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RESUMEN

El secado por aspersién es una técnica ampliamente utili-
zada en las industrias quimica, farmacéutica y de alimen-
tos para generar sélidos secos en polvo. Las aplicaciones
de los materiales obtenidos bajo esta técnica dependeran
especialmente de la microestructura generada durante el
proceso. Es posible controlar esta microestructura a partir
de cambios en temperatura y flujo de aire durante el seca-
do, presencia de biomoléculas, entre otras. En el presente
trabajo se evaluaron los cambios microestructurales de
agregados de carbonato de calcio, debidos a variaciones
en la temperatura del proceso de secado. El material obte-
nido se caracterizé por dispersion de luz estatica, micros-
copia electronica de barrido y espectroscopia infrarroja.
Se encontrd que la temperatura del proceso promueve
cambios microestructurales del material en conjuncién
con cambios conformacionales de una proteina lactea.
Las principales microestructuras encontradas fueron agre-
gados esféricos y toroidales.

Palabras clave: adsorcién de proteinas, agregados de
carbonato de calcio, secado por aspersion.

SUMMARY

Spray drying is widely used in several industries like chem-
ical, pharmaceutical and food to elaborate dry powders.
Applications of these products depend on the micro-
structure generated during the process. It is possible to
control such microstructure by changing temperature, air
flow, addition of biomolecules, etc. In the present work,
microstructural changes in calcium carbonate aggregates
have been evaluated after variations in temperature during
spray drying process. The final product was character-

ized with different techniques like static light scattering,
scanning electron microscopy and infrared spectrosco-
py. It was found that controlling the process temperature
promotes microstructural changes in the final product in
conjunction with conformational changes in a lacteous
protein. The principal microstructures found in this work
were spherical and toroidal aggregates.

Keywords: protein adsorption, calcium carbonate aggre-
gates, spray drying.

RESUM

L’assecat per aspersiod és una técnica ampliament utilit-
zada en les industries quimica, farmacéutica i d’aliments
per generar solids secs en pols. Les aplicacions dels ma-
terials obtinguts sota aquesta técnica dependran especi-
alment de la microestructura generada durant el procés.
Es possible controlar aquesta microestructura a partir
de canvis en temperatura i flux d’aire durant I’assecat,
preséncia de biomolécules, entre d’altres. En el present
treball es van avaluar els canvis microestructurals d’agre-
gats de carbonat de calci, deguts a variacions en la tem-
peratura del procés d’assecat. El material obtingut es va
caracteritzar per dispersié de llum estatica, microscopia
electronica de rastreig i espectroscopia infraroja. Es va
trobar que la temperatura del procés promou canvis mi-
croestructurals del material en conjuncié amb canvis con-
formacionals d’una proteina lactia. Les principals microe-
structures trobades van ser agregats esferics i toroidals.

Paraules clau: Adsorci6 de proteines; agregats de carbo-
nat de calci; assecat per aspersi6.
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INTRODUCCION

El secado por aspersion es un proceso industrial utilizado
para la generacion de soélidos secos en polvo, con am-
plia aplicacion en las industrias quimica, farmacéutica y
de alimentos [1]. Este proceso consta de tres etapas: i)
aspersion de la muestra en forma de pequefas gotas, ii)
evaporacion del solvente presente en la gota, iii) recupe-
racion del material seco [2]. Dicho proceso es de especial
interés en la aglomeracién de minerales como el carbona-
to de calcio (CaCOg3), debido a la versatilidad que ofrece
en cuanto al control microestructural que se puede ejercer
sobre el producto final. Dentro del espectro de microes-
tructuras que se pueden generar, se encuentran particulas
con porosidad variable, particulas toroidales, entre otras
[3]. La obtencion de una determinada microestructura
dependera, entre otros factores, de la interaccion de las
particulas de mineral suspendidas en las pequefias gotas
asperjadas, lo cual es determinado por la presencia de
agentes con actividad superficial como los surfactantes o
biomoléculas como las proteinas [4].

En el caso especifico de las proteinas, estas pueden afec-
tar la interaccion de las particulas debido a su facilidad
para exhibir cambios conformacionales en su estructura.
Estos cambios se producen por adsorcion sobre super-
ficies sdlidas o variaciones en la temperatura. Durante el
proceso de secado por aspersion es posible controlar la
temperatura de secado, induciendo cambios conforma-
cionales de la proteina durante el proceso, que repercuten
en la microestructura del material seco. Una de las técni-
cas mas comunes para la determinaciéon de cambios en
la estructura secundaria de las proteinas es la espectros-
copia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR). Estos
estudios se basan en el seguimiento de la sefal caracte-
ristica de las proteinas, conocida como amida |, la cual se
detecta a una longitud de onda de 1653 cm™, y correspon-
de al estiramiento C=0 del enlace peptidico [5]. Esta ban-
da es la superposicion de varias frecuencias vibracionales
relacionadas con las estructuras tipo hélice alfa, hoja beta,
desordenadas y giros, por lo que es posible determinar
porcentualmente la distribucién conformacional de una
proteina en términos de las estructuras secundarias que
la componen.

