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RESUMEN

La industria alimentaria es un pilar fundamental de la economia mundial. Debido a su
importancia a nivel econémico y a la competencia que encontramos dentro del sector, es
necesario innovar en el desarrollo de nuevas tecnologias y productos para captar la atencién
del consumidor. De la busqueda de nuevas tecnologias y de los avances de la ciencia surge la
idea de la impresion 3D con el objetivo de construir y cocinar estructuras alimentarias
complejas y de permitir al consumidor la obtencion de un alimento de alta calidad sensorial listo
para su consumo, sin la necesidad de entrar en contacto con las materias primas. Esta nueva
tecnologia permitird al usuario la obtencidon de un alimento de alta calidad sensorial, de
geometria compleja y listo para su consumo (“ready-to-eat”), todo ello sin entrar en contacto
con las materias primas. Para ello, el primer paso serd desarrollar los diagramas de
transiciones de materias primas y adaptarlos al sistema de extrusion de esta tecnologia de
impresion 3D; este primer paso es el que se pretende abordar en este trabajo final de grado
utilizando como materia prima un gel de colageno debido a sus numerosas aplicaciones en la
industria alimentaria y a su versatilidad, que la convierte en una valiosa herramienta para el
desarrollo de nuevos y mas atractivos productos.

Se formularon geles de colageno con seis concentraciones diferentes de proteina. Para
cada una de las concentraciones que se utilizaron se realizaron varias determinaciones. En
primer lugar se obtuvo la curva de conductividad eléctrica versus temperatura durante la
gelificacién del colageno, que iba desde una temperatura de 80° a unos 4°C. Las transiciénes
térmicas del coldgeno se determinaron por calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Paralelamente se realizaron ensayos de doble compresién (TPA) a diferentes temperaturas
para asi caracterizar las propiedades viscoelasticas de cada estado de gelificacion de las
diferentes concentraciones de colageno. A cada una de las muestras se les media la humedad
y la actividad de agua.

En este trabajo se ha desarrollado un sistema de medida de la difusividad térmica a partir de un
modelo de Fourier capaz de modelizar el proceso de enfriamiento del colageno. Ademas se ha
obtenido la evolucion de dicho pardmetro pudiéndose determinar una transicion de primer
orden para cada una de las formulaciones. Ademas, se han obtenido las propiedades fisicas
necesarias (calor especifico y densidad) para la obtencion de la conductividad térmica del gel
durante el proceso de enfriamiento. Se han obtenido las propiedades mecanicas por TPA de
los distintos estados de agregaciéon determinados por conductimetria eléctrica, determinando
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como mas importantes para la impresion 3D; la dureza, la adhesividad y la elasticidad. A partir
de todas las medidas realizadas durante este trabajo ha sido posible completar un diagrama de
estado del gel de colageno con las propiedades mecanicas de cada una de los estados sdlidos.
Por ultimo, mediante el andlisis de todas las medidas térmicas y mecanicas se ha definido
como o6ptimo, en el punto de deposicién del gel, el estado de agregacion VIl y en algunas
geometrias especificas el IX.
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1. INTRODUCCION

1.1. JUSTIFICACION

La industria alimentaria es un pilar fundamental de la economia mundial y su
importancia va creciendo afio tras afio. El volumen de ventas de este sector asciende
a unos 900 mil millones de euros (mas del 24% del total de la industria) y proporciona
empleo a mas de 4 millones de trabajadores, siendo el sector principal dentro del
conjunto de la industria (FAO, 2012). Dado que la industria alimentaria es un sector tan
importante a nivel econémico y debido a la enorme competencia que encontramos
dentro del mismo, es necesario innovar continuamente y desarrollar nuevas
tecnologias y productos para destacar sobre el resto de industrias y asi captar la
atencion del consumidor. La industria alimentaria debe continuar evolucionando para
poder satisfacer las necesidades de la humanidad. De la blusqueda de nuevas
tecnologias y de los avances de la ciencia surge la idea de la impresion 3D con el
objetivo de construir y cocinar estructuras alimentarias complejas y de permitir al
consumidor la obtencibn de un alimento de alta calidad sensorial listo para su
consumo, sin la necesidad de entrar en contacto con las materias primas. Esta idea de
impresion 3D también puede ser una herramienta muy Util para chefs gourmet, que
estdn desarrollando continuamente nuevas técnicas innovadoras y buscando
tecnologias de apoyo que les ayuden a empujar los limites del arte culinario.

Como se explicara posteriormente, la gelatina de colageno se utiliza ampliamente
en la industria alimentaria y tiene numerosas aplicaciones (postres, dulces, panaderia,
helados, productos carnicos, productos lacteos, etc). Su versatilidad la convierte en
una valiosa herramienta para el desarrollo de nuevos y mas atractivos productos. Es
por ello que la gelatina de colageno es una de las materias primas a utilizar en el
desarrollo de esta nueva tecnologia de impresién en 3D.

