécula. Con el fin de hacer medidas en
una muestra, se transmite un rayo monocromo de luz infrarroja a través de la muestra, y
se registra la cantidad de energia absorbida. Repitiendo esta operacién en un rango de
longitudes de onda de interés (por lo general, 4000-400 cm) se puede construir un
grafico. Al examinar el grafico de una sustancia, un usuario experimentado puede obtener

informacion sobre la misma.

Se pueden generar graficos bien resueltos con muestras de una sola sustancia de gran
pureza. Sin embargo, la técnica se utiliza habitualmente para la identificacion de mezclas
complejas. La espectrometria infrarroja se utiliza ampliamente en la investigacion
cientifica, porque es una técnica rapida y fiable para medidas, control de calidad y analisis
dindmicos. Algunas maquinas automaticamente sefialan qué sustancia esta siendo

analizada a través de miles de espectros de referencia almacenados en la memoria.

4.2.7.4 Potencial Zeta

Las nanoparticulas coloidales generalmente son negativas aunque también pueden ser

positivas y su atmosfera cargada produce un potencial eléctrico relativo a la solucién.

Un punto de particular interés es el punto donde se unen la capa difusa y la de Stern de
una nanoparticula, este es el llamado potencial zeta e indica cambios en el potencial de
la superficie y en las fuerzas de repulsion entre ellas (Zeta-Meter, 1997), el cual da una
idea de gque tan estable es el sistema coloidal, si las nanoparticulas tienen valores

marcadamente positivas (>30 mV) o negativas (< -30 mV) tenderan a repelerse unas a
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otras, por el contrario si tienen valores bajos (-30 mV - +30Mv) las nanoparticulas se
juntaran y precipitaran, el método mas comun para determinar el potencial z es la
microelectroforesis realizado por medio de una técnica microscopica (Malvern
Instruments, 2007).

4.2.7.5 indice de polidispersidad

El indice de polidipersidad es una medida de homogeneidad de las particulas y oscila
entre 0 y 1. Cuanto mas se acerque a cero la polidispersidad, mas homogéneas seran las

particulas de la suspension.

5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

La elaboracién de fosfato se realizé en las instalaciones del laboratorio de nutricion animal
del Colegio de Postgraduados. Se prepararon nanoparticulas de fosfato de calcio por el

meétodo de cooprecipitacion, para lo cual la metodologia inicial fue la siguiente:

Basandonos en la técnica descrita por Kozlova et al. (2012) se procedid a preparar las

soluciones a emplear.
Partiendo de la reaccion general:

Na;HPOs+ CaClz  —> CaHPOas+ 2NaCl
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5.2 Sintesis de nanoparticulas

5.2.1 Metodologia de sintesis de nanoparticulas por el método de cooprecipitacion

La metodologia empleada como base para la preparacion de las nanopatrticulas de fosfato
de calcio fue acuerdo al método de Koslova et al. (2012) realizando algunas

modificaciones por las diferencias del producto final que se obtuvo.

Preparacion de soluciones

La preparacion de las soluciones de cloruro de calcio y fosfato de sodio, se prepararon

segun las molaridades y la metodologia que describen Urch et al. (2009).

e Se prepararon 50 mL de solucion de Cloruro de calcio (CaClz2) 18 milimolar (mM),
se pesaron 0.0998 g de CacClz, los cuales se diluyeron en 50 mL de agua destilada.

e En la preparacion de fosfato de sodio (NazHPO4), 10.8 mM, se pesaron 0.0766 g,
los cuales se diluyeron en 50 mL de agua destilada.

e Se pesaron 0.4 g de NaOH y se diluyeron en 100 mL de agua destilada, este se
emplea para realizar el ajuste al pH correspondiente.

e El polivinilpilorridone (PVP) se empled en una dilucion al 1%, 1 g de PVP se diluy6
en 100 mL de agua destilada.