En este trabajo se evaluaron los cambios conformacio-
nales de proteinas lacteas debidos al proceso de seca-
do por aspersion al ser incorporadas en una suspension
concentrada de microcapsulas de CaCQO, provista por la
empresa Nexentia S.A.S. Igualmente, se correlacionaron
los cambios conformacionales con la microestructura de
los agregados de CaCO, durante el proceso de secado en
funcién de la temperatura.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizd una suspension concentrada de particulas de
CaCO, (fase calcita), estabilizadas con proteina lactea, pro-
vista por la empresa Nexentia S.A.S. (Sabaneta, Colombia).
Secado por aspersion

El secado por aspersion se llevo a cabo usando un seca-
dor B-290 (Buchi, Suiza). La suspension (30% m/m) fue
asperjada por una boquilla de dos fluidos con un diametro
de 1.5 mm utilizando aire comprimido. La suspension fue
alimentada al secador por medio de una bomba peristalti-
ca. Las condiciones de operacion fueron: temperatura de

entrada entre 180°C y 220°C, flujo del aire de secado de
32 m¥h, flujo de aire de atomizacion (Q,,) de 1052 L/h, ve-
locidad de alimentacion de la suspension (Q,) de 0.3 L/h.
Bajo estas condiciones la temperatura de salida estuvo
entre 90°C y 110°C.

Tamafio de particula

Se utilizé un analizador de tamafo de particula por dis-
persion de luz estatica Mastersizer 2000 (Malvern Instru-
ments, U.K.). Se report6 el didametro promedio al volumen
de las particulas, D[4,3].

Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

Los cambios microestructurales de los agregados de
CaCO, durante el secado por aspersion, se evidenciaron
en las caracteristicas morfologicas de los sistemas obteni-
dos a través de microscopia electrénica de barrido (SEM)
en un microscopio JSM 6490LV (JEOL, Japén). Los anali-
sis se realizaron en condiciones de vacio de 10® torr. Las
muestras se depositaron sobre una cinta conductora de
grafito soportada en un cilindro de acero y se depositd oro
para aumentar la conductividad eléctrica de las muestras.
Espectroscopia infrarroja

Los analisis por FT-IR se realizaron en un espectrofotome-
tro FT-IR IRAffinity-1 (Shimadzu, Japén). Las muestras s6-
lidas fueron medidas formando pastillas con KBr de apro-
ximadamente 2 mm de espesor. Se tomaron 16 espectros
por muestra con una resoluciéon de 4 cm™.

Para realizar los andlisis de estructura secundaria de la
proteina los espectros se transformaron a valores de ab-
sorbancia utilizando el software IRsolution. Posteriormen-
te, la banda amida | correspondiente al rango 1600 cm™'-
1720 cm™ fue separada, para luego realizar una correccion
de la linea base. Por ultimo se realizd un proceso de ajuste
tipo multi-pico con curvas Gaussianas para deconvolucio-
nar las diferentes bandas que conforman la banda amida |
y asi determinar las estructuras secundarias que adquiere
la proteina en cada muestra [5].

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalu¢ el efecto de la temperatura de entrada (T, ) sobre
la microestructura de las microcapsulas de CaCO,, varian-
do T, entre 180 °C y 200 °C. Las condiciones de las varia-

bles del secado se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones del proceso de secado por aspersion.

Flujo de aire de

Ensayo Tin (°C) secado [Qus] (m'h) Qa (L/h) Qaa (L/h)
T 180 32 0.3 1052
T2 190 32 0.3 1052
T3 200 32 0.3 1052
T4 210 32 0.3 1052
T5 220 32 0.3 1052

La Figura 1 muestra las distribuciones de tamafo de par-
ticula de las microcapsulas de carbonato de calcio corres-
pondientes a los ensayos T1 a T5 y para el CaCO, como
materia prima. Aqui se observa que las microcapsulas
presentan dos poblaciones de particula: Una submicro-
métrica, con tamarios alrededor de 200 nm, y otra micro-
métrica con particulas de 7 ym. Adicionalmente, las distri-
buciones de tamafio de particula son similares entre si, lo
cual sugiere un minimo efecto de la temperatura de seca-
do del sistema (T, ) sobre la formacion de los agregados
de CaCO,. Posiblemente las temperaturas de secado de
las microcapsulas de CaCO,, no generaron inestabilidad
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inercial de las gotas asperjadas en la camara de secado,
debido a una minima microcirculacion de las particulas de
CaCQ, dentro las gotas [6].