Actualmente, existen en el mercado equipos como el Vorwerk Thermomix que
realizan parcialmente algunas de las caracteristicas que este sistema de impresién 3D
ofrece y robots de cocina que permiten picar, remover, amasar y cocinar al vapor,
facilitando el cocinado de platos elaborados. La gran diferencia de estos equipos con
respecto a esta nueva tecnologia, es que estos no permiten el disefio de estructuras
alimentarias complejas, y no juegan con las distintas transiciones de fase que sufren
los alimentos para alcanzar el producto final deseado.

La tecnologia de impresién 3D en alimentos sera, por tanto, fundamental para la
forma de interactuar con la comida en el futuro prestando nuevas capacidades
artisticas para el dominio de la cocina y ampliando las capacidades para el sector
gastronémico industrial. Esta tecnologia permitira al usuario la obtenciéon de un
alimento de alta calidad sensorial, de geometria compleja y listo para su consumo
(“ready-to-eat”), todo ello sin entrar en contacto con las materias primas. Para ello, el
primer paso sera desarrollar los diagramas de transiciones de materias primas y
adaptarlos al sistema de extrusion de esta tecnologia de impresién 3D; este primer
paso es el que se pretende abordar en este trabajo final de grado utilizando como
materia prima un gel de colageno.



1.2. PROPIEDADES DEL COLAGENO

El uso de geles ha aumentado considerablemente dentro de la industria
alimentaria, debido a su empleo en la formulacion de alimentos. En los ultimos afios se
han descubierto sustancias nuevas que pueden cumplir funciones Uutiles en los
alimentos, entre las que destacan las gomas y geles debido a su poder gelificante y
espesante en alimentos (Veldzquez, 2014). La gelatina de colageno es uno de los
biopolimeros comerciales mas abundantes y también uno de los mas verséatiles, con
una produccion mundial de mas de 300.000 toneladas métricas por afo. Tiene cientos
de aplicaciones diferentes en varias industrias. La industria alimentaria utiliza gelatina
ampliamente en la fabricacibn de postres, dulces, panaderia, helados, productos
carnicos, productos lacteos, confiteria, asi como en productos especificos como
mermelada, jalea y productos bajos en grasa. También se usa ampliamente para la
modificacion de la textura y la vida util de lacteos espumas, geles, dispersiones y
emulsiones (Hemar et al., 2010; Koh et al., 2002). Las caracteristicas mas notables de
la gelatina de colageno son su resistencia en estado de gel, su solubilidad en agua y la
capacidad de formar geles termo-reversibles (Bell, 1989). Con el fin de estandarizar la
gelatina, la medicion de la resistencia del gel se determina usando el denominado
ensayo de Bloom, que consiste en realizar un protocolo bien definido a una
concentracion dada de gelatina (6,67%), temperatura (10 °C) y tiempo de maduracion
(17 h), permitiendo asi expresar la resistencia del gel en el "valor bloom" normalizado
(Wainewright, 1977). La resistencia del gel depende en gran medida de las
propiedades moleculares de gelatina, especialmente con respecto a dos factores
principales: la composicién de aminoacidos, que es especifico de cada especie, y la
distribucion del peso molecular, lo que resulta principalmente de las condiciones de
procesamiento (Gémez-Guillén, 2011; Turnay et al., 2002).

Su amplio uso se debe a sus propiedades gelificantes debido a su estructura nativa
de triple hélice que determina sus funciones especificas. Es el principal agente
gelificante utilizado en alimentos. Esto se debe a que la gelatina es capaz de formar
geles en un amplio rango de concentraciones (Fonkwe et al, 2003). Los enlaces de
hidrégeno intermoleculares hacen que los geles sean térmicamente reversibles. La
temperatura de fusién y gelificacion de los geles de colageno esta proxima a la
temperatura fisiolégica de los seres humanos lo que le aporta a la gelatina una
agradable sensacion de “fusién en boca”, una propiedad caracteristica que es dificil de
imitar por otros biopolimeros alternativos (Djabourov, 1988). Estas propiedades hacen
de la gelatina de coladgeno un biopolimero muy importante y ampliamente utilizado en
la industria alimentaria. La compresién del comportamiento y la interaccion del
colageno con otros elementos de su vecindad, constituye un factor muy importante a la
hora de interpretar los fenébmenos estructurales y bioquimicos que ocurren en ciertas
etapas de procesamiento en la industria alimentaria.