Preparaciéon de nanoparticulas

Técnica 1: A temperatura ambiente en un matraz previamente esterilizado se agregaron
20 mL de agua destilada ajustando a un pH de 6.5 — 9, en constante agitacién se
adicionaron 5 mL de CaClz a una concentracion de 18 mMol, posterior a esto se dejaron
caer lentamente 8.3 mL de Na2HPOg4, se agitdé por 10 minutos, para después agregar 3
gotas de una solucién de PVP, mientras se mantenia en agitacion se paso6 un rayo laser
a través de la solucion, con el objetivo de observar el efecto Tyndall (lo cual indica la

formacion del compuesto).

La solucion obtenida se lavo para eliminar las sales (NaCl) mediante centrifugacion de la
solucion a 6000 rpm por 5 minutos para eliminar el sobrenadante, se realizaron dos
lavados (2 veces se centrifugo y se elimind sobrenadante, volviendo a colocar agua en el

segundo lavado para volver a centrifugar). El material restante se sometio a calor para
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eliminar el remanente de agua, el polvo obtenido se despegs del matraz con una espatula

y se guardo para su posterior analisis.

Como segunda etapa se tuvo la observacion del material obtenido, en el microscopio
electronico de barrido (SEM).

En esta primera metodologia se realizaron analisis EDAX y de tamafio en microscopio
SEM, con el objetivo de obtener datos en composicion, tamafio y forma de las

nanoparticulas.

Técnica 2: Debido a los resultados obtenidos (que se mencionan mas adelante), se
realizaron modificaciones a la Técnica 1, para hacer mas eficiente el proceso de extraccion
de humedad, se sustituyd el calor como método de extraccion, por un proceso de
liofilizacién (proceso en el cual se congela la solucion y se crea un vacio para realizar la
separacion de agua por sublimacion), de esta manera se elimina agua desde el estado
sélido sin pasar por el liquido, ya que el calor (altas temperaturas) es un factor que
modifica la estructura de las nanoparticulas, y con la liofilizacion no hay alteracion de las
nanoparticulas formadas. Otro factor muy importante que se modificé en la técnica fue el
pH inicial de la solucién, el cual se llevé inicialmente a un rango de 5.5 — 6.0 con acido
clorhidrico (HCL) y posteriormente se agregaba el CaClz y Na2HPO4 lentamente para dar
tiempo a la formacion del compuesto y en agitacién constante, después se agregé el PVP,

sin modificar concentraciones, ni molaridades, solo volimenes.

Técnica 3: Debido a que a pH mayores A 6.0 se da la formacion de otro tipo de fosfato
como la hidroxiapatita, el cual es menos digestible que el fosfato de calcio, se llevé a cabo
un monitoreo del pH durante toda la reaccion manteniéndolo en un rango de pH 4.5 -5.0,

desde el inicio, durante la agregacion del CaClz y del Na2HPOa y al final al agregar el PVP.

Cabe mencionar que con esta modificacion en el pH no se present6 el efecto Tyndall tan
marcado, también hubo problemas en el proceso de separacion de sales (NaCl) (producto
del proceso de formacion del fosfato) ya que al centrifugar no hubo separacion de solidos
y liquido (en el cual van las sales por tener un peso menor al del fosfato), por lo que se
procedié a aumentar las revoluciones de centrifugado a 10 000 rpm, 15 000 rpm y 20 000

rpm, sin haber separacion, por lo que se procedio a liofilizar primero, posteriormente a
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centrifugar y volver a liofilizar, sin embargo al llevar las pruebas al microscopio tampoco

se obtuvieron los resultados deseados.

Técnica 4: Ya que a pH 4.5 — 5.0 hubo problemas en el proceso de separacion de sales,
se realizaron cambios llevando a cabo reacciones monitoreando el pH en un rango de 5.0-

5.5 durante toda la reaccion.