Volumen (%)

Tamaio de Particula (pm)
Figura 1. Distribucion de tamafio de particula para los
ensayos: (w), T1; (0), T2; (e), T3; (), T4, (a), T5; (2), CaCO,
sin presencia de proteinas.

T1=180°C T2 =190°C

206V X500 Spm 200V X600  Zpm

T3 =200°C =210°C 5 = 220°C

200V X250 10ym UdeA

200V X5000  &um 20KV X000  Spm

Figura 2. Micrografias SEM para microcapsu-
las de CaCO, elaboradas a diferentes T,.

En la Figura 2 se muestran las micrografias SEM paro los
ensayos de secado por aspersion a las cinco tempera-
turas de entrada T, analizadas en el presente trabajo. A
diferencia de lo que ocurrié con el tamafo de particula, la
microestructura de los agregados de CaCQ, si se ve afec-
tada por los cambios en la temperatura. Se observa que
un aumento en la T, , genera deformacion en la microes-
tructura de los aglomerados de microcapsulas desde una
geometria esférica (i.e., T1 a T3), hacia particulas tipo to-
roidal (T4 y T5). Lo interesante de este hecho, es que las
variaciones morfolégicas de los agregados en este caso
son debidas a cambios en la T, del orden de las decenas,
mientras que se ha reportado que al secar por aspersion
materiales inorganicos como el SiO,, se requieren aumen-
tos de cientos de grados centigrados en la T, para la ge-
neracion de particulas tipo toroidal como las exhibidas por
los ensayos T4 y T5 (Figura 2) [6, 7]. En el caso de los
sistemas de SiO, mencionados, la obtencion de particulas
toroidales es debida al incremento de la microcirculacion
de particulas cerca de la superficie de las gotas, como
consecuencia de un aumento en el gradiente de tempera-
tura en dicha superficie [6]. En el presente trabajo, el ana-
lisis de tamafo de particula sugiere que no se presentd
recirculacion al interior de las gotas de suspension asper-
jadas. Por lo tanto, los cambios microestructurales exhibi-
dos pueden estar asociados con cambios en la estructura
secundaria de la proteina lactea presente en el sistema.
Para proporcionar evidencia adicional a lo anterior, se realizd
un seguimiento de la proteina por FT-IR en funcién de la T, .

La Figura 3 muestra el espectro infrarrojo para la proteina
lactea en el sistema T4 en la zona de la banda amida I. Al
deconvolucionar este espectro se hace evidente que di-
cha banda se compone de diferentes modos vibracionales
que se asocian a las diferentes conformaciones que puede
exhibir la proteina. Los analisis demostraron la existencia
de cuatro estructuras proteicas: i) hoja beta (1634cm-1,
1680cm1); ii) hélice alfa (1651cm-1); iii) giros (1662cm-1);
iv) desordenada (1646¢cm-1).

En la Figura 4 se presenta un resumen de los cambios
conformacionales que present6é la proteina en funciéon
de la T, durante el secado por aspersion. Los ensayos a
190°C y 210°C, fueron los Unicos que indujeron estructura
secundaria tipo giros, e igualmente fueron los que presen-
taron poca generacion de agregados esféricos durante el
secado por aspersion, efecto que fue mas notorio en el
sistema a 190°C, como se evidencia en las microfotogra-
fias SEM de la Figura 5.
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Figura 3. Espectro infrarrojo deconvolucionado para
la banda amida | de la proteina lactea en el sistema T4
(i.e., 200°C). Hoja beta (1634cm’’, 1680cm’), hélice alfa
(1651cm), giros (1662cm™"), desordenada (1646cm’).
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Figura 4. Variacion en la estructura secundaria de la proteina
lactea a medida que se aumenta Tin; ((®) ) Hoja-B; (e)
Hélice--a; (rayada) giros; (*) desordenada.

