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INTRODUCCION GENERAL

El sector pecuario en México presenta grandes retos ante la dependencia de
insumos alimenticios del extranjero, aunada a la crisis econémica por la que
atraviesa nuestro pais. Asi también, hay gran interés por implementar tecnologias de
bajo costo que vayan acorde con la filosofia “limpio, verde y ético” para producir
insumos alimenticios para consumo humano que permitan cubrir la demanda de

éstos y bajo condiciones amigables con el ambiente.

A lo largo de los afios y aun en la actualidad, la alimentacion ha sido el
recurso limitante mas importante en la produccién animal, ya que si se analizan los
costos de produccion pecuaria, se observa que juega un papel sobresaliente. En un
estudio realizado por Silos (1968), quien evalué los costos e ingresos en la
produccién de huevo en la Comarca Lagunera, informa que los costos por compra de
alimentos y pollitos en 23 explotaciones avicolas en la seccidén de crecimiento para
producir una polla de remplazo corresponden al 86% del total de los gastos
variables. Por su parte, Cuca et al. (2009) sefalan que el alimento balanceado
representa del 60 al 70% del total de costo de produccion de carne o huevo; por lo
que cualquier mejora o ahorro que se pueda lograr en ésta area, tendra un impacto
significativo en los costos de produccion y por consiguiente en la ganancia al
productor y en el precio al consumidor. Por tal motivo, es importante tratar de reducir
la cantidad de alimento utilizado, sin afectar la calidad nutricional del producto final,
asegurando al mismo tiempo, la obtencion del maximo beneficio. Es necesario
implementar tecnologias de vanguardia tales como la nanotecnologia que permitan
incrementar la biodisponibilidad de los nutrientes, con la consecuente disminucion en
los niveles de inclusion de ingredientes en la dieta, sin descuidar el nivel de
produccion, la calidad, valor nutricional e inocuidad de los alimentos. En éste sentido
y debido a que los minerales son uno de los nutrientes mas utilizados en la nutricion
animal se ha explorado el uso de nanomateriales de diversas fuentes minerales

como son nanoparticulas (NPs) de cobre (Rohner et al., 2007), selenito de sodio



(Gonzales-Eguia et al., 2009), fosfato férrico (Romero-Pérez et al., 2010), entre otros.
La forma en la que se encuentran los minerales influye en su biodisponibilidad, si hay
baja biodisponibilidad, el animal no podra hacer un uso adecuado de ellos y seran
eliminados en excretas, contribuyendo asi al dafio del medio ambiente (Ramirez y
Hernandez, 2010).

El fosforo (P) es un mineral esencial involucrado en muchos procesos
metabdlicos del organismo animal y contribuye a un crecimiento normal de los pollos
de engorda. Este mineral es el tercer componente mas costoso en dietas para aves
(Vallardi et al., 2002). Debido al alto contenido de &acido fitico (Figura 1) en los
ingredientes de origen vegetal (>60%) y a que las aves no producen la enzima fitasa
(Beltran-Lopez et al.,, 2000), es necesario que las dietas en aves sean
complementadas con fuentes de P inorganico, para satisfacer las necesidades del
elemento, ya que se considera que el P de fuentes inorganicas es 100% disponible,
mientras que el proveniente de las fuentes de origen vegetal solo tiene un 30% de
disponibilidad (Scott et al., 1982). Sin embargo, el precio de los fosfatos se ha
incrementado significativamente en afos recientes, lo cual aumenta el costo de las
dietas (Cuca et al., 2003; Rodehutscord, 2011) y por otra parte, la excrecién de éste
mineral provoca la acumulacion en el suelo y su lixiviacion, con consecuencias
negativas sobre las aguas superficiales, tales como la eutrofizacion (Sharpley, 1999;
Keshavarz y Austic, 2004; Rodehutscord, 2011). Waldroup et al. (2000) estiman que
al menos el 50% del P de las excretas proviene de fosfatos minerales no digeridos,

principalmente de pollos.

Figura 1. Molécula de Acido fitico (Vieira et al., 2006).


http://www.monografias.com/trabajos10/fimi/fimi.shtml

El fosfato dicalcico (FD) es comunmente utilizado como fuente de P en dietas
para animales (Fernandes et al., 1999) y su disponibilidad depende del estado de
hidratacion en el que se encuentre la molécula, por lo que puede existir en forma
anhidra o dihidratada, siendo esta ultima la mas disponible para pollitos (Gillis et al.,
1962), por lo que Leeson y Summers (2005) indican que el FD anhidro tiene
aproximadamente 10% menor disponibilidad que la forma hidratada. Lima et al.
(1995) indican que el fosfato de calcio comercial es una mezcla de varias cantidades
de FD, acido fosférico, carbonato de calcio e impurezas. Segun De Blas et al. (2010),
la disponibilidad del P del FD para aves es del 85%, pero ésta disponibilidad puede
variar por lo que una alternativa para mejorar la biodisponibilidad de éste
suplemento, puede ser la implementacién de nuevas formas de administracién del P,
que cubran el requerimiento de los animales. Una opcién es la utilizacién del FD en
NPs, reduciendo el tamafio de particula, en consecuencia se incrementa la zona de
superficie expuesta a la interaccion quimica dentro del tracto gastrointestinal y se
puede obtener una mayor eficiencia de absorcién, segin Wang et al. (2004), las
particulas de hasta 100 nm se absorben en el tubo gastrointestinal de 15 a 250
veces mas que las de un mayor tamafo, por lo que se puede reducir la cantidad de
FD en la dieta de las aves si ésta se adiciona en forma de NPs y de ésta manera
reducir costos por concepto de alimentacién. En el presente estudio se plantea la
elaboracion de NPs de FD anhidro (NPFD) con el objetivo de caracterizarlas y

evaluar su efecto productivo, en pollos de engorda en iniciacion.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun Rebollar y Mateos (1999) las materias primas de origen vegetal
contienen alrededor de dos tercios del P en forma de fitatos y su disponibilidad para
no rumiantes es practicamente nula, por lo que al ser consumido por el animal, éste
aparece casi por completo en las heces cuando se integran en el suelo; este P es
liberado mediante la accion de las fitasas contenidas en los microorganismos del
suelo y pasa a rios y lagos con la consecuente eutrofizacion de aguas y de
reservorios acuaticos. Bajo estas circunstancias, hay un crecimiento acelerado de
algas y un agotamiento del contenido en oxigeno del agua, lo que provoca la
mortalidad de la fauna acuatica. La baja disponibilidad del P crea al productor dos
problemas: la necesidad de adicionar a las dietas P inorgénico, con el consiguiente
encarecimiento del producto final, y la excrecion al ambiente de altas cantidades de
éste macromineral. Actualmente, la tecnologia permite generar productos que tengan
un impacto positivo en la produccion animal; en este sentido, la nanotecnologia es
una tecnologia que puede ser encaminada hacia el desarrollo de avances
sustantivos en ésta area. La FSAI (FSAI, 2008), sugiere que los nutrientes
esenciales pueden ser mejor biodisponibles con el uso de la nanotecnologia, por lo
que la produccién de nanoparticulas de fésforo (NPPs) es una alternativa que puede
permitir la disminucion del tamafio de la particula, para un mejor proceso de
biodisponibilidad del macronutriente en el alimento. El proceso, podria permitir que el
P sea mejor aprovechado por el ave, haciendo de ésta manera posible el ajustar el
consumo de P a las necesidades reales del animal, disminuyendo asi el costo de

alimentacion y de los niveles de P excretados por los animales.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y evaluar el efecto productivo de NPFD en pollos de

engorda en iniciacion.



2.2. Objetivos especificos

e Obtener NPFD mediante el método de coprecipitacion, empleando
precursores apropiados de Ca*" y de HPO,? en solucién acuosa, en presencia
de un agente de recubrimiento biocompatible y realizar las caracterizaciones
morfologicas y de dispersion de tamafo, asi como de composicion quimica y

de identidad (fase cristalina) de las NPFD elaboradas.

e Evaluar el efecto fisiologico y productivo de las NPFD en pollos de engorda en
iniciacion y compararlo con las fuentes de P comercial (FD dihidratado) y de
grado analitico (FD anhidro), constituidas por particulas de tamafio

convencional.

3. HIPOTESIS

El método de coprecipitacion permite obtener NPFD menores a 100 nm que

pueden ser utilizadas en la alimentacién avicola.

Las NPFD mejoran la ganancia de peso, consumo de alimento, conversiéon

alimenticia y acumulacion del P en tibias de pollos de engorda.

4. MARCO TEORICO

4.1. Foésforo

El P es un macromineral que se discute en forma conjunta con el calcio (Ca)
debido a que estan muy asociados en diversas funciones que se realizan en el
organismo animal (Cuca et al., 2009), juntos constituyen la mayor parte del contenido
mineral del hueso y son los dos elementos minerales mas abundantes en el cuerpo
animal (46% de Cay 29% de P). La deficiencia o exceso de uno puede interferir con

la utilizacion del otro (McDowell, 2003), e incluso el desbalance en la disponibilidad



de cualquiera de éstos dos minerales, puede producir cantidades excesivas de P
excretado (Kebreab et al., 2009). Segun el NRC (1994), el P debe estar presente en
los alimentos en cantidades tales que la relacion Ca:P no fitico sea de 2:1 con la
excepcion de dietas para gallinas ponedoras, en donde el requerimiento de Ca es
tan alto que la relacion Ca:P no fitico puede ser hasta de 12:1. La sangre contiene

aproximadamente 35-45 mg de P por 100 ml (Scott et al., 1976).

4.1.1. Propiedades quimicas

El fésforo es un elemento quimico que tiene un peso atomico de 30.97 g/mol,
ndmero atémico de 15y su simbolo es P. Se encuentra en la serie quimica de los no
metales. Tiene un isétopo 100% natural, *'P. Es el segundo elemento mineral mas
abundante en el organismo animal y constituye el 0.12% de la corteza terrestre. Este
mineral no se encuentra en forma libre en la naturaleza sino combinado formando
fosfatos y siempre esta presente en la superficie de la tierra en la forma de
ortofosfatos (Underwood, 1981; McDowell, 2003). En granos de cereales y
oleaginosas, el fosforo es de baja disponibilidad para las aves, ya que se encuentra
en forma de fitatos, los cuales representan de un 50 a 80% del fésforo total del
grano, mientras que el fésforo restante se encuentra en los fosfolipidos,

fosfoproteinas, acidos nucleicos y fosfatos inorganicos (Hernandez et al., 2006).

4.1.2. Funcion biolégica

El P es un mineral que cumple funciones vitales para los seres vivos, por lo
gue es considerado como un elemento quimico esencial, es probablemente el
elemento mineral con mas funciones (Underwood, 1981), juega un papel importante
en el desarrollo y mantenimiento de las estructuras Oseas; metabolismo de la
energia, carbohidratos, aminoacidos y grasas; metabolismo del tejido nervioso;
crecimiento esquelético y transporte de acidos grasos y otros lipidos; es un
componente importante del Adenosin di y trifosfato (ADP y ATP), acidos nucleicos
(ADN y ARN) y de moléculas de fosfolipidos, que integran y dan flexibilidad a las
membranas celulares (Scott et al., 1976; McDowell, 2003).



4.1.3. Absorcioén

Algunos autores (Arnaud y Sanchez, 1996; Ternouth y Coates, 1997) indican
que el 70 al 80% del P ingerido en la dieta es normalmente absorbido. La principal
absorcién del P se da por difusion pasiva y activa en el tracto intestinal en donde el
duodeno y yeyuno son los principales sitios de absorcion (McDowell, 2003).

Independientemente de las formas en las cuales se ingiera el P, su absorcion
dependera de su solubilidad, de la fuente de P, pH intestinal, edad del animal,
parasitismo intestinal y del consumo de otros minerales como el calcio, fierro,
aluminio, manganeso, potasio y magnesio. Asi mismo, la Vitamina D influye en la
absorcién de éste mineral ya que estimula su transporte a través del epitelio
intestinal, debido a que en el intestino la 1,25-(OH),D promueve la sintesis de

calbindina y otras proteinas para estimular la absorcién de P (McDowell, 2003).