Para obtener mayores cantidades de nanoparticulas se incrementaron los volumenes,

conservando la proporcion de las molaridades, la técnica resultante es la siguiente:

A temperatura ambiente en un matraz previamente esterilizado, se colocaron en 602 mL
de CaClz2 18 mMol en agitacion, ajustando el pH con acido clorhidrico a un rango entre 4.5
— 5.0, posterior a esto se agregaron gota a gota 1000 mL de NazHPO4 10.8 mMol, se
mantuvo durante 10 minutos en agitacién y se agregaron 9 mL de la solucién de PVP al
1%, manteniendo la solucién en agitacion se paso un rayo laser a través de ella para

observar el efecto Tyndall.

La solucion obtenida se repartié en matraces, se colocaron en la liofilizadora y se esperé
a obtener los solidos (nanoparticulas). Este proceso por medio de liofilizacion se llevo de
24 a 78 h.

Los solidos (nanoparticulas) obtenidos, se colocaron en tubos para centrifuga, este
proceso se realiz6 con el objetivo de lavar sales (NaCl), se colocaron en los tubos con 20
mL de agua, se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minutos, al terminar la
centrifugacion se extrajo el sobrenadante con ayuda de una jeringa, se volvidé a agregar
muy poca agua, se centrifug6 por segunda vez y se elimind el sobrenadante, el producto
restante se colocé en un matraz de 250 mL, aforandolo a 50 mL para colocarlo en la
liofilizadora. Las muestras obtenidas se extrajeron del matraz y se guardaron en un tubo

Eppendorf, para su posterior analisis en microscopio.
Esta técnica se repiti6 modificando el pH a rangos entre 4.5- 5.0, 5.0-5.5 y 5.5-6.0.
Como segunda etapa se tuvo la observacion del material obtenido, en el microscopio

electronico de barrido (SEM).
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5.2.2 Anélisis en microscopio electronico de barrido (morfologiay composicién)

Las muestras obtenidas se observaron en el microscopio electrénico de barrido (SEM), en

el area de microscopia del Colegio de Posgraduados.

1.- Para poder ver las nanoparticulas al microscopio, se coloc6 una pequefia parte de la
muestra en los porta muestras de latén, se recubrieron con una delgada capa metélica
conductora de 5 nm, de una aleacién de 80% oro y 20% paladio, en una ionizadora de
metales (lon Suputter JFC-11100), y se observaron al microscopio electrénico de barrido
(JEOL JSM-6390).

2.- Se introdujeron las muestras en el SEM, para su analisis.

3.- El andlisis de las muestras consistio en la observacion de la forma y tamafio de las
particulas, este microscopio solo da una idea del tamafio debido a que su resolucion no
es la suficiente para realizar una medicion de las particulas. Se tomaron imagenes y se
realiz6 un andlisis EDAX el cual indica la composicién de las muestras, por medio del

porcentaje de los elementos presentes en estas obtuvimos la relacion Ca:P.

5.2.3 Andlisis en microscopio electronico de barrido de alta resoluciéon (morfologia
y tamafio)

Las muestras obtenidas se observaron en el microscopio electrénico de barrido de alta
transmision (SEM), en la central de microscopia del Instituto Politecnico Nacional, en este
microscopio se observo morfologia y por la resolucién de este tipo de microscopio también

se pudo observar tamario.

1.- En tubos Eppendorf se agregaron 1mg de muestray 1 mL de agua, se sénico durante

10 min.

2.- De la solucion obtenida se tomaron 0.5 mL y se agregaron 0.5 mL de agua, se sénico

nuevamente por 10 min.

3.- De la ultima solucion obtenida se toma una gota y se coloca en el centro de las rejillas

de 2 pm.

4.- Se colocan en una caja Petri para su almacenamiento y posterior observacion.

28



5.2.4 Andlisis en difractometro e infrarrojo

Parte de las muestras obtenidas se enviaron a la Universidad de las Américas Campus

Puebla, donde fueron analizadas en un difractometro de rayos X.