Un giro se conoce como aquel punto en la cadena pep-
tidica de una proteina en el que hay un cambio de direc-
cioén; generalmente estos giros ocurren entre estructuras
secundarias periédicas como las hojas beta o las hélices
alfa, y son comunes en las superficies de las moléculas de
proteina [8]. Por lo tanto, es de esperarse que estos giros
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se encuentren expuestos sobre la superficie de las parti-
culas de CaCQO,, lo que genera un efecto de puenteo entre
las particulas de CaCO, dentro de las gotas de suspension
durante el proceso de secado. Este puenteo redunda en la
desestabilizacién de las gotas de suspension, por lo que
al final se obtienen agregados de CaCO, no esféricos. Por
otro lado, en la Figura 4 se observa un punto de quiebre
entre el sistema a 190°C y el sistema a 210°C. En el sis-
tema obtenido a 190°C, el contenido de estructura hélice
alfa es mayor en un 19% que el de hoja beta, lo cual se
invierte al pasar al sistema obtenido a 210°C en donde el
contenido de estructura hoja beta es un 81% mayor en
comparacioén al de hélice alfa. Este cambio conformacio-
nal de la proteina lactea en estos sistemas se relaciona
con los cambios microestructurales de las microcapsu-
las de CaCO, mostrados en la Figura 5. En el sistema a
190°C se observan menos agregados esféricos que en el
sistema a 210°C, esto podria atribuirse a que dentro de la
estructura tridimensional de la proteina lactea, se gene-
ran conexiones entre dominios hidrofébicos e hidrofilicos
mediados por hélices alfa [9]. Por lo tanto, se plantea la
existencia de interacciones hidrofilicas—hidrofébicas entre
moléculas de proteinas que se encuentran ancladas en
sendas particulas de CaCO,, lo que conlleva a un efecto
de puenteo similar al planteado bajo la existencia de giros
y por consiguiente como producto de secado se obtiene
un sistema con aglomerados no esféricos. Por otro lado, la
estructura secundaria tipo hoja beta es una estructura mas
abierta que la hélice alfa, por lo que se espera una mayor
interaccion con la superficie de las particulas de CaCO,.
Esta alta interaccion con el CaCO, conlleva a que la pro-
teina lactea en el sistema obtenido a 210°C se comporte
como un buen agente dispersante y, por tanto, las gotas
dentro de la camara de aspersién y secado se estabilizan
efectivamente a medida que se da la evaporacion de agua
y, por ende, en el material seco final se obtiene una mayor
proporcién de agregados esféricos y particulas individua-
les, este efecto de estabilizacion atribuido a la conforma-
cioén tipo hoja beta, contrarresta en cierta medida el efecto
desestabilizante de la conformacion tipo giro [10].

20KV X1,000_40pm gl 2 x000  dopmig

e LB AT #
20KV, X400  50pm 20kV X500 50pm UdeA

Figura 5. Micrografias SEM para microcdpsulas de
CaCO, obtenidas a 190°C, 200°C, 210°C, 220°C.

En cuanto a la generacion de aglomerados tipo toroidal,
ésta parece estar mediada por la presencia de estructuras
desordenadas dentro de la proteina. En los ensayos obte-
nidos a 210°C y 220°C se nota alta presencia de particulas
tipo toroidal y colapsadas con un porcentaje de estructura
desordenada del 30%, como lo evidencia la micrografia
SEM en la Figura 5 (sistema T5). Esta estructura desor-
denada es efectiva para generar agregacion entre las par-
ticulas mas pequefias de CaCO, como se observa en la
Figura 2, en donde los agregados esféricos obtenidos en
el sistema T1 (180°C) estan compuestos por particulas de
CaCO, mas grandes que las particulas que conforman los
agregados del sistema T5 (220°C). Esto implica que las
particulas de CaCO, dentro de las gotas de la suspension
tienen dinamicas distintas. En el caso del sistema T1, los
agregados que se forman dentro de la gota se mueven
hacia la superficie de la misma con una velocidad menor
a los agregados que se forman en el sistema T5. Por lo
tanto, las gotas del sistema T5 se deforman debido a los
efectos inerciales generados por el movimiento rapido de
los agregados de CaCQO, [6].

Mecanismos de formacion de agregados de CaCO, a tra-
vés de secado por aspersion

Con base en los resultados de cambios en la microestruc-
tura de los agregados de CaCO, durante el proceso de se-
cado por aspersion y las variaciones conformacionales en
la estructura secundaria de la proteina lactea, se proponen
los siguientes mecanismos de agregacion.