4.1.4. Biodisponibilidad del fosforo

Como ya se ha mencionado anteriormente, la mayor parte del P contenido en
las materias primas de origen vegetal que se utilizan para la fabricacion de alimentos
balanceados se encuentra en forma de P fitico el cual es indisponible para las aves
debido a la carencia de la enzima fitasa en el tracto gastrointestinal (Scott et al.,
1976). Por lo que es de gran importancia conocer la biodisponibilidad del P, ya que
cuanto mas preciso sea el suministro de éste mineral para cubrir los requerimientos
nutrimentales de P disponible, mayor sera el conocimiento de la disponibilidad del P
de los ingredientes a utilizar (Rodehutscord, 2011), ademas éstos requerimientos y
las concentraciones de los alimentos para la elaboracion de dietas deben ser
expresadas en términos de unidades biodisponibles (Sibbald, 1987). Sin embargo,
segun Sibbald (1987) la biodisponibilidad es un concepto abstracto por lo cual no
puede ser medido pero si analizado. Conocer la biodisponibilidad o digestibilidad de
productos minerales fosfatados empleados como complementos en alimentacion
animal es importante no solo por el factor econdémico que representan, sino también

por el impacto del fésforo en el ambiente, lo cual genera el interés de optimizar la
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formulacion de dietas para evitar gastos excesivos y contribuir asi a mejorar las

condiciones de preservacion del ambiente (Cornejo et al., 2005).

Debido a que es necesario suplementar las dietas para aves con fuentes de P
de alta disponibilidad, las fuentes inorganicas de P son elegidas para formar parte
del alimento balanceado ya que segun el NRC (1994) y Scott et al., (1976), el fésforo
proveniente de productos de origen animal y de suplementos inorganicos es muy
utilizado en la elaboracion de dietas para aves, por su alta disponibilidad. En
general, FD es la forma quimica mas utilizada en la elaboracién de dietas y se le
asignaba arbitrariamente una disponibilidad del 100% por lo que la disponibilidad del
P de las demas materias primas se estimaba en forma relativa relacionandolas con el
valor de disponibilidad del FD; éste método es aun recomendado por el NRC (1994),
por lo que algunas fuentes inorganicas de P que son mas disponibles que el FD,
pueden presentar valores superiores al 100% (FEDNA, 2010). Gillis et al. (1962)
indican que existe confusiéon en los estudios de disponibilidad del FD en aves, ya que
no se toma en cuenta que muchos compuestos fosfatados pueden existir en diversos
estados de hidratacion lo que afecta la disponibilidad del P, por lo que ellos indican
gue la forma dihidratada tiene una mayor disponibilidad en comparacion con la forma
anhidra, probablemente debido a diferencias en la estructura fisica o propiedades
quimicas del material. Sin embargo, la disponibilidad del P en el FD anhidro se
puede incrementar con el uso de dietas que contienen pasta de soya, ya que segun
Scott et al. (1982), éste ingrediente de origen vegetal contiene un factor relacionado
con su porcion fibrosa que esta involucrado en la mejor utilizacién del P, debido al
estimulo del proventriculo para producir suficiente acido clorhidrico para disolver el

FD anhidro el cual es menos soluble gue el dihidratado.

4.1.5. Fuentes inorganicas de fosforo

Segun Rodehutscord (2011), la cantidad de P agregada en una dieta para
cubrir sus necesidades, es variable y no s6lo depende de factores ligados al animal
como la especie, edad y rendimiento planeado sino también de las materias primas

utilizadas en la elaboraciéon del alimento.



Existen diversos compuestos fosfatados utilizados en la produccion avicola,
como son los fosfatos mono y dicalcicos, los fosfatos mono y disddicos y el acido
fosférico entre otros, sin embargo el fosfato dicalcico (CaHPO,) es una fuente de
fésforo con un valor bioldgico bastante aceptable (95-100 teniendo como estandar de
referencia al Beta-fosfato tricélcico), y con un alto grado de utilizacion (FEDNA,
2010).

4.15.1. Fosfatos de calcio

Todos los fosfatos de calcio contienen principalmente tres elementos
quimicos: calcio (estado de oxidacién +2), fésforo (estado de oxidacion +5) y
oxigeno (estado de oxidacion -2), como parte de aniones ortofosfato. Existe una gran
variedad de fosfatos de calcio, los cuales son distinguidos por el tipo de anién

fosfato:

Orto (PO,
Meta (PO3)
Piro (P,07%)
Poli (PO3),™)

Algunos factores como la temperatura, presion parcial del agua e impurezas

pueden determinar la fase cristalina de un fosfato de calcio (Dorozhkin, 2009). Los

diferentes fosfatos de calcio se mencionan en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Ortofosfatos de calcio existentes (modificado de Dorozhkin, 2009).

pH (rango de

Ca:P
) ) estabilidad en
(Relacién Compuesto Férmula quimica .
o solucion acuosa
i6nica)
a 25°C)
0.5 Fosfato monocélcico monohidratado Ca(H2P04)2.H,0 0.0-2.0
0.5 Fosfato monocalcico anhidro Ca(H2P04)2 1°)
1.0 Fosfato dicélcico dihidratado, CaHPO42.H,O 2.0-6.0
brushita
1.0 Fosfato dicalcico anhidro, monetita CaHPO, Lol
1.33 Fosfato octélcico Cag(HPO4)2(P0O4)4.5H,0 5.5-7.0
1.5 a- Fosfato tricélcico a-Cas (POa)2 12
15 B- Fosfato tricalcico B-Cas (PO4)2 12
1.2-2.2 Fosfato de calcio amorfo Cas (POs)2 * nH20O ~5-12
1.5-1.67 Hidroxiapatita deficiente en calcio Cag (HPO4)(PO4)s(0OH) 6.5-9.5
1.67 Hidroxiapatita Caio(POa4)s(OH): 9.5-12
1.67 Fluorapatita Cai0(POa)sF2 7-12
2.0 Fosfato tetracélcico, Hilgenstockita Cau(P0O4)20 L2

':J Estos compuestos no pueden ser precipitados de soluciones acuosas.
M Estables a temperaturas cercanas a 100°C.

4.2. Nanotecnologia

Sin lugar a dudas, estamos en el umbral de una revoluciéon en la forma de
fabricar materiales y productos. La convergencia de la quimica, la fisica, la biologia y
la ingenieria ha dado lugar a un nuevo campo, el de la nanotecnologia, que se ocupa
de la creacion y el uso de particulas increiblemente pequefias y cuya unidad de
medicion es el nanometro (Tegart, 2005). La palabra “nano” viene del latin “nanus”
gue significa “enano” y el término de nanotecnologia fue usado por primera vez por
Norio Taniguchi, investigador japonés en la Tokyo University of Science durante una
conferencia en 1974. Sin embargo, el discurso impartido por el fisico norteamericano
y premio Nobel de Fisica Richard P. Feynman en un congreso de la Sociedad
Americana de Fisica en 1959 en la Universidad del Sur de California, es
considerado por muchos como el iniciador de las ideas revolucionarias que llevarian
eventualmente al desarrollo de la Nanociencia y la Nanotecnologia (Kakade, 2003).
En el decenio de los 80’s, la nanotecnologia es popularizada por Eric Drexler quien

a través de su libro “Motores de la Creacidén” generd un gran interés social por el



tema, aunque varias de sus ideas (como la de la plata gris) puedan considerarse
polémicas o incluso absurdas (Verma et al.,, 2012). La nanotecnologia se define
como un campo de las ciencias aplicadas dedicada al control y manipulaciéon de la
materia a una escala menor que un micrometro, es decir, a nivel de atomos y
moléculas y en su definicion mas estricta de la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia,
ésta se refiere a estructuras mas o menos en el régimen de 1-100 nanémetros (nm)

de tamafio en al menos una dimension.

Los investigadores y tecnologos han abordado la nanotecnologia desde tres
areas cientificas: la fisica, la quimica y la biologia (Tegart, 2005) y por lo tanto se
considera como una tecnologia potencial para revolucionar diversos campos, entre
ellos la medicina veterinaria, salud animal y otras areas de la produccién animal
(Sekhon, 2012), ya que se puede alterar la forma en el modo de produccion,
transformacién, envasado e incluso el uso del producto final. También puede ser util
para desarrollar materiales a nanoescala, sistemas de liberacion controlada,
deteccion de contaminantes y creacion de nanodispositivos para su uso en la

biologia celular y molecular (Verma et al., 2012).

4.2.1. Disefio y preparacion de NPs

Existen diferentes métodos de preparacion de NPs y la seleccion de
cualquiera de estos métodos depende de los objetivos y condiciones particulares del
uso al cual se destinen éstas. Sin embargo, es importante tener algunas
consideraciones como la estabilidad fisica y quimica del agente activo, asi como su

toxicidad y su perfil de liberacion, entre otras cosas (Ramirez y Hernandez, 2010).

Segun Rao et al. (2004) y Schmid (2004), los métodos de sintesis de NPs, se

pueden agrupar en dos categorias:

“De arriba hacia abajo” (Top-Down): la cual consiste en la division de

sélidos de un tamafio mayor a uno menor por medio de métodos como la molienda o



desgaste, métodos quimicos o la volatilizacion de un sdlido seguido de su

condensacion. Algunos métodos son:

- Evaporacion térmica

- Depdsito quimico en fase de vapor
- Preparacion de clusters gaseosos
- Implantacion de iones

- Molienda

“De abajo hacia arriba” (Bottom-Up): consiste en la sintesis de NPs a través
de la condensacion de atomos o moléculas en una fase gaseosa o en solucion. Esta
categoria de clasificacion suele ser la mas utilizada en los procesos de sintesis.

Algunos métodos son:

- Método coloidal

- Reduccion fotoquimica y radioquimica
- Irradiacion con microondas

- Utilizacion de dendrimeros

- Sintesis solvotermal

- Método sol-gel

Bajo este criterio de clasificacién, Zanella (2012) menciona que varios de los
métodos de sintesis de “arriba hacia abajo”, salvo la molienda, resultan costosos ya
que requieren de instrumentaciéon compleja y complicada, haciendo mas viable la
utilizacion de métodos de “abajo hacia arriba”, en especifico los que utilizan
procedimientos quimicos, ya que éste método es el mas conveniente para la

obtencion de particulas uniformes y pequenas.

Sin embargo, Agnihotri et al. (2004) comentan sobre algunos métodos

comunes para la preparacion de NPs tales como:



Emulsién: en éste método, se prepara una emulsion a través de la
emulsificacion de una solucion acuosa en una fase oleosa, la cual es agitada

vigorosamente y que produce la separacion de las particulas.

Precipitacion: en este caso, las particulas son producidas por la disolucion
del agente de interés en una solucién alcalina. Posteriormente, se lleva a cabo una
separacion y purificacién de las particulas por medio de la centrifugacion vy filtrado,
seguido de un lavado con agua caliente y fria.

Secado por aspersion: es una de las técnicas mas conocidas y usadas para
producir polvos, granulos o aglomerados. Se basa en el secado de gotas esparcidas
con aire comprimido caliente y se requiere del uso de un solvente el cual es

instantaneamente evaporado, permitiendo la formacion de NPs.

4.2.2. Caracterizacion de NPs

El desarrollo de sistemas cada vez mas pequefios presenta nuevos
desafios en la investigacion como consecuencia de las dificultades que existen en la
fiabilidad, comparabilidad y reproducibilidad de los materiales a una pequefa escala.
Sin embargo, los avances en cuanto al tema de caracterizacion, han comenzado a
evolucionar y hoy en dia existe la posibilidad de determinar las caracteristicas
fisicoquimicas de las NPs como son: tamafio de particula, distribucion de tamafio,
superficie, carga y topografia de la superficie, composicién y pureza, hidrofobicidad y

solubilidad, reactividad quimica y bioactividad, dispersién, entre otras (FSAI, 2008).

4.2.2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmision (TEM)

El SEM (Scanning Electron Microscopy), produce imagenes amplificadas de
alta definicion utilizando un haz de electrones en lugar de un haz de luz en la
formacion de la imagen. Se produce un rayo de electrones en la parte mas alta del
microscopio por medio de un filamento, el cual viaja a través del cafidon de

electrones. El rayo de electrones sigue un camino vertical a través del microscopio,



el cual se encuentra al vacio. El haz atraviesa campos electromagnéticos y lentes,
los cuales enfocan el haz hacia la muestra. Una vez que el haz golpea la muestra,
electrones y rayos X son emitidos por la muestra, los detectores recolectan los rayos
X, electrones dispersados y electrones secundarios y los convierte en una sefial, la
cual es mandada a una pantalla para producir la imagen final (Purdue University,

2014). En la Figura 2 se muestra el diagrama de un microscopio electrénico de
barrido.
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Figura 2. Diagrama de un equipo SEM (Purdue University, 2014).