5.2.5 Potencial Z

El potencial Z y la dispersion de tamafio de particula se determinaron utilizando un
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Se prepardé una
solucion de 0.0001 g de nanoparticulas de fosfato de calcio en 10 mL de agua destilada y
se soOnico durante 10 minutos, de esta solucidon se tomo una parte y se coloco en la celda

para su analisis.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados de pruebas previas a la técnica final y muestras finales

6.1.1 Composicién de nanoparticulas mediante andlisis EDAX

A las muestras obtenidas en las técnicas 1, 2 y 3 se realizaron analisis solo en microscopio
SEM para obtener datos de morfologia y composicién y los resultados obtenidos son los

gue se presentan a continuacion.

En las muestras de la Técnica 1 donde el pH es mayor a 6.5 la relacion calcio fosforo
resulto mayor a la deseada (1.0), en el Cuadro 3 se observa que la relacién fue 3.54,
indicando formacion de hidroxiapatita, por lo que este pH se descartd para seguir
manipulandose y realizando las pruebas de sintesis de nanoparticulas de fosfato de calcio
ademas aun se observa un porcentaje de Na y Cl lo que indica la presencia de sales sin

embargo el contenido fue bajo.
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Cuadro 3. Resultados de anélisis EDAX de TécnicalapH®6.5-9.

P Ca Na Cl CalP

pH Sintesis
[65=9:0"" 2.93 10.39 087 - 3.54

La relacion Ca:P es muy importante ya que cuanto mas cercana sea a 1.0 nos indica que
es un fosfato de calcio el que se esta obteniendo, en cambio al estar por arriba de este
valor se habla de la produccion de hidroxiapatita, esto segin Vanegas et al, (2014) puede
ser debido a que a pH 6,5 o mayores hay tendencia a aglomeracion con posterior

precipitacion, lo que no permite que exista una buena interaccion entre los elementos.

Debido a los resultados obtenidos en la primera sintesis de muestras, se decidio realizar
otras pruebas estableciendo tres rangos de pH, los resultados se observan en el Cuadro
4,y se observa que conforme los rangos de pH se acercan a 6 la relacion Ca:P disminuye,
de igual manera el contenido de Na y CI disminuye hasta no hacerse presente en las
muestras de pH 5.5-6.0, sin embargo estos resultados solo dan una idea del
comportamiento de las muestras al pH, debido a que los resultados son muy variables,

por el tipo de andlisis que es, en el cual solo se analiza una parte de la muestra y no toda.

Cuadro 4. Resultados de anélisis EDAX de Técnica a diferentes rangos de pH.

Ca P Na Cl CalP
55.31 34.00 0.51 8.75 1.63
26.94 16.85 1.11 2.39 1.59
20.41 18.70 1.28 1.09

En los resultados del analisis EDAX observamos que la proporcion Ca:P mas proxima a
1.0 es la de la muestra con pH controlado entre 5.5-6.0, en las otras muestras la proporcién
es mayor por lo que podemos deducir que al trabajar en este pH obtendremos con mayor
probabilidad el fosfato de calcio deseado, a diferencia de las demas muestras, tal es el
caso de la muestra de pH 4.5-5.0 donde la relacién Ca:P es mas cercana a 2 lo que es un

indicio de que se esta produciendo hidroxiapatita.
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6.1.2 Composicion de nanoparticulas con difractograma de rayos X

Se realizarén analisis de infrarrojo al CaHPOa4 grado analitico (Figura 3) utilizadas como

testigo, para comparar su composicion con la de las muestras sintetizadas.

En la Figura 3 los resultados del andlisis de infrarrojo dio valores de referencia (picos) que

se compararon con las muestras elaboradas. Estos valores son por orden de aparicion
1338.553, 1058.176, 987.750, 846.240, 720.877, 589.294 y 578.531.

% Transmitancia

. CaHPO4
110=
100-
I
80—

0=

.
e
o
=1
o
[

1058176
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‘Wavenumber

Figura 3. Infrarrojo de CaHPO4 grado analitico

Las figuras 4, 5y 6 muestran los resultados del andlisis de infrarrojo. Los valores (picos)

pueden compararse con los obtenidos en la figura 3 correspondiente al CaHPOa4 grado

analitico. Los valores obtenidos del andlisis infrarrojo para la muestra del pH 4.5 — 5.0 por
orden de aparicion fueron 1343.89, 1131.52, 1066.27, 996.59, 885.31 y 558.58.