Mecanismo dirigido por conformacion tipo giro en proteina
lactea

El material final obtenido bajo este mecanismo se compo-
ne por agregados de CaCO, con tamarios alrededor de 5
pm, siguiendo el mecanismo propuesto en la Figura 6. En
este esquema se muestra el cambio en la conformacién
de una gota de suspension de CaCQO, durante el proceso
de secado. En un primer paso se muestra la gota esférica
en donde las particulas micrométricas de CaCO, se puen-
tean debido a un aumento en la interaccién proteina—pro-
teina; esto es consecuencia de la presencia de conforma-
cion tipo giros en la proteina lactea. Este puenteo genera
agregados de CaCO, que pueden migrar a la superficie de
la gota a medida que esta se evapora, lo cual redunda en
una desestabilizacion de la gota debido a efectos inercia-
les, conllevando asi al fraccionamiento de la mismay a la
produccion de agregados esféricos pequefios (ca. 5 pm).

Desestabilizacion inercial

Gota de suspension

s Agregados de CaCO; (3 pm-10 pum)

Figura 6. Esquema para la formacion de agregados
debidos a la presencia de giros en la proteina lactea
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Mecanismo en ausencia de conformacion tipo giros en la
proteina lactea.

En este caso la formacion de agregados de CaCO, ocurre
de acuerdo al mecanismo planteado en la Figura 7. Al no
existir conformacion tipo giros en la estructura secundaria
de la proteina lactea, se aumenta la posibilidad de interac-
cién CaCO,-proteina. Por lo tanto, a medida que se eva-
pora el agua las particulas de CaCO, se estabilizan efec-
tivamente y se distribuyen homogéneamente dentro de la
gota. Al observar en la Figura 5 el sistema secado a 200°C,
se evidencia que la superficie de los agregados esféricos
es homogénea Esta superficie se compone principalmente
por la fraccion nanométrica del CaCQO,, las cuales estan
embebidas en una red proteica que recubre el agregado
final. Segun lo reportado en la literatura, cuando se seca
por aspersién una suspensién con dos poblaciones de
particulas de tamanos diferentes, las particulas mas pe-
quefias migran hacia la superficie de la gota a medida que
esta se evapora [3]. Una variacién a este mecanismo ocu-
rre cuando se presenta conformacién desordenada en la
estructura secundaria de la proteina, experimentalmente
se evidencié que en este caso los agregados de CaCO,
colapsan formando particulas tipo toroidal y colapsadas.
La conformacion desordenada genera mayor interaccion
entre las particulas nanométricas de CaCO,, por lo que
se presenta un aumento rapido de la concentracién de
CaCQ, sobre la superficie de la gota de suspension a me-
dida que se evapora el agua. Este enriquecimiento rapi-
do de la superficie redunda en un colapso del agregado
llevando a la obtencién de las morfologias tipo toroidal o

colapsadas [3].

Agregados esféricos > 10 um

O

Distribuciéon homogénea del
Gota de suspension CaCO,

estructura desordenada en la
proteina lactea

Figura 7. Esquema para la formacion de agrega-
dos en ausencia de giros en la proteina lactea.

CONCLUSIONES

En este trabajo se mostré que la morfologia de los agre-
gados de CaCO, obtenidos a través de secado por as-
persion es altamente dependiente de la temperatura de
entrada del secador. Ademas, se encontré que a medi-
da que se aumenta la T,, se propicia la generacion de
agregados que exhiben una morfologia tipo toroidal,
en lugar de agregados esféricos, los cuales se forman
a T_ bajos (i.e., 180°C). Los cambios en la T, conlleva-
ron a cambios conformacionales en la proteina lactea,
los cuales se correlacionaron con la morfologia final de
los agregados de CaCO,. La presencia de conformacion
tipo giro generd poca agregacion, y la ausencia de ésta
generd agregados esféricos. Por otro lado, la presencia
de conformacion desordenada generé agregados con
morfologias tipo toroidal. Estos mecanismos se derivan
de resultados de FT-IR, SEM y distribuciones de tamafo
de particula. Sin embargo, otras técnicas instrumentales

Agregados tipo dona — presencia de

como difraccion de Rayos X a angulos bajos, pueden
complementar la evidencia experimental para corrobo-
rar los cambios conformacionales de la proteina lactea
y el efecto de la superficie mineral sobre esta confor-
maciones [12]. También existe la posibilidad de medir la
distribucion de tamanos de particula justo a la salida de
la tobera de secado (medicion in-situ), lo cual permitiria
corroborar estados de aglomeracién instantaneos de las
particulas durante el proceso de secado, lo cual aporta-
ria mayor evidencia a los procesos inerciales generados
durante el rapido secado de las gotas asperjadas [6, 7].
Finalmente es posible obtener informacion respecto a la
quimica superficial del material obtenido por medio de
microscopia de fuerza atémica (AFM), lo cual indicaria la
efectividad del proceso de adsorcién de la proteina sobre
la superficie sélida [13].
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