El TEM (Transmission Electron Microscopy) opera con los mismos principios
basicos que el SEM utilizando electrones en lugar de luz, ya que los electrones
tienen una menor longitud de onda haciendo posible obtener una resolucion mucho
mejor que con un microscopio de luz. Se pueden observar objetos en el rango de los

angstroms, esta posibilidad convierte al TEM en una herramienta atil en la



investigacion de materiales, biologia y medicina. Su funcionamiento se basa en los
electrones emitidos en la fuente de luz en la parte alta del microscopio, los cuales
vigjan a través de vacio por la columna del microscopio. La diferencia con otros
microscopios es que este usa lentes electromagnéticos para enfocar los electrones
en un haz muy delgado. El haz viaja a través de la muestra a estudiar y dependiendo
de su densidad algunos electrones son dispersos. En la base del microscopio los
electrones que no fueron dispersos impactan una pantalla fluorescente, la cual se
encarga de elaborar una imagen de la muestra mostrando diferentes contrastes
dependiendo a la densidad del material (Nobel Prize Organization, 2015). En la

Figura 3 se ejemplifica la estructura de un microscopio TEM.
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Figura 3. Diagrama de un equipo TEM (Nobel Prize Organization, 2015).

4.2.2.2. Dispersiéon dinamica de luz (DLS)

La técnica de DLS es usada para determinar la distribucién de tamafio de
particulas pequefias en suspension. Se utiliza un laser el cual impacta las particulas
provocando que la luz se disperse en todas direcciones siempre y cuando la
particula sea de un tamafio comparado con la longitud de onda. Al ser un laser la
fuente de luz (monocromatica y coherente) se observa una fluctuacién en la

intensidad de dispersion. Estas fluctuaciones se deben a que las moléculas en



solucion estan sometidas a un movimiento browniano por lo que las distancias entre
las dispersiones en la solucion cambian con el tiempo. La luz dispersa pasa por
interferencia constructiva o destructiva por las particulas en el medio y dentro de la
intensidad de fluctuacién se encuentra la informacién acerca de la escala del tiempo

del movimiento de las dispersiones.

El tamafio medido con DLS cuantifica el movimiento de un liquido, al cual se
le llama “radio hidrodinamico”. Si existe una capa de moléculas alrededor de la
superficie de la particula sera mas lenta la velocidad de difusion, por lo tanto el radio
hidrodindmico se vera afectado por las moléculas de solvente, asi como otras

especies (iones, solutos) presentes en solucion (Mattison et al., 2013).

En la Figura 4 se ejemplifica el concepto de radio hidrodindmico que es la
magnitud medida indirectamente (a través de la determinacion del coeficiente de

difusién) por el equipo de DLS.
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Figura 4. Esquema que detalla el radio hidrodinamico de una particula y las
subsecuentes intensidades de dispersién de luz estatica y dinamica
(Mattison et al., 2013).



4.2.2.3. Espectroscopia de energia dispersa (EDS)

EDS (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) es una técnica analitica util para
identificar y cuantificar la composicion elemental de una muestra. El material
contenido en la muestra, el cual se prepara de igual manera que en el método de
SEM es bombardeado por electrones de éste equipo y los rayos X producidos son
medidos con un espectroscopio de rayos X. Cada elemento en la muestra
analizada, emite una longitud de onda caracteristica el cual permite ser identificado
por ésta (Garrat-Reed y Bell, 2003).

4.2.2.4. Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo es util para dar informacion de los grupos
funcionales en la molécula y depende de las transiciones entre los estados de
energia vibracionales de las moléculas, por ejemplo vibraciones de estiramiento y
flexion. La region mas util del infrarrojo es entre 4000-670 cm-1. Este tipo de
espectroscopia es clave para la determinacién de la estructura del compuesto y su
naturaleza quimica e identidad ya que cada grupo funcional como carbonilos,
aminas, hidroxilos, etc. tienen diferente nimero de onda y se pueden identificar en
el espectro de IR. En la Figura 5, se muestra un esquema de un espectrofotometro
basado en la transformada de Fourier en el que se observa que el rayo infrarrojo es
generado en la fuente de radiacion (A) y después colimado y dirigido al
interferometro (C) a través de un espejo fijo (B). Posteriormente, el rayo laser de
Helio-Neon sigue a la radiacion infrarroja a través del interferémetro con el fin de
determinar el desplazamiento del espejo mavil y asi conocer la longitud de onda a

la que se produce la absorcion de radiacion (Curia, 2010).



Figura 5. Esquema de un espectrofotdmetro por transformada de Fourier (Curia,
2010).

4.2.2.5. Difracciéon de rayos X de polvos (pDRX)

La pDRX es una técnica que se emplea para el estudio y analisis de materiales
basado en el fenbmeno de difraccion por sélidos en estado cristalino o incluso
sélidos policristalinos. Los rayos X interactian con los electrones que rodean los
atomos. El haz de rayos emergente después de la interaccion contiene la
informacion sobre la posicion y el tipo de atomos encontrados en su camino. En el
caso de un cristal los haces de rayos X dispersados por los &tomos en diferentes
direcciones resultan amplificados por el fenbmeno de interferencia constructiva, lo
cual da lugar a un patron de difraccién. Los rayos difractados se colectan por
detectores para poder analizar su intensidad y posicion por medio de métodos
matematicos y asi obtener una representacion de las moléculas del material
estudiado. La caracterizacién de difraccion de rayos X para muestras policristalinas,
se basa en las interferencias constructivas cuando se hace incidir un haz de rayos X
de una cierta longitud de onda del orden de las distancias interatomicas del sélido
que se quiere estudiar y en la ley de Bragg. Los angulos de desviacion estan
intimamente relacionados con la distancia ente planos de las redes cristalinas por lo
que el difractograma de una sustancia es caracteristico de la disposicion u
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ordenamiento de los atomos que la componen. La sefal de difraccion emitida por un
sélido cristalino es una evidencia de su estructura y la intensidad de las lineas de
difraccion en funcién de la concentracion de las diferentes fases cristalinas. En la
Figura 6 se muestra un esquema del proceso de difraccion de rayos X.

1 Ha ncidente Moz dfrectado 1

.\‘ ‘ A A/ ’,‘-.'//

re
“ v
-

i——**-—‘%*—
00— 0 " o—0-o-
oo 00000

Figura 6. Esquema de difraccion de rayos X (Cafiada, 2011).

4.2.3. Aplicaciones de la nanotecnologia en la produccién animal

Recientemente, ha incrementado la investigacion de los usos de la
nanotecnologia en el area de la biologia, especialmente en la administracion de
farmacos para seres humanos, y existe la necesidad de aplicar dichos conocimientos
en el de zootecnia, particularmente lo que concierne a salud animal, con el objeto de
facilitar y optimizar los procesos de produccién de alimentos de origen animal. Sin
embargo, existe poca o nula investigacion al respecto, a pesar que gran parte de la
investigacién enfocada a la salud humana se realiza con modelos animales. Esto es
de particular interés al considerarse animales destinados a consumo humano, donde
deben de tenerse en cuenta factores éticos, ambientales y de seguridad alimentaria.
En este sentido, Scott (2005) sefiala cuatro posibles aplicaciones de la

nanotecnologia en los animales:



1) La administraciéon de medicamentos, nutrientes, probidticos, suplementos y

otras sustancias.

2) Diagnostico y tratamiento de las enfermedades con NPs que permiten la
deteccion y eliminacion de la causa de la enfermedad sin necesidad de

cirugia.

3) Registro de identidad que permite un seguimiento de la historia de un

animal y sus productos (carne, leche, huevos, principalmente).
4) La reproduccion se facilita con el uso de inmunosensores hormonales.

Actualmente existen algunas investigaciones realizadas con animales de
interés zootécnico, aunque el nimero de estudios es todavia muy reducido, Romero-
Pérez et al. (2010) disefiaron y evaluaron, in vitro, NPs de selenito de sodio para su
uso en rumiantes utilizando copolimeros de metacrilato, sensibles al pH, de manera
gue no fueran degradadas en el rumen (cerca de pH neutro), pero si en abomaso,
sus resultados muestran que la maxima liberacion de estas particulas se dio en un
pH &acido (menor que 4), lo cual puede representar una mejor disponibilidad del

mineral en el intestino delgado.

Gonzales-Eguia et al. (2009) encontraron que la suplementacion dietética de
cobre en tamafio nanométrico tiene efectos benéficos tanto en cerdos en crecimiento
como en lechones al destete en comparacién con el CuSO4, ya que se mejoré la
disponibilidad de cobre y por lo tanto se redujo el nivel de excrecion fecal de este

mineral.

Por otra parte, las NPs de plata (con fines antibacterianos) se evaluaron en
varias investigaciones y Andi et al. (2011) y Shabani et al. (2010) encontraron
mejoras en la ganancia de peso y conversion alimenticia en pollos de engorda, en

tanto que, Ahmadi y Kurdestani (2010) no encontraron ningun efecto. Ahmadi et al.



(2009) reportaron un aumento de peso en el borde de cepillo del tracto

gastrointestinal de pollos alimentados con NPs de plata.

Recientemente, Vijayakumar y Balakrishnan (2014) estudiaron el efecto de la
adicion de NPs de fosfato de calcio en el crecimiento de pollos de engorda y
concluyen que la adicion a la dieta de 50% de estas y 50% de fosfato de calcio

comercial mejora la ganancia de peso y la conversion alimenticia.

4.2.4. Absorcion, distribucion y toxicidad de NPs

A pesar de los riesgos que pueden existir sobre el uso de NPs, es escasa

la informacién disponible sobre la absorcion, distribucion y toxicidad de éstas.

Como se menciond anteriormente, las NPs presentan una mayor
superficie (Figura 7), la cual permite una mayor area de contacto con las membranas

celulares, asi como una mayor capacidad para la absorcion (FSAI, 2008).

Figura 7. Esquema del cambio en la superficie cuando la particula se hace mas
pequefia (FSAI, 2008).

Una vez en el tracto gastrointestinal (TGI) después de la exposicién oral,
la absorcion se produce diversamente por difusién pasiva a través de las células de

la mucosa, por medio de mecanismos de trasporte y via intracelular (O"Hagan,



1996). Cuando las NPs entran al TGlI, éstas se absorben a través del moco y el
contacto con las células intestinales. Cuanto menor sea el diametro de particula, sera
mas rapida la difusion a través de la membrana plasmatica de las células del TGI,
para penetrar al torrente sanguineo y distribuirse a todos los 6érganos del cuerpo. Se
considera que la distribucién de las NPs en todos el organismo es semejante a la
distribucion que se da con particulas de tamafio convencional; sin embargo, las NPs
insolubles (materiales poliméricos artificiales principalmente inorganicos) pueden

tener una distribucion en el organismo muy restringida (FSAI, 2008).

Para considerar si un material en tamafio nanométrico es toxico o no, se
puede suponer que éste tendrd peligros similares a los del mismo material en
tamafio micrométrico o macrométrico, de tal forma que si la sustancia a evaluar,
tiene un perfil toxicoldgico inocuo debido a la inercia bioldgica y biodegradabilidad, el
nanomaterial similar puede predecirse como de bajo peligro (FSAI, 2008). En
contraparte, algunos materiales que por naturaleza son téxicos como algunos
compuestos de metales de particulas inorganicas, pueden mostrar la misma
toxicidad o mayor si se producen en un tamafio nanométrico como lo indican algunos
autores (Meng et al., 2007; Papageorgiou et al., 2007 y Singh et al., 2007). Sin
embargo, algunos estudios sugieren que las NPs pueden ser menos toxicas que las
particulas de tamafio macrométrico, como lo informa Jia (2005) en un estudio en el
gue reporta que las NPs de selenio son menos toxicas para las ratas que la selenito

de sodio.
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CAPITULO I.

RESUMEN
SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE FOSFATO

DICALCICO PARA SU APLICACION EN LA NUTRICION AVICOLA

Diana Angélica Gutiérrez Arenas, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2015

El fosfato dicalcico (FD) es comunmente utilizado como fuente de fosforo (P) en la
alimentacion avicola y una posible mejora en la disponibilidad del FD, puede resultar
del uso de nanoparticulas de FD (NPFD), por lo que en el presente estudio se
empled6 el método de coprecipitacién para la obtencién de estas. La sintesis se llevo
a cabo mediante el uso de dos precursores: fosfato de sodio (Na;HPOQO,) y cloruro de
calcio (CaCl,) a temperatura ambiente, con agitacion constante y pH controlado. Se
utilizé como agente disgregante el polimero polivinilpirrolidona (PVP) y se llevd a
cabo un lavado de sales por centrifugacion. La obtencion de soélidos se realizé por
liofilizacién a -46°C y se caracterizaron por Microscopia Electronica de Barrido y de
Transmisidon, Dispersion dindmica de Luz, Espectroscopia de energia dispersa,
Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier y Difraccion de rayos X.
Se obtuvieron nanoparticulas de forma prismética con un diametro de 20 a 80 nm
compuestas en su mayoria de fosfato de calcio en su fase monetita (FD anhidro) con
algunos restos de hidroxiapatita. Las NPFD cumplen con la estequiometria Ca:P de
1:1.1, lo cual confirma la sustancia obtenida con formula CaHPO,. Estos resultados
dan a las NPFD buenas caracteristicas fisicoquimicas para ser utilizadas en la

alimentacioén avicola.