% Transmitancia
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Figura 4. Infrarrojo de muestra pH 4.5-5.0
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Valores obtenidos por analisis de infrarrojo a muestra de pH 5.0 — 5.5: 1339.86. 1132.09,
1065.38, 995.63, 882.70, 685.72 y 563.81.

120- CaHPO4-M2 (pH 5.0-55)

110-
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Figura 5. Infrarrojo de muestra pH 5.0 -5.5

Los valores obtenidos del andlisis para la muestra de pH 5.5-6.0 fueron: 1636.46
1338.91, 1123.4, 1059.31, 989.89 y 877.91.

" CaHPOAMS (pH 5.5-6.0)
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Figura 6. Infrarrojo de muestra pH 5.5-6.0

En la figura 7 se realiz6 una comparacion de las muestras elaboradas a diferentes pH con
la muestra de Ca2HPO4 grado analitico, sin los valores de los picos, solamente de las
curvas, para darnos una idea mas clara de que muestra se acercé mas a la del fosfato

grado analitico.
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Figura 7. Resultados de infrarrojo de CaHPO4 analitico, M1, M2, M3, M4 (de arriba a

abajo)

Al realizar la comparacion de las gréficas y los valores de los picos observamos que la
muestra mas parecida al Ca2HPO4 analitico es la muestra sintetizada a un pH de 5.5-
6.0.

Cada uno de los espectros de los precipitados analizados muestra las bandas
fundamentales correspondientes a los grupos principales del fosfato de calcio que se
analiza. En los 1040 y 1091 cm-1 se encuentra la sefial de formacion de hidroxiapatita, la
sefial de formacion de PO42 tiene dos puntos; la vibracion antisimétrica que aparece en
los los 561 y 606 cm-1 y la vibracion simétrica aparece a partir de los 952 cm-1. La
vibracion principal del grupo OH- se aprecia como una ligera inflexion sobre los 3572 cm-
1, sefal de la absorcion de humedad por parte de la muestras durante el proceso de
sintesis (Fowler, 1974).

Con la obtencion de estos resultados se determiné que el pH para trabajar en la
elaboracion de las nanoparticulas seria 5.5 — 6.0, con lo que se procedio a realizar las

nanoparticulas monitoreando el pH en dicho rango.
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6.1.3 Morfologia de nanoparticulas mediante analisis SEM

Los resultados obtenidos de morfologia con esta técnica no fueron muy favorables ya que
no se observaron estructuras muy definidas. En las Figuras 8, 9y 10 obtenidas por SEM
se aprecié que en las particulas generadas por todas las variantes (pH) prevalecen las
dimensiones menores a 5 micras, sin embargo existe una propension a presentar una
configuracion globular en las particulas obtenidas a pH 4.5 — 5.0, a diferencia de las
obtenidas a pH mayores a 5.0 en las que se observé la tendencia a formacién de
estructuras laminares figura 9 y 10, lo cual pudiera encontrarse relacionado segun Paz et
al. (2010) a la formacion de cristales, ademas, en todos los casos se observo una

tendencia a la formacion de aglomerados de las particulas.

Figura 8. Micrografia electronica de barrido observada a 18, 000 x de microparticulas
amorfas que corresponden a latécnica de pH 4.5 -5.0.

X1,600 10pm

a) b)

Figura 9. Micrografia electréonica de barrido de microparticulas amorfas
observadas a a) 1,600y b) 18, 000 X, sintetizadas a pH 5.0 —=5.5.

34



Figura 10. Micrografia electronica de barrido de microparticulas amorfas que
corresponden a la técnica de pH 5.5 - 6.0, observadas a a) 500 X, b) 1,000 X y c) 18,
000X.