Palabras clave: Nanotecnologia, fosfato de calcio, innovacion tecnoldgica,

avicultura.



ABSTRACT
SYTHESIS AND CHARACTERIZATION OF DICALCIUM PHOSPHATE

NANOPARTICLES FOR APPLICATION IN POULTRY NUTRITION

Diana Angélica Gutiérrez Arenas, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2015

Dicalcium phosphate (DAP) is commonly used as a source of phosphorous (P) in the
poultry feed and a possible improvement in the availability of the FD can result from
use of nanoparticles FD (NPFD), so in this study the method used coprecipitation to
obtain these. The synthesis was carried out using two precursors: sodium phosphate
(Na,HPO,4) and calcium chloride (CaCl,) at room temperature with constant stirring
and controlled pH. It was used as the disintegrating agent polyvinylpyrrolidone
polymer (PVP) and is carried out by centrifugation washed salt. The solid obtained
was performed by lyophilization to -46 ° C and they were characterized by
transmission and Scanning Electron Microscopy, Dynamic Light Scattering, energy
dispersive spectroscopy, infrared spectroscopy characterized with Fourier transform
and X-ray diffraction. Prismatic nanoparticles were obtained with a diameter of 20 to
80 nm composed mostly of calcium phosphate in its phase monetite (FD anhydrous)
with some traces of hydroxyapatite. NPFD meet the stoichiometric Ca: P of 1: 1.1,
which confirms the substance obtained with formulated CaHPO4. These results give

the NPFD good characteristics for use in poultry feed.

Keywords: Nanotechnology, poultry nutrition, calcium phosphate, technological

innovation, poultry farming.



1.1. Introduccién

Segun Hu et al. (2010), las NPs de fosfato de calcio juegan un papel muy
importante en diversas areas bioldégicas como son, la ingenieria de tejidos y algunas
otras aplicaciones médicas debido a sus caracteristicas biolégicas Unicas, por lo que
hoy en dia, la posibilidad de sintetizar éste tipo de particulas a un tamafo
nanometrico, ha despertado el interés de muchos investigadores para desarrollar
diversos métodos de sintesis que permitan controlar tanto sus propiedades fisicas,
quimicas y mecanicas, como forma, tamafo, biocompatibilidad, bioactividad, entre

otras.

El FD es comunmente utilizado como fuente de P en la alimentacion avicola.
Por lo que el uso de NPFD puede mejorar la disponibilidad de este nutriente, ya que
la reduccién en el tamafio de particula, puede mejorar la eficiencia de absorcién en el

tracto gastrointestinal de las aves.

Existe una gran variedad de técnicas, materiales y factores que influyen en la
elaboracion de NPs. Distintos métodos se utilizan para sintetizar NPs de fosfato de
calcio como: sintesis sol-gel, co-precipitacion, reaccion hidrotérma, sintesis
mecanoquimica, vibro-fresado de hueso natural, etc., (Kuriakose et al., 2004; Tas,
2000a; Tas, 2000b y Ruksudjarit et al., 2008). En el caso de NPFD, algunos autores
(L6épez-Macipe et al., 1998; Boanini et al., 2006; Sokolova et al., 2010; Hu et al.,
2010) sugieren el suministro de diferentes precursores tanto para Ca [CaCl,,
Ca(NOs3),, CaCosz 0 Ca(CH3COO0),], como para P [(NH4):HPO4, NH4H2PO4, KHPOy,,
N,HPO,4, NaH,PO,, Na;HPO, ]; asi como algunos compuestos que favorecen las
caracteristicas deseadas de cada producto en particular como son: acido poliacrilico,

acido citrico, aminoacidos, acido etilendiaminotetraacético, entre otros.

De toda la variedad de métodos de sintesis de NPs de fosfato de calcio, el

meétodo de coprecipitacion es el mas sencillo y que se puede llevar a cabo a una



escala

puede

1.2.

industrial (Tamuly and Saxena, 2012), por lo que la eleccion de este método

cubrir las expectativas de aplicacion practica en la industria avicola.

Materiales y métodos

1.2.1. Instituciones participantes

Las siguientes instituciones facilitaron el uso de sus instalaciones y equipos

analiticos para la realizacion de la presente investigacion:

Laboratorio de Nutricion Animal, Programa de Ganaderia, Colegio de
Postgraduados, campus Montecillo.

Laboratorio de NanoBioinorganica (CI-017), Departamento de Ciencias
Quimico-Bioldgicas, Universidad de las Américas Puebla.

Laboratorio de Difraccibn de Rayos X, Instituto de Fisica, Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla.

Laboratorio Universitario de Nanotecnologia ambiental. Centro de Ciencias
Aplicadas y Desarrollo Tecnologico. Universidad Nacional Auténoma de
México.

Central de Instrumentacion de Microscopia. Instituto Politécnico Nacional.

Instituto Nacional de Cancerologia. Secretaria de Salud.

1.2.2. Sintesis de NPFD

Las pruebas iniciales para la sintesis de NPFD se realizaron en el Laboratorio

de NanoBioinorganica del Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas en la

Universidad de las Américas Puebla y en el Laboratorio de Nutricion Animal del

Programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados. Todos los reactivos

empleados, fueron de grado analitico y obtenidos de fuentes comerciales.



1.2.2.1. Reactivos e instrumental utilizado

- Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPO,) marca J. T. Baker. PM 141.96
(Solucién a 10.8mM)

- Cloruro de calcio anhidro (CaCl,) marca J. T. Baker PM 110.99 (Solucién a
18mM)

- Polivinilpirrolidona PV40T-500G marca Sigma-Aldrich® (Solucién al 1%)
- Acido clorhidrico (HCI) marca J. T. Baker. PM. 36.46 (Solucién al 20%)
- Agua destilada

- Parrilla-agitador 5" X 77" 120V

- Pipeta de 10 ml

- Jeringas de 5ml

- Espatula

- Goteros

- Vaso de precipitado de 1000 ml, 2000 ml

- Matraz Erlenmeyer

- Matraz aforado de fondo redondo

- Embudo

- Soporte universal

- Pluma laser

- Centrifuga

- Estufa

- Balanza analitica

- Liofilizadora

1.2.2.2. Célculos parala preparacion de soluciones

Para la preparacion de los nanomateriales, se prepararon las siguientes

soluciones acuosas de los precursores necesarios:



- Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPO,) (10.8mM)
50 ml Na;HPO,4 X (10.8 mM/1000 ml) X (1M/1000 mM) X (141.96g/1 Mol) =
0.076669.
- Cloruro de calcio anhidro (CaCl,) (18mM)
50 ml CaCl, X (18 mM/1000 ml) X (1M/1000 mM) X 110.98g/1 Mol) =
0.09988¢g
- Acido Clorhidrico (HCI) (20%)
Se agregaron 20 ml de HCI concentrado, en 80 ml de agua destilada
- Polivinilpirrolidona (PVP) PV40T-500G (Sigma-Aldrich®) (1%)

Se agregaron 0.5g en 50 ml de agua destilada

1.2.2.3. Sintesis de nanoparticulas

Las NPFD fueron sintetizadas acorde a la siguiente reaccién quimica:

Na,HPO, + CaCl, — CaHPO, + 2NaCl

Cantidades estequiométricas tanto de fosfato de sodio (Na;HPQ,) y cloruro de
calcio (CaCl,) se disolvieron en dos soluciones separadas de agua destilada a
temperatura ambiente. Las soluciones de estos precursores se fijaron a 108 mM de
Na;HPO, y 180 mM de CaCl, con la finalidad de incrementar la concentracion diez
veces mas, para aumentar el volumen de produccién en menor tiempo. La sintesis
de NPFD se realiz6 mediante el método de coprecipitacion en donde la solucién de
Na;HPO, se adicion6 gota a gota a la solucién de CaCl,, la mezcla se mantuvo en
constante agitacion, temperatura ambiente y pH controlado. Por ultimo se agrego
gota a gota el polimero PVP como agente disgregante para evitar la aglomeracion de
las NPs y se dej6é en agitacion durante cinco minutos. Después de la mezcla, la
solucion obtenida se lavd por medio de centrifugaciéon dos veces (cinco minutos en

cada una a 8000 rpm) con la finalidad de remover lo mas posible la sal (NaCl)



producida como subproducto de la reaccion. La recuperacion del producto solido se

realizd por medio de liofilizacion a -46°C para obtener las NPFD en polvo (Figura 8).

/  Na,HPO, PVP
V(IO.S mM) = (108 mM) '@\ (Polivinilpirrolidona)

5 min

(:\J
/
Agitacion / : \\

constante CaHPO4 \

J

CaCl,
(18mM) > (180mM)

Obtencion de
solidos por Lavado por centrifugacion a 8000 rpm
liofilizacién a -46°C

Figura 8. Esquema de la sintesis de nanoparticulas de fosfato dicalcico.

1.2.3. Caracterizacién de NPFD

Los nanomateriales preparados se caracterizaron a través de distintas técnicas
de andlisis instrumental. Para la caracterizacién de la morfologia y medicién de
tamafio promedio se utilizaron técnicas como SEM y TEM; para la determinacion de
la distribucién de tamafio de particula en solucion y radio hidrodinamico se empleé la
técnica de DLS; para la determinacion de la composicion quimica y estequiometria
Ca:P se hizo uso de EDS; mediante FTIR se identificaron los modos vibracionales
asociados con los grupos funcionales caracteristicos de la composicién quimica del
material. Finalmente, empleando pDRX se identificé con precision la fase cristalina a
la que el material preparado pertenece, con el fin de identificar si éste corresponde al

tipo de fosfato de calcio que se deseaba sintetizar.



1.2.3.1. Morfologiay tamafio promedio

1.2.3.1.1. TEMy SEM

Las NPFD estabilizadas con PVP se depositaron sobre un portamuestras de
cobre con cinta doble adhesiva de carbono mediante la aplicacion de una pequefa
gota de la muestra; el disolvente se removiéo en condiciones supercriticas y la
muestra recubierta con una delgada capa de oro mediante la técnica de depésito de
capa delgada por sputtering (ionizadora JEOL, Fine Coat). Posteriormente, las
muestras fueron analizadas empleando un SEM (JEOL, JSM 35 C, operando a 15
Kv). Ambos equipos estan disponibles en el Laboratorio de Microscopia Electronica
del Colegio de Postgraduados (COLPOS-Montecillo).

De igual manera, el tamafio y forma se analizaron empleando un TEM
empleando un equipo JEM 1010 60 kV, marca JEOL en la Central de
Instrumentacion de Microscopia del Instituto Politécnico Nacional. Una gota de una
suspension de NPs dispersas en agua se monto en una rejilla de cobre (malla 200)
recubierta con formvar. Posteriormente se observo la morfologia y tamario de dichas

particulas.

1.2.3.1.2. DLS

El tamafio de particula (radio hidrodinamico) y distribucion de tamafio de
particula en solucion se determiné a través de DLS, empleando un equipo Zeta-sizer
Nano (Malvern Nano-ZS, laser: A= 532 nm) y un Nanotrac Wave de Microtrac (USA),
con un laser heterodino de 654 nm. Aproximadamente 0.005 g de NPFD se
dispersaron en 10 ml de agua, segun las recomendaciones del manual del Zeta-
sizer, el cual se calibro indicando un indice de refraccion de 1.5394 y absorbancia de
0.01. Posteriormente, se ultrasonico la dilucién y se procedio a la medicion en ambos

equipos.



1.2.3.2. Composicién quimica

1.2.3.2.1. EDS

La composicion quimica de las NPFD, fue analizada por medio del SEM
ubicado en el Laboratorio de Microscopia Electronica del Colegio de Postgraduados
(COLPOS-Montecillo), el cual tiene integrado un sistema de microandlisis por EDS,
Inca-X-act pentaFET Oxford Instruments.

1.2.3.2.2. FTIR

Las muestras de NPFD fueron analizadas mediante el uso de un
espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de Fourier Varian Scimitar FTIR-
800 con el cual se obtuvieron los espectros vibracionales necesarios para analizar y
comparar respecto a los datos reportados en la literatura o con muestras estandar
originales (muestras comerciales, en éste caso Fosfato dicalcico grado analitico
marca Baker). Los espectros se obtuvieron en estado sélido, empleando un detector
de reflectancia total atenuada (ATR), con una ventana de cristal de germanio y

registrando los datos en la regién entre 4000 y 400 cm™.

1.2.32.3.  pDRX

El andlisis de la fase cristalina del nanomaterial se realizé mediante pDRX
empleando un difractometro Bruker-AXS D5000 disponible en el Instituto de Fisica
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Las muestras se pulverizaron
finamente y se depositaron en un portamuestras de cuarzo; se empleé la linea Ka de
una fuente emisiva de cobre (A = 1.5418 A), en el modo 20, con intervalos de
medicién de 10-80° y pasos de barrido de 0.02° y un tiempo de paso de 0.6

segundos.



1.3. Resultados y discusién

1.3.1. Morfologia y tamafio promedio

1.311. SEMyTEM

Se obtuvieron particulas cristalinas de fosfato dicalcico estabilizadas

superficialmente con PVP, con forma prismatica (Figura 9).

X1,200 10pm

X1,800 10um X1,300 10pm

15kV  'X5,000

X10,000 {pm.

Figura 9. Micrografias de SEM de nanoparticulas de fosfato dicalcico en forma
prismatica.



Los tamafios promedio de las particulas sintetizadas y medidas por TEM
indican valores entre 20 y 80 nm (Figura 10).
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Figura 10. Micrografias de TEM de nanoparticulas de fosfato dicalcico.



Estos resultados son similares a los reportados por Hu et al. (2010) quienes
sintetizaron NPFD con el uso de dos surfactantes que regulan la sintesis de las
particulas con una distribucion de tamafo uniforme como son: el Bromuro de
hexadecil (cetil) trimetil amonio (CTAB) y el Acido poliacrilico (PAA); los autores
reportan tamafios de particulas en un rango aproximado de 5-60 nm y con alta
cristalinidad. Asi mismo Hagmeyer et al. (2011) disefiaron NPFD unidas a un
aminoacido (tirosina) como vehiculos capaces de liberar farmacos y observaron en
TEM particulas con un didmetro de 60-100 nm pero de forma esférica; sin embargo,
el analisis en SEM reflejo particulas en un rango aproximado entre 200 y 300 nm. En
el caso de Sokolova et al. (2010), mencionan el desarrollo de particulas esféricas con
un diametro aproximado de 50 nm que pueden servir como acarreadores de
oligonucledtidos inmunoactivos dentro de las células dendriticas para su activacion.
Particulas de mayor tamafio reportan algunos autores como Xu et al. (2011), quienes
sintetizaron fosfato de calcio amorfo con la técnica de secado por aspersion (spray-
drying) y encontraron en TEM particulas esféricas de un tamafio aproximado de 116

nm.

1.3.1.2. DLS

El didmetro promedio de particula de dispersion dinamica de luz con el Zeta-
sizer Nano, fue alrededor de 141 nm con una distribucion de tamafio unimodal
(Figura 11).
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Figura 11. Distribucion de tamafio por medio de DLS en Zeta-sizer Nano.



Sin embargo, el tamafio promedio de las NPFD a través del Nanotrac Wave
fue de entre 23.5 nm y 2.477 um, con una distribucion de tamafio bimodal (Figura
12).
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Figura 12. Distribucién de tamafio por medio de DLS en Nanotrac Wave.

La diferencia de los resultados de dispersion dinamica de luz (>100 nm, en
ambos equipos) y microscopia electréonica de transmisién (<80 nm) se debe a que
DLS registra tanto el didmetro hidrodinamico de cada particula como el de algunas
aglomeraciones de éstas, como lo expresan Sokolova et al. (2010) en su
investigaciéon, ya que reportan tamafios mayores de particula en DLS en
comparacion con la medicion a través de TEM (170 nm y 50 nm, respectivamente).
La FSAI (FSAI, 2008), indica que la tendencia de las nanoparticulas a agregarse,
puede ser resultado de la etapa de secado durante el proceso de sintesis, como

sucedio en ésta investigacion.




1.3.2. Composicién quimica

1.3.2.1. EDS

La Figura 13 muestra los resultados obtenidos por DLS y se exhiben dos
zonas (1 y 2), para asegurar que los resultados de estequimiometria Ca:P sean
homogéneos en toda la extension de la muestra. Los dos cuadros que incluyen el
porcentaje de cada elemento, nos indican que hay una relacién Ca:P (1: 1.11y
1:1.12), la cual es acorde a la estequiometria que se busca en cuanto a éstos dos
minerales.

Figura 13. Resultados del andlisis de EDS a muestras de nanoparticulas de fosfato
dicélcico.

1.3.2.2. FTIR

Los espectros de infrarrojo con transformadas de Fourier para las NPFD
sintetizadas, muestran las tipicas bandas asociadas a las vibraciones P-O,
caracteristicas de los grupos fosfato. El patrén simétrico de 3 bandas entre 1120 y
980 cm™ como se muestra en la Figura 14, es caracteristico para la fase de brushita
(CaHPO, * 2H,0) 0 monetita (CaHPO,).
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Figura 14. Gréfica de FTIR que muestra el comparativo de las nanopatrticulas de
fosfato dicalcico sintetizadas (abajo), con el PVP (medio) y el CaHPO,4 de grado
analitico (arriba).

mediante

1.3.23. pDRX

El andlisis de los difractogramas de rayos X para las muestras obtenidas

la técnica de co-precipitacion a partir de

la reaccion controlada

estequiométricamente entre fosfato dibasico de sodio y cloruro de calcio (Figura 15),

indica que en todos los casos el producto mayoritariamente obtenido es fosfato de

calcio en fase monetita,

con algunos picos

residuales correspondientes a

hidroxiapatita. Estos resultados confirman que el material presenta una férmula

guimica del tipo CaHPQy, en la cual la estequiometria Ca:P es 1:1.
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Figura 15. Difractogramas de rayos X: a) Nanoparticulas de fosfato dicalcico; b)
Brushita- Hidroxiapatita reportadas en la literatura.



1.4. Conclusiones

Se prepararon NPFD por el método de coprecipitacion con polivinilpirrolidona
como agente disgregante. Las particulas son de forma prismatica con un diametro
aproximado de 20 a 80 nm y constan de fosfato de calcio en su fase monetita con
algunos restos de hidroxiapatita. Las NP cumplen con la estequiometria Ca:P de

1:1.1, la cual confirma la sustancia obtenida con formula CaHPO,.
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CAPITULO II.

RESUMEN
EVALUACION DE NANOPARTICULAS DE FOSFATO DICALCICO EN POLLOS

DE ENGORDA EN INICIACION

Diana Angélica Gutiérrez Arenas, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2015

El uso de nanoparticulas de fosfato dicalcico (NPFD) puede mejorar la
disponibilidad de este nutriente, para su utilizacion como fuente de fésforo (P) en la
alimentacion avicola. Por lo que en el presente estudio, se evalué su efecto
productivo y su acumulaciéon en tejidos en pollos de engorda en iniciacion. Se
utilizaron 100 pollitos machos de la linea Ross de un dia de edad y se evaluaron tres
fuentes de P: fosfato de calcio comercial, fosfato dicalcico grado analitico (anhidro) y
fosfato dicalcico en nanoparticulas (anhidro). Cada fosfato se proporcion6 a las
concentraciones de: 0.24, 0.35 y 0.46% de la dieta, por lo que se tuvieron nueve
tratamientos y una dieta testigo con 0.13% de fosforo disponible. Se midié ganancia
de peso, consumo de alimento, conversion alimenticia, mortalidad, digestibilidad
aparente del P, P total en pechuga e higado, contenido de cenizas en tibias, P total
en tibias y algunas mediciones en la tibia como: longitud, didmetro proximal, diametro
medio y didmetro distal. EI uso de NPFD no mejoré la respuesta productiva y
fisiolégica (P>0.05) con respecto a las demas fuentes de fésforo inorganico
utilizadas, por lo que es conveniente realizar mas investigacion que permita el uso de

esta tecnologia en ciclos completos de engorda.

Palabras clave: Nanotecnologia, nutricidbn avicola, produccion avicola, fosfato de

calcio.



ABSTRACT
EVALUATION IN VIVO OF DICALCIUM PHOSPHATE NANOPARTICLES (NPFD)

IN BROILERS AT INITIATION

Diana Angélica Gutiérrez Arenas, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2015

The use of dicalcium phosphate nanoparticles (NPFD) can improve availability of this
nutrient, for use as a source of phosphorus (P) in the poultry feed. So in this study,
their productive effect in vivo and its accumulation in tissues in broilers at initiation
was assessed. 100 Ross male chicks line day old were used and three sources of P
were evaluated: a commercial calcium phosphate, analytical grade dicalcium
phosphate (anhydrous) and nanoparticle dicalcium phosphate (anhydrous). Each
phosphate is provided concentrations: 0.24, 0.35 and 0.46% of the diet, so that nine
treatments and a control diet with 0.13% available phosphorus were taken. Weight
gain, feed intake, feed conversion, mortality, apparent digestibility of P, total P in
breast and liver, ash content in tibia, total P in tibia, some measurements on the tibia
as measured: length, proximal diameter, average diameter and distal diameter. Using
NPFD not improve the productive and physiological responses (P> 0.05) compared to
other sources of inorganic phosphorus used, thus requiring to carry out more

research to allow the use of this technology in complete cycles of poultry production.

Keywords: Nanotechnology, poultry nutrition, poultry production, calcium phosphate.



2.1. Introduccioén

El P es un componente mineral de la dieta de las aves importante para las
funciones vitales en el organismo animal. La cantidad y disponibilidad del fosfato de
la dieta, son factores criticos en etapas como la ganancia de peso y resorcion ésea
en los animales en produccion. Por lo que existe potencial para optimizar el uso de

fuentes de P en el sector avicola (Cabrera et al., 2002; Rodehutscord, 2011).

La composicion quimica de un alimento indica su contenido de nutrimentos,
mas no de su disponibilidad para el animal. Las pruebas ordinarias de digestibilidad
tienen un valor limitado porque las heces constituyen una via importante y variable
para la excrecion de muchos minerales que previamente habian sido absorbidos y
metabolizados, ademas de la proporcion que no ha sido absorbida en el tracto
gastrointestinal (Underwood, 1981) y aunque existen varios métodos para medir la
digestibilidad, en general todos consisten en proporcionar al animal cantidades
predeterminadas de un alimento de composicion conocida, para después analizar la
composicién de las heces en términos de la composicién del alimento ingerido, ésta

digestibilidad es aparente.

El desarrollo y metabolismo del hueso son esenciales para la salud y
productividad de las aves (Korver y Torres, 2014). Segun Rodehutscord (2011),
aproximadamente 80% del P absorbido se retiene en los huesos por lo que la
composicién 6sea es muy utilizada como indicador de la disponibilidad del P, en el
caso de las aves, la tibia y los dedos de las patas son usados con este propésito, en
ellos se analiza ademas del contenido de Ca y P, la cantidad de cenizas; sin
embargo, existen otros criterios indirectos de valoracion como la resistencia a la

rotura, densidad, longitud, etc.

Un nuamero considerable de fuentes inorganicas de P son utilizadas en
producciones avicolas de todo el mundo (Leeson y Summers, 2005) en especial los
fosfatos dicalcicos a los cuales se les atribuye una alta disponibilidad del P (Cabrera

et al., 2002), sin embargo, el precio y el efecto nocivo que puede causar al medio



ambiente lo hace parte de diversas investigaciones, por lo que existe la necesidad de
eficientizar su suministro en las dietas para aves. Mejoras en la absorcion en el tracto
gastrointestinal provocadas por incrementos en el area superficial de las particulas
de FD pueden llevarse a cabo por medio del uso de la nanotecnologia, por lo que el
uso de NPFD puede ser una opcion para la utilizacion eficiente del P que permita
reducir la cantidad suministrada en las dietas y asi disminuir tanto los costos por
concepto de alimentacion como el P excretado en heces; por lo que la evaluacion de
las NPFD in vivo (sintetizadas como parte de esta investigacion) en comparacion con
particulas convencionales de FD comercial y analitico, tuvo como objetivo determinar
el efecto productivo del fésforo en pollos en iniciacion, a través de la ganancia de
peso, consumo de alimento, conversion alimenticia, mortalidad y acumulacién del P

en tejidos como: pechuga, higado) y tibias.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Localizacién

La fase in vivo de esta investigacion se realizé en la granja experimental del
Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, Estado de México; ubicada a 19° 27’
39.3” Latitud Norte y a 98° 54’ 30.1” Longitud Oeste, Altitud 2250 msnm.

2.2.2. Fase experimental y manejo de los animales

Se utilizaron 100 pollitos machos Ross de un dia de edad, éstos se pesaron y
se distribuyeron aleatoriamente en 10 tratamientos, con cinco repeticiones de dos
pollitos cada una. Los pollitos fueron alojados por pares en criadoras eléctricas en
bateria con control de temperatura, bien ventiladas y con luz artificial. EI experimento

durd 21 dias; el agua y el alimento se suministraron ad libitum.