6.1.4 Tamafo de nanoparticulas

Los resultados obtenidos en el Z-Sizer para tamafio de particula se agrupan en el Cuadro
5, posteriormente se muestran las graficas generadas, donde se observa que para las
muestras sintetizadas a pH4.5-5.0 los rangos van de 141.8 nm a 684.1 nm, en la siguiente
muestra pH 5.0-5.5 los tamafios son de 396.6 nm a 658.0 nm y en la muestra final el rango
va de 28.21 a 623.5 nm, los rangos obtenidos son amplios esta variacién probablemente
se debe a que a cada muestra se realizaron 3 medidas, al realizar la medida final dio
tiempo a que hubiera aglomeracion de las nanoparticulas y de esta manera se obtuvieron

valores mayores.

Cuadro 5. Rangos de tamafio de nanoparticulas a diferentes pH

141.8-684.1

. 5055 396.6 - 658.0

28.21 - 623.5

De los resultados anteriores observamos que el pH con el que se obtienen menores
tamafios de particula es de 5.5-6.0, los tamafios de particula sintetizados a dicho pH (5.5-
6.0) se corroboraron al realizar medicion de tamafios en microscopio de transmision
electronica TEM, se observo tamafios de particula de 20 nm a 100 nm aproximadamente,

como lo podemos observar en la Figura 11.
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Figura 11. Im&genes obtenidas con microscopio de transmision electrénica a
39200 x, de muestras sintetizadas a pH 5.5-6.0.

6.1.5 Potencial Zeta e indice de polidispersidad (Pdi)

El indice de polidispersidad de las nanoparticulas obtenido presenta un comportamiento
interesante Cuadro 6, ya que conforme aumenta el pH de sintesis de las nanoparticulas
se observa una disminucion en el Pdi, siendo el valor mas bajo para el pH de 5.5-6.0,
teniendo en cuenta que el rango de un Pdi aceptable va de 0 a 1 y cuanto mas cercano
este de cero mas homogéneas seran las particulas, estos valores indican que a pH de
sintesis 5.5-6.0 las nanoparticulas son mas homogéneas a comparacion de los otros dos
rangos de pH (4.5-5.0, 5.0-5.5).

Cuadro 6. Pdi de nanoparticulas sintetizadas a diferentes pH

- Minimo Maximo

I455008  0.605 1
5055 0.481 0.983
IS5 60N 027 0.978

Debido a que los menores tamafios de particula, al tipo de morfologia e indice de
polidispersidad muestran que el pH de sintesis con el que se obtienen las mejores
nanoparticulas de fosfato de calcio es 5.5 — 6.0, el analisis de potencial Z se obtuvo solo
para las nanoparticulas sintetizadas a dicho pH, el valor resultante fue -1.13 mV, siendo
un valor alejado del esperado para que se le considere un sistema estable (< -30mV 6 >
30mV), lo que indica que con el tiempo en un sistema coloidal las nanoparticulas tenderan
a juntarse y precipitarse.
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Puede verse que los resultados en la caracterizacion de las nanoparticulas varian de
acuerdo al pH de sintesis esto concuerda con lo reportado por Garcia et al. (2005) que
refiere que la region de estabilidad de la fase hidroxiapatita (HAp) o de la fase monetita
(Mt) de un fosfato es altamente dependiente del pH del sistema. Dependencia que también

ha sido reportada en otros trabajos.

7. CONCLUSIONES

e Se prepararon y caracterizaron satisfactoriamente las nanoparticulas de fosfato de

calcio.

e Las nanoparticulas sintetizadas a diferentes pH, fueron diferentes en su,

composicién y morfologia.

e Se concluye que la técnica en la cual se controla el pH en un rango de 5.5 — 6.0,se
obtienen las mejores nanoparticulas de fosfato de calcio en tamafio y composicion.
La técnica adecuada para la elaboracion de nanoparticulas de fosfato de calcio fue

a dicho pH.
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