2.2.3. Dietas experimentales

Se evaluaron tres fuentes de P: fosfato de calcio comercial (mezcla de varios

ortofosfatos) fabricado por la empresa “Tecamac Ultra Plus S.A de C.V.” y adquirido



en la empresa Productores Agropecuarios Tepexpan, S.A. de C.V.; fosfato dicélcico
grado analitico (anhidro) y marca J. T. Baker; fosfato dicalcico en nanoparticulas
(anhidro), cuyas caracteristicas ya fueron descritas anteriormente (Cuadro 2). Cada
fosfato se proporcioné a las concentraciones de: 0.24, 0.35 y 0.46% de la dieta, por
lo que se tuvieron nueve tratamientos y una dieta testigo con 0.13% de fésforo

disponible.

Cuadro 2. Tratamientos y proporcion de la fuente mineral utilizada con su respectiva
concentracion de Ca y Pd.

Tratamiento Fuente Mineral Fosfato de calcio . % d.e, % Pd % Ca
inclusion
1 - - - 0.13 1.00
2 Comercial Fosfato de Ca* 0.52 0.24 1.00
3 Comercial Fosfato de Ca* 1.05 0.35 1.00
4 Comercial Fosfato de Ca* 1.57 0.46 1.00
5 Nanoparticulas FDanhidro** 0.61 0.24 1.00
6 Nanoparticulas FDanhidro** 1.22 0.35 1.00
7 Nanoparticulas FDanhidro** 1.87 0.46 1.00
8 Analitico FDanhidro** 0.50 0.24 1.00
9 Analitico FDanhidro** 1.00 0.35 1.00
10 Analitico FDanhidro** 1.50 0.46 1.00

_Fosfato de calcio: La fuente comercial presenta una mezcla de varios ortofosfatos de calcio.
FDanhidro: Tanto las NPs como la fuente de grado analitico presentan una composicion de fosfato dicélcico anhidro.

Se realizo el analisis en laboratorio del carbonato de calcio utilizado, en las
tres fuentes minerales de fosfato dicalcico, sorgo y pasta de soya. Los resultados
fueron: carbonato de calcio con 36% de Ca, el ortofosfato de calcio comercial con
21% de P y 21% de Ca, el fosfato dicalcico en NPs con 18% de P y 24% de Cay el
fosfato dicalcico grado analitico marca J.T. Baker con 22% de P y 30% de Ca. Los
analisis de Ca y P para el sorgo indican un contenido de 0.28% de P total (30%
disponibilidad) y 0.25% de Ca; para la pasta de soya 0.64% de P total (40%
disponibilidad) y 0.49% de Ca (ingredientes analizados por Evonik, México; los
porcentajes de disponibilidad fueron calculados a partir del fésforo fitico analizado en

los dos ingredientes).

El alimento se mezclé en una mezcladora industrial tipo pastelera y
posteriormente se determind la cantidad de Ca y P total, algunos resultados fueron
diferentes de la concentracion de Ca y P disponible (Pd) calculada en la formulacion;
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por lo que la discusion de los resultados se hace con base a las concentraciones de
Cay Pd del alimento determinadas en el laboratorio. Las dietas fueron isoprotéinicas
e isoenergéticas (Cuadro 3) y cubrieron los requerimientos sugeridos por el NRC

(1994) y Cuca et al. (2009) para pollitos en iniciacion, excepto en P.

Cuadro 3. Composicién y andlisis nutrimental de las dietas experimentales para
pollos de engorda.

TRATAMIENTOS

Ingrediente T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
%

Sorgo 58.64 5821 5774 5731 5822 57.81 57.38 5848 5830 58.14
Pasta de soya 3190 3199 32.09 3218 3199 3207 3216 31.93 3197 32.00
Aceite de soya 5.35 5.48 5.62 5.75 5.48 5.60 5.73 5.40 5.45 5.50
CaCoOs 2.52 2.21 1.91 1.60 2.11 1.70 1.30 2.10 1.69 1.27
Com-Ortofosfato de Ca ™ 0.00 0.52 1.05 157 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Nano-CaHPO, ™ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.61 1.22 1.84 0.00 0.00 0.00
Ana-CaHPO, ™™ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 1.00 1.50
L-Lisina 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
DL-Metionina 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43 0.43
L-Treonina 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14
L-Triptofano 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Prem. vit. y min. 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Sal 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
TOTAL 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Aporte nutrimental calculado

EM (Mcal kg™ 3200 3200 3200 3200 3200 3200 3200 3200 3200 3200
Proteina cruda, % 2200 2200 22.00 2200 22.00 2200 22.00 2200 22.00 22.00
Lisina, % 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
Met + Cis, % 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94
Treonina, % 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81
Triptofano, % 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26
Ca, % 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pd, % 0.13 0.24 0.35 0.46 0.24 0.35 0.46 0.24 0.35 0.46
PT, % 0.37 0.48 0.59 0.70 0.48 0.59 0.70 0.48 0.59 0.70
PT analizado, % 0.36 0.50 0.60 0.72 0.48 0.59 0.68 0.50 0.59 0.71

* Carbonato de calcio (36% Ca); ** Ortofosfato de calcio de uso comercial (21% P, 21% Ca); *** Fosfato dicalcico en nanoparticulas (18% P,
24% Ca); **** Fosfato dicalcico grado analitico (22% P, 30% Ca).
Pd= Fésforo disponible; PT=Fésforo total

2.2.4. Caracteristicas estudiadas

Ganancia de peso (GP; g ave® semana™): Se obtuvo calculando la diferencia de

pesos entre semanas contiguas.

Consumo de alimento (CAL; g ave™ dia™): Cada semana se peso el alimento, y el

consumo se calculd6 mediante la diferencia entre alimento ofrecido y alimento



rechazado en cada repeticion. Para el calculo del consumo de alimento, se considero
el alimento total consumido entre el nimero de pollos por repeticion (considerando la
mortalidad), teniendo asi el consumo por ave por semana. Al dividir el consumo por
semana entre siete, se obtuvo el consumo por ave por dia. También se calculé el

consumo total (21 dias).

Conversion alimenticia (CA): Se obtuvo al dividir el consumo de alimento (g) por
ave por semana, entre la ganancia de peso (g) por ave por semana.

Mortalidad (M; %): Se obtuvo al registrar los pollos muertos durante todo el

experimento.

Digestibilidad aparente del fosforo (Dap; %): Se colectaron las heces de los pollos
de cada tratamiento y repeticion acumuladas a los 10 dias (mitad del experimento) y
a los 11 dias siguientes (final del experimento), las cuales se analizaron en el
laboratorio para determinar la cantidad de fésforo excretado; asi mismo, se midio el

consumo de P para calcular la Dap por medio de la siguiente férmula:

P ingerido — P excretado
%Dap = & .g , &) x 100
P ingerido (g)

Donde:
%Dap =  Porcentaje de Digestibilidad aparente del P
Pingerido =  (Concentracion de P en la dieta) (g de alimento consumido)

(Concentracién de P en las heces) (g de heces)

P excretado

Fosforo total en pechuga e higado (PP, PH; %): Se sacrificaron todas las aves al
final del experimento (21 dias) por dislocacion cervical de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-033-ZO0-1995, Sacrificio humanitario de los animales domésticos y

silvestres (DOF, 2014). Posteriormente se extrajeron las pechugas e higados de las



aves sacrificadas para su posterior analisis en laboratorio para obtener el contenido

de fosforo total.

Contenido de cenizas en tibias (CT, %): Una vez sacrificados los pollos, se
extrajeron los huesos de las tibias izquierdas y se retird el musculo y tejido conectivo.
Las tibias se hirvieron en agua durante tres a cuatro min para remover restos de
sangre y tejido conectivo. Se realizé la extraccion de grasa de los huesos con éter
durante seis horas y se secaron en una estufa de aire forzado a 105°C durante una
h. Después, se registro el peso y se incineraron en una mufla durante 24 h a 600°C.
Por ultimo se pesaron las cenizas y se hicieron los célculos pertinentes para

determinar el contenido de las mismas.

La preparacion de los huesos para analisis de cenizas, se bas6 en el Manual
de Procedimientos de Nutricion de no rumiantes del Departamento de Ciencia Animal
de la Universidad de Nebraska-Lincoln (1991).

Fosforo total en tibias (PTT; %): Se tomd una muestra de las cenizas obtenidas de
las tibias izquierdas y se analizaron en el laboratorio para obtener el contenido de

fosforo total.

Los analisis correspondientes para la determinacion de fésforo total en heces,
pechugas, higados y tibias, se basaron en los métodos empleados por la AOAC
(1990) y se utiliz6 un espectrofotometro de luz Model CARY IE-UV-Visible-

Spectrofotometer Marca Varian, Estados Unidos de Norte América.

Mediciones de la tibia (longitud de la tibia <LT>, didmetro proximal <DPT>,
diametro medio <DMT>, diametro distal <DDT>; mm): Se extrajeron las tibias
derechas de las aves sacrificadas y se descarnaron de la misma manera que las
izquierdas. Posteriormente, se registré LT, DPT, DMT y DDT de las tibias con un

calibrador digital marca Truper.



2.2.5. Andlisis estadistico

Se utilizé un modelo estadistico con mediciones repetidas en el tiempo. Para
cada caracteristica se realizdé un analisis de varianza con el procedimiento MIXED
(SAS, Windows 9.4, 2012), asi como pruebas de comparacion de medias empleando
la prueba de Tukey. Los datos de mortalidad, se transformaron con la funcion

arcoseno para su andlisis estadistico.

2.2.5.1. Modelo estadistico

El modelo estadistico utilizado fue:

Yik= P+ Ti + Ry + Sk + (TS)ik + &ijx

Donde:

Yii = Es la repeticion j-ésima del i-ésimo tratamiento, de la k-ésima semana.

M = Constante comun.

T = Efecto del i-ésimo tratamiento (i=1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10).

Rjg = Efecto de la j-ésima repeticion anidada en el iésimo tratamiento (j= 1, 2, 3,
4, 5).

Sk = Efecto de la k-ésima semana (k=1, 2, 3)

(TS)k = Efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento con la k-ésima semana.

Eijk = Error experimental.

2.3. Resultados y discusién

2.3.1. Consumo de alimento

Los resultados de CAL de las aves se presentan en el Cuadro A del apéndice.

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) por efecto de la fuente mineral, la
semanay la interaccion fuente mineral*semana (Figura 16).
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Figura 16. Consumo de alimento en pollos de engorda (g ave™ semana™) en respuesta a diferentes concentraciones y
fuentes de fosforo disponible (Pd).



No se encontraron diferencias entre tratamientos en la primer semana
(P>0.05). En la segunda y tercera semana el consumo de alimento de los pollos del
testigo fue menor (P<0.05) con respecto a los demas, probablemente debido a que el
Pd consumido no fue suficiente para el mantenimiento corporal y para ganar peso,
por lo que éstas se postraban durante mas tiempo acercandose menos veces al
comedero, en relacidbn a las aves de los demas tratamientos. Los mayores
consumos en la tercer semana se presentaron en las aves que consumieron 0.35 y

0.46% de Pd de las tres fuentes minerales.

El CAL total de las aves que cubrieron el requerimiento de fésforo (0.46%) con
NPFD fue de 1041.03 g (datos no mostrados) mientras que Vijayakumar y
Balakrishnan (2014a), quienes también evaluaron la respuesta de la adicion de NPs
de fosfato de calcio en el crecimiento de pollos de engorda reportan un consumo de
alimento acumulado a los 21 dias de edad de 955.30 g en los pollitos que
consumieron 0.45% de Pd aportado por NPs de fosfato de calcio, el cual es menor al
que se observo en ésta investigacion. EI CAL de las aves que ingirieron NPFD fue
similar al consumo de las aves alimentadas con fosfato comercial y analitico,
independientemente del nivel de Pd en la dieta, aun cuando la ingestién voluntaria
del alimento se ve afectada por el tamafio y la textura del alimento (Oviedo-Rondén,
2012); segun la FSAI (FSAI, 2008), el consumo de NPs puede mejorar el sabor o
palatabilidad de los alimentos; sin embargo, probablemente el bajo porcentaje de
inclusion de NPFD como parte de la dieta de los pollos no influyé en una mejora en
el sabor o palatabilidad para incrementar los CAL con respecto a los de los pollos
que recibieron las otras fuentes de fosfato de calcio con particulas de tamafo

normal.

2.3.2. Ganancia de peso

Los resultados de GP se muestran en el Cuadro B del apéndice. Se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) por efecto de la fuente mineral, la

semana y la interaccion fuente mineral*semana (Figura 17).



400

350
— 300
)
()]
©
0 250
(]
0
o 200
Q
©
3
o 150
©
: —4
m .
O 100
50
0
1 2 3
Semana
—o— 1 Testigo (0.13%) ——2 Com  (0.24%) 3Com (0.35%) ——4Com (0.46%) 5Nano (0.24%)
—8—6 Nano (0.35%) 7 Nano (0.46%) ——8 GA (0.24%) ——9 GA (0.35%) ——10GA  (0.46%)

Figura 17. Ganancia de peso en pollos de engorda (g ave™ semana™) en respuesta a diferentes concentraciones y
fuentes de fosforo disponible (Pd).




La GP promedio sin importar la fuente mineral se mejor6 en cada semana
(P<0.05). No se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos en
la primer semana; sin embargo, los pollos alimentados con todas las fuentes
inorganicas de P ganaron mas peso (P<0.05) con respecto al tratamiento testigo

durante la segunda y tercera semana de edad.

Los resultados de la GP de los pollitos que consumieron las NPFD a 0.35 y
0.46% de Pd, muestran que a cualquiera de éstos dos niveles de P, el ave es capaz
de ganar el mismo peso; similarmente sucede con los mismos niveles en las otras
fuentes de P, ya que la tasa de ganancia de peso, se ha incrementado debido a la
seleccién genética y a los avances en la nutricion de las aves en la actualidad
(Denbow, 2000).

Probablemente los resultados de ganancia de peso de las aves alimentadas
con NPFD no sean mayores a los de los pollitos que consumieron fosfato grado
analitico con particulas de tamafio convencional, como se esperaba al inicio de la
investigacion como respuesta en la eficiencia del ave a una mayor disponibilidad de
las particulas a un tamafio nanométrico, éste comportamiento puede deberse a la
pureza de ambos fosfatos (NPFD, 18% y analitico, 22%) o al polimero utilizado como
disgregante en la preparacion de las NPs (PVP), el cual pudo degradarse en la
molleja (antes del sitio de absorcién) a consecuencia de su bajo pH (Denbow, 2000)
y provocar la agregacion de las NPs, hasta la formacion de particulas de mayor
tamafio. Sin embargo, se observd que las GP de los pollitos son similares si
comparamos NPFD contra el fosfato comercial a un nivel de 0.46% de Pd, aun
cuando tedricamente existe una diferencia en la disponibilidad del P para cada tipo
de fosfato, esa mejora en la ganancia de peso y que puede ser reflejo de la
disponibilidad del P, probablemente se deba al uso de pasta de soya en la dieta
como lo indica Scott et al. (1982), quienes mencionan que tanto la pasta de soya
como otros ingredientes de origen vegetal, contienen un factor que esta involucrado

en la utilizacion del P del FD anhidro, ya que la porcion fibrosa de éste ingrediente



estimula el proventriculo para producir suficiente acido clorhidrico para disolver el FD

anhidro quien es menos soluble que la forma hidratada.

En los resultados presentados por Vijayakumar y Balakrishnan (2014a),
quienes evaluaron dos dietas que contenian 0.45% de Pd, con el uso de dos fuentes
minerales de P (FD comercial y NPs de fosfato de calcio), reportan ganancias
acumuladas a las tres semanas de 569.90 y 713.10 g, respectivamente. Estas
ganancias de peso, son mas bajas que las encontradas en esta investigacion a esa
edad y con esas cantidades de Pd (0.46%), utilizando FD comercial y NPs (799.20 y
790.60 g, respectivamente), ya que los resultados més bajos de ganancia de peso
con respecto a los de esta investigacion son un reflejo de los menores consumos de

alimento reportados por estos autores.

2.3.3. Conversién alimenticia

Los resultados de CA se muestran en el Cuadro C del apéndice. No se
encontraron diferencias significativas (P>0.05) por efecto de la fuente mineral, pero si
por efecto de la semana y en la interaccion fuente mineral*semana (Figura 18). Se
observd que no hubo diferencia significativa (P>0.05) entre tratamientos en la
primera y segunda semana de edad de los pollitos. Sin embargo, en la tercera
semana el tratamiento testigo tuvo la mayor CA la cual fue significativamente
diferente (P<0.05) y mucho mas alta que la de los demas tratamientos. En cuanto a
la conversién total, no se encontraron diferencias por efecto de los tratamientos
(P>0.05).
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Vijayakumar y Balakrishnan (2014a), indican una CA de 1.34 con el uso de NPs de
fosfato de calcio cubriendo un requerimiento de 0.45% de Pd, valor semejante al que
se observé en éste estudio con el tratamiento 7 (1.33). Ambas conversiones son mas
bajas a las reportadas en investigaciones en las que se usaron fosfatos de calcio
comerciales (1.52 con 0.51% de Pd; Beltrdn-L6pez et al., 2000) o de grado analitico
(1.83 con 0.23% de Pd; Fernandes et al.,, 1999). En general, las conversiones
alimenticias que se observaron en este estudio, son mas bajas a las reportadas por
estos autores lo cual puede deberse a la eficiencia de las aves en la actualidad para

convertir el alimento en carne (Denbow, 2000).

2.3.4. Mortalidad

En la Figura 19, se observan los porcentajes de M de las aves. Se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) en esta variable, en donde los pollitos
del tratamiento 1 (0.13% Pd) presentaron la mayor mortalidad (70%) con respecto al

resto de las aves.
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Figura 19. Mortalidad de pollos de engorda (%) en respuesta a diferentes

concentraciones y fuentes de fosforo disponible.
® |ndica diferencias estadisticas (P<0.05).



Un porcentaje de M mas bajo al de esta investigacion en cuanto al tratamiento
1 con 0.13% de Pd reportan Cuca et al. (2003), quienes indican 56.8% en aves que
consumieron solo 0.12% de Pd sin el uso de alguna fuente de fésforo inorgénica.
Probablemente, la alta M en las aves del tratamiento 1 pudo ser provocada por el
bajo contenido de P en la dieta, ya que este mineral juega un papel importante en
una gran variedad de funciones esenciales en el metabolismo del animal; asi mismo,
puede provocar una baja mineralizacion 0sea, la cual puede conducir al dolor y
reduccion en el bienestar del ave (Bradshaw et al., 2013; Caplen et al., 2013), tal
situacion impide la locomocion y las aves son incapaces de alcanzar el agua y el
alimento, resultando en descarte o muerte como lo mencionan Korver y Torres
(2014). La maxima mortalidad en las aves que consumieron 0.13% de Pd, se dio
entre el dia 10 y 16 de edad como lo menciona Scott et al. (1982) quienes indican
que la pérdida de peso, debilidad y muerte pueden ocurrir a los 10 o 12 dias cuando

existe una deficiencia severa de P.

2.3.6. Digestibilidad aparente del fésforo

Los resultados de la Dap, se observan en el Cuadro 4. Se observaron
diferencias significativas (P<0.05) por efecto del fosforo total ingerido (FTI), fésforo
total excretado (FTE) y fésforo total absorbido (FTA), pero no por la Dap ni en la

interaccion fuente mineral*Dap (P>0.05).

En el dia 10, s6lo el PTI de las aves del tratamiento 1 fue diferente con
respecto a las demas (P<0.05). En la respuesta de PTE y Dap no se observaron
diferencias por efecto del tratamiento y el PTA fue similar entre niveles dentro de la

misma fuente mineral (P>0.05).



Cuadro 4. Fosforo total ingerido (FTI), excretado (FTE), absorbido (PTA) y digestibilidad aparente del fosforo (Dap) en
pollos de engorda (%) en respuesta a diferentes concentraciones y fuentes de fésforo disponible (Pd).

. . . . Dia 10 Dia 21
Tratamiento Fuente mineral PT Analizado en dieta PTI PTE PTA Dap BT PTE PTA Dap
1 - 0.36 0.68° 0.31 0.35° 5843 0.579 0.19° 0.38° 64.06
2 Comercial 0.50 1.17% 0.41 0.79%® 65.46 2.90° 0.87° 2.04° 70.17
3 Comercial 0.60 1.70* 0.70 0.99%* 5979  4.82%° 1.44*® 3.39% 70.32
4 Comercial 0.72 2.12% 0.77 1.37% 64.01 5.66% 2.36% 3.30% 58.72
5 Nanoparticulas 0.48 1.21* 0.49 0.75® 61.39 2.97° 091" 2.06° 69.25
6 Nanoparticulas 0.59 1.68% 0.54 0.99®° 66.93 4.56° 1.75* 2.81* 61.52
7 Nanoparticulas 0.68 1.94* 0.73 1.16® 62.31 5.25® 1.90®° 3.34® 63.86
8 Analitico 0.50 1.29% 0.55 0.72%* 5565 2.75° 0.81° 1.94° 70.67
9 Analitico 0.59 1.67% 0.64 0.84%* 57.35 4.69° 1.78% 2.91* 62.29
10 Analitico 0.71 1.92% 1.00 1.27%* 5368 4.68° 1.39% 3.29° 71.32
Fuente de variacion P
PTI <0.0001
PTE <0.0001
PTA <0.0001
Dap 0.6018
P.mineral* Dap 0.5060

abSd|ndica diferencia entre la misma columna (P<0.05).
Para el calculo de la Dap se consider6 el PTI, proveniente de cada fuente y relacionado con el consumo de alimento, y el PTE, calculado a partir del porcentaje de P total en las
heces y la cantidad de heces, segin materiales y métodos.



En el dia 21, los resultados obtenidos indican que no hubo mejora en la PTI,
PTE, PTA y Dap en las aves que consumieron particulas hanométricas con respecto
a las que consumieron la fuente de grado analitico con particulas de tamafio normal,
aun cuando Desai et al. (1997) mencionan que al incrementar el area de superficie
puede aumentar la absorcion; Cabrera et al. (2002) mencionan que las particulas
finas no son retenidas lo suficiente para ser solubilizadas y Powell et al. (2010)
mencionan que una vez que las NPs se encuentran en el lumen intestinal, estas
pueden aglomerarse o permanecer dispersas, por lo que las NPFD consumidas por
las aves de los tratamientos 5, 6 y 7, pudieron aglomerarse debido a la degradacion
del polimero utilizado (PVP, disgregante) por el bajo pH de la molleja (2.5; Denbow,
2000) la cual se encuentra antes del sitio de absorcion en el intestino como se
menciond en los resultados de GP y de ésta manera, las NPFD se absorbieron como
las particulas de tamafio normal, por lo que seria importante probar otros polimeros o
meétodos de encapsulacion que cumplan con las caracteristicas adecuadas para que

se lleve a cabo la liberacion del nutriente en el lugar adecuado para su absorcion.

2.3.6. Fosforo total en pechuga e higado

En el Cuadro 5 se observan los resultados de porcentaje de PP y PH de los

pollos.

Cuadro 5. Fésforo total en pechuga e higado de pollos de engorda (%) en respuesta
a diferentes concentraciones y fuentes de fésforo disponible (Pd).

Fésforo Total (%)

Tratamiento Fuente mineral  Pd (%)
Pechuga Higado
1 - 0.13 0.40 0.33
2 Comercial 0.24 0.34 0.51
3 Comercial 0.35 0.35 0.39
4 Comercial 0.46 0.33 0.43
5 Nanoparticulas 0.24 0.31 0.49
6 Nanoparticulas 0.35 0.38 0.41
7 Nanoparticulas 0.46 0.39 0.35
8 Analitico 0.24 0.42 0.47
9 Analitico 0.35 0.30 0.35
10 Analitico 0.46 0.30 0.48

2% |ndica diferencia entre la misma columna (P<0.05).



Las NPs son lo suficientemente pequefias para penetrar a través de las
células, ya que pueden pasar a través de las membranas biolégicas vy afectar la
fisiologia celular de tejidos y 6rganos importantes (Brooking et al., 2001; Borm and
Kreylling, 2004); por lo tanto, se puede considerar que el uso de NPs en la
alimentacion del ganado, puede tener un efecto toxicolégico por acumulacién en
musculo u otros tejidos; sin embargo, el analisis de PP y PH que se realizo en esta
investigacion, indica que no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) para
ninguno de los dos tejidos en esta variable por efecto de la disminucién en el tamafio
de particula, en comparacion con otras fuentes minerales. Aunado a esto, el Centro
de informacién nutricional de carne de pollo (CINCAP, 2010), reporta un porcentaje
menor de este mineral en carne de pollo (0.15%) con respecto a los obtenidos en la
pechuga de los pollos que consumieron NPFD (0.35, 0.41 y 0.49% de P) al igual que
Menchu y Méndez (2012) quienes indican que la carne de pollo e higado contienen

0.17% y 0.30% de P, respectivamente.

2.3.7. Contenido de cenizas en tibias

Los resultados del CT en tibias se muestran en el Cuadro 6, e indican que las
aves gue consumieron las dietas de los tratamientos con 0.35 y 0.46% de Pd de las
tres fuentes minerales, presentaron mayor porcentaje con respecto a los demas
tratamientos (P<0.05).

Cuadro 6. Contenido de cenizas en tibias de pollos de engorda (%) en respuesta a
diferentes concentraciones y fuentes de fésforo disponible (Pd).

Tratamiento Fuente mineral Pd (%) Cenizas (%)
1 - 0.13 34.27°¢
2 Comercial 0.24 44.03°
3 Comercial 0.35 50.06°
4 Comercial 0.46 51.98°
5 Nanoparticulas 0.24 45.95°
6 Nanoparticulas 0.35 49.99°
7 Nanoparticulas 0.46 50.11°
8 Analitico 0.24 44.36°
9 Analitico 0.35 50.60°
10 Analitico 0.46 53.07°

2P¢|ndica diferencia entre la misma columna (P<0.05).



Las tibias de las aves alimentadas con NPFD a diferentes niveles, tuvieron el
mismo CT que el resto de las aves al compararlas con las que consumieron el mismo
nivel de Pd utilizando fosfato comercial y grado analitico como fuente de P (P>0.05);
de igual manera, Vijayakumar y Balakrishnan (2014b) reportan que la adicion de NPs
de fosfato de calcio a diferentes niveles, no afecta el contenido total de cenizas en

tibias de pollos.

El CT en las tibias de los pollos disminuyo, conforme el porcentaje de Pd fue
menor en la dieta, ya que segun McDowell (2003) el principal sintoma clinico de la
deficiencia de P en aves en crecimiento, es la reduccion en la mineralizacion del
hueso. Asi mismo, Korver y Torres (2014) comentan que la mineralizacion del hueso
ocurre por la deposicién de los minerales (en éste caso P) obtenidos en la dieta. Sin
embargo, McDowell (2003) indica que los niveles de P que resultan en una maxima
ganancia de peso no son necesariamente adecuados para maxima mineralizacion

del hueso.

2.3.8. F6sforo total en tibias

Los porcentajes de PTT en tibias se observan en el Cuadro 7. No se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) por efecto de la fuente mineral

utilizada en la dieta a los tres niveles probados (0.24, 0.35y 0.46% de Pd).

Cuadro 7. Fésforo total en tibias de pollos de engorda (%) en respuesta a diferentes
concentraciones y fuentes de fésforo disponible (Pd).

Tratamiento Fuente mineral Pd (%) Fésforo Total (%)
1 - 0.13 14.97°
2 Comercial 0.24 17.43%
3 Comercial 0.35 19.48°
4 Comercial 0.46 19.48°
5 Nanoparticulas 0.24 17.20%
6 Nanoparticulas 0.35 17.69%
7 Nanoparticulas 0.46 19.07°
8 Analitico 0.24 17.24%
9 Analitico 0.35 18.35°
10 Analitico 0.46 17.31%

2% |ndica diferencia entre la misma columna (P<0.05).



Debido a las caracteristicas similares en cuanto a tamafo entre los
componentes inorganicos de tejidos calcificados, los fosfatos de calcio a tamafio
nanométrico tienden a tener mejor bioactividad comparada con materiales
convencionales (Stupp y Ciegler, 1992); sin embargo, las tibias de los pollos que
consumieron NPFD, no presentaron mayor concentracion de P con respecto al resto
de las aves, probablemente debido a la composicion quimica de éstas, ya que segun
Chen et al. (2012) la actividad de un fosfato de calcio en el organismo esta
determinada por su composicion; Dorozhkin (2010) considera que los fosfatos de
calcio con una relacion Ca:P menor a uno y mayor que dos, no son adecuados para
implantarse en el cuerpo entre los que se encuentran el fosfato monocalcico

monohidratado y anhidro, fosfato dicalcico dihidratado y anhidro, entre otros.

2.3.9. Mediciones de la tibia

En el Cuadro 8 se muestran los resultados de las mediciones de la tibia
analizadas en esta investigacion. Se observa que el tratamiento 1 presentd menor
tamano de LT, DPT, DMT y DDT, con respecto al resto de los tratamientos (P<0.05).
Asi mismo, las LT de las aves que consumieron 0.35y 0.46% de Pd fueron mas altas
(P<0.05) con respecto a las que consumieron 0.24 y 0.13% de Pd, ya que a medida
gue éste mineral se incrementa en la racion de los pollos, se da un mayor
crecimiento del tejido 6seo como lo mencionan Korver y Torres (2014). Segun Yan
et al. (2005), las aves que tienen una restriccion de P en su dieta, pueden limitar su

habilidad para compensar el tamafio del hueso.



Cuadro 8. Longitud (LT), didmetro proximal (DPT), didmetro medio (DMT) y diametro
distal (DDT) de tibias de pollos de engorda (mm) en respuesta a diferentes
concentraciones y fuentes de fosforo disponible (Pd).

Mediciones (mm)

Tratamiento Fuente mineral  Pd (%)
LT DPT DMT DDT

- 0.13 52.74° 11.94°¢ 4.27°¢ 10.82°¢
2 Comerecial 0.24 61.96" 16.19° 5.55° 13.96°
3 Comerecial 0.35 69.32° 17.60°° 6.35% 15.20°
4 Comerecial 0.46 69.87° 18.26°° 6.19% 15.17°
5 Nanoparticulas 0.24 62.81° 16.47 % 5.60° 14.25%
6 Nanoparticulas 0.35 69.27° 18.46° 6.18%° 15.40°
7 Nanoparticulas 0.46 69.41° 18.10% 6.44° 14.90%
8 Analitico 0.24 61.92° 16.19° 5.69% 14.35%
9 Analitico 0.35 69.45° 17.87% 6.26°° 15.46°
10 Analitico 0.46 68.49° 17.67°° 5.99% 14.67%°

a,b,c

Indica diferencia entre la misma columna (P<0.05).

El uso de nanoparticulas en la dieta, no mejor6 la LT, DPT, DMT y DDT con
respecto a los demas tratamientos quizas por el tipo de fosfato de calcio que se
utilizé en esta investigacion y que segun Dorozhkin (2010), se encuentra dentro de
los fosfatos menos adecuados para fijarse a algunos tejidos del cuerpo, como a lo

largo de la tibia en éste caso.

2.4. Conclusiones

El uso de NPFD en pollos de engorda en iniciacién no mejoraron la respuesta
productiva y fisiolégica con respecto a las demas fuentes de fésforo inorganico
utilizadas, por lo que requieren estudiarse mas a fondo, tomando en cuenta el
aspecto fisioldgico en cuanto a su paso por la membrana intestinal, para asi crear las
condiciones adecuadas en su disefio y que estas puedan cubrir las expectativas de

su utilizaciéon en la nutricibn de aves.
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CONCLUSION GENERAL Y RECOMENDACIONES

En el proceso de sintesis de nanoparticulas de fosfato dicélcico por medio del
método de coprecipitacion, se generaron particulas de tamafio nanométrico en el
orden de 20 a 80 nm de forma prismatica, éstas se compararon con fosfato dicéalcico
comercial y fosfato dicalcico grado analitico y no se encontraron diferencias en las
variables productivas y fisiologicas, por efecto de la fuente mineral suministrada en la
dieta de las aves.

No existe suficiente informacion publicada con respecto a la evaluacion de
éste tipo de sistemas a pequefia escala, se piensa que es poco probable que la
nanotecnologia sea utilizada de forma significativa en el desarrollo de ingredientes
de alimentos para animales, debido al costo que implica. Sin embargo, es importante
el desarrollo de mas estudios sobre ésta nueva tecnologia, ya que el periodo de
iniciacién no es suficiente para observar el fenédmeno productivo a lo largo de todo el
ciclo de engorda. Se sugiere la exploracién de otras formulaciones que permitan
incrementar la biodisponibilidad de las NPFD, tales como el uso de otras fuentes de

P, mismas que tal vez puedan mejorar la absorcién y asimilacion del nanonutriente.



APENDICE

Cuadro A. Consumo de alimento en pollos de engorda (g ave™ semana™) en respuesta a
diferentes concentraciones y fuentes de fosforo disponible (Pd).

Fuente mineral Semana
Tratamiento Pd (%) Total
1 2 3
1 - 0.13 124.40 138.46° 82.96° 345.82 ¢
2 Comercial 0.24 125.80 285.10° 404.20" 815.10°
3 Comercial 0.35 142.00 341.20° 518.49° 1001.69*°
4 Comercial 0.46 151.60 361.10° 560.70° 1073.40°
5 Nanoparticulas 0.24 130.30 302.90° 429.14" 862.34°
6 Nanoparticulas 0.35 147.30 362.50° 524.50° 1034.30%°
7 Nanoparticulas 0.46 148.20 357.13° 535.70° 1041.03*
8 Analitico 0.24 142.10 293.61° 376.60° 812.31"°
9 Analitico 0.35 138.50 363.60° 571.90° 1074.00°
10 Analitico 0.46 139.40 337.00° 496.09 972.49%
x +EE 138.96 +6.26° 314.26 +6.26"  450.03 + 6.26"
Fuente de variacion P

F. mineral <0.0001

Semana <0.0001

F. mineral*Semana <0.0001

Semana 1= 7 dias de edad. Semana 2= 14 dias de edad. Semana 3= 21 dias de edad. Total= 0 a 21 dias de edad.
EE= Error estandar.
@b d|ndica diferencia entre la misma columna (P<0.05);

X, ¥z

Indica diferencia entre la misma hilera (P<0.05).

Cuadro B. Ganancia de peso en pollos de engorda (g ave™ semana™) en respuesta a
diferentes concentraciones y fuentes de fosforo disponible (Pd).

. Semana
Tratamiento Fuente mineral Pd (%) TOTAL
1 2 3
1 - 0.13 100.10 104.50° 39.10°¢ 243.70 ¢
2 Comercial 0.24 107.60 224.30° 268.60" 600.50°
3 Comercial 0.35 129.60 272.60° 354.60° 756.80°
4 Comercial 0.46 142.60 294.30° 362.30° 799.20°
5 Nanoparticulas  0.24 111.80 247.50° 257.60° 616.90"
6 Nanoparticulas  0.35 126.70 284.00° 334.50%° 745.20%°
7 Nanoparticulas  0.46 135.40 295.90° 359.30° 790.60°
8 Analitico 0.24 121.60 239.30° 231.40° 592.30°
9 Analitico 0.35 128.90 288.60° 339.70% 757.20°
10 Analitico 0.46 128.80 246.80° 372.80° 748.40 ™
x + EE 123.31+4.84° 249.78 +4.84'  293.90 +5.19"
Fuente de variacion P

F. mineral <0.0001

Semana <0.0001

F. mineral*Semana <0.0001

Semana 1= 7 dias de edad. Semana 2= 14 dias de edad. Semana 3= 21 dias de edad. Total= 0 a 21 dias de edad.
EE= Error estandar.
2b¢|ndica diferencia entre la misma columna (P<0.05); **¥'? Indica diferencia entre la misma hilera (P<0.05).



Cuadro C. Conversion alimenticia en pollos de engorda en respuesta a diferentes
concentraciones y fuentes de fésforo disponible (Pd).

. Semana
Tratamiento Fuente mineral Pd (%) TOTAL
1 2 3
1 - 0.13 1.25 1.32 3.41° 1.55 +0.05°
2 Comercial 0.24 1.17 1.28 1.51° 1.35+0.05°
3 Comercial 0.35 1.10 1.25 1.45° 1.31+0.05°
4 Comercial 0.46 1.03 1.23 1.55° 1.34+0.05°
5 Nanoparticulas  0.24 1.17 1.23 1.72° 1.40 +0.05°
6 Nanoparticulas  0.35 1.17 1.28 1.58° 1.39+0.05°
7 Nanoparticulas  0.46 1.10 1.21 1.53° 1.33+0.05°
8 Analitico 0.24 1.17 1.22 1.66° 1.37 +0.05°
9 Analitico 0.35 1.07 1.26 1.70° 1.42 +0.05°
10 Analitico 0.46 1.09 1.41 1.36° 1.30 +0.05°
X +EE 1.13 +0.04" 1.27 +0.04"* 1.75+0.04°
Fuente de variacion P

F. mineral 0.0905

Semana <0.0001

F. mineral*Semana <0.0001

Semana 1= 7 dias de edad. Semana 2= 14 dias de edad. Semana 3= 21 dias de edad.

EE= Error estandar.
2P |ndica diferencia entre la misma columna (P<0.05); ¥ *Indica diferencia entre la misma hilera (P<0.05).
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