1.3. PROCEDENCIA Y ESTRUCTURA DEL COLAGENO



La gelatina de colageno es un subproducto obtenido del colageno, por lo que sus
propiedades dependen de la fuente y del tipo de colageno (Hinterwaldner, 1977; Ward
and Courts, 1977). El colageno estd especialmente concentrado en los tejidos que
soportan el peso del organismo, es decir, los cartilagos y los huesos. También el
colageno se encuentra en diversas partes del organismo que transmiten fuerza, como
los tendones. Por otra parte, aparece en abundancia en lugares como la dermis o las
fascias. Ademas, en una de las formas en las que se puede encontrar, constituye un
armazon de microfibrillas que sostiene la estructura de todos los 6rganos y visceras
del organismo (Sanchez and Padul., 2011).En general, el colageno aparece como un
material altamente ordenado. En lugares como los tendones, las fibras de colageno se
disponen de forma estrictamente paralela. En otros lugares como la dermis, las fibras
aparecen entrelazadas en todos los planos del espacio de un modo muy apretado
(Sanchez and Paul., 2011).

Normalmente, la fuente principal de colageno son los mamiferos. Este se obtiene
de la piel, los huesos y los tendones de bovinos y porcinos. La industria carnica
produce cantidades importantes de coldgeno que pueden ser utilizadas en la
fabricacion de productos alimenticios debido a su capacidad de retencion de agua y a
la capacidad de formar geles (Correa and Lopez., 2013; Mokrej$ et al., 2009). La
gelatina procedente de mamiferos tiene la composicion de aminoacidos bastante
idéntica, asi como las propiedades fisicas. Sin embargo, se encuentra en todo el reino
animal y, por tanto, existen otras fuentes posibles. Los estudios sobre fuentes
alternativas y nuevas funcionalidades de colageno y gelatina ha experimentado un
gran auge, en parte debido al creciente interés en la valoracion econdmica de los
subproductos industriales (desde la industria de la carne y el pescado), el cuidado del
medio ambiente mediante una gestion responsable de residuos industriales, y la
busqueda de las condiciones de procesamiento innovadoras, asi como aplicaciones
novedosas potenciales (Gomez-Guillén et al.,, 2011). Debido a esto, hoy en dia
también se obtiene gelatina a partir de pescado (despojos, pieles, escamas), siendo
éste un sustituto en potencia de la gelatina procedente de mamiferos (Pranoto et al.,
2007).

El colageno es una proteina estructural, organizada en redes fibrosas, que
refuerza, sostiene y da forma y resistencia a todos los tejidos y érganos. Su estructura
(Figura 1.1) esta constituida por tres cadenas alfa de polipéptidos con un conjunto de
enlaces de hidrégeno entre las cadenas individuales (Rich and Crick, 1955). Estas tres
cadenas polipeptidicas de aproximadamente unos 1000 aminoacidos cada una,
aparecen entrelazadas formando una triple hélice muy compacta de 300 nm de
longitud y 1,5 nm de didmetro. EI 30% de los residuos de amino&cidos que constituyen
la triple hélice son de glicina y se ubican en posicibn axial. En cambio, los de
hidroxiprolina y de hidroxilisina (25%) se ubican en el exterior. La importancia de los
residuos de glicina consiste en que su grupo R, un &tomo de hidrégeno, ocupa muy
poco espacio y por ello permite que las tres cadenas polipeptidicas se aproximen
(Loépez et al, 2008).

La unidad basica estructural del coldgeno es el tropocoldgeno, constituido por tres
cadenas polipeptidicas del mismo tamafio y de composicién idéntica o no, segun el
tipo de colageno. Las tres cadenas alfa tienen sus extremos alineados y, aunque la
forma helicoidal se extiende a lo largo de la mayoria de la molécula, hay regiones en
los extremos amino y carboxilo terminales, que implican a unos 15-20 aminoécidos,
gue no son helicoidales perdiéndose por tanto la estructura de triple hélice. Estas
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regiones, conocidas como telopéptidos, son susceptibles de protedlisis, mientras que
la triple hélice resiste al atague de la mayoria de enzimas proteoliticas y en la forma
nativa solo es digerida por colagenasas especificas (de Paz, 2006).

Hélice del Triple hélice Triple hélice
colageno del colageno del colageno
(corte sagital)

§
g, E

pa——

Figura 1.1. Estructura del colageno, adaptado de Lépez et al (2008).

Las cadenas de polipéptidos son muy largas (aproximadamente unos 1000
aminoacidos) y el peso molecular es de mas de 100.000 Da. Las hélices de
colageno se disponen en grupos pequefios denominados fibrillas. Cada fibrilla de
colageno se dispone paralelamente y esta constituida por miles de moléculas de
tropocolageno. Estas fibras de colageno tienden a agruparse en conjuntos mas
grandes llamados haces. Los haces de fibras de colageno miden habitualmente
entre 15 y 30 micras, aunque los hay también mas finos y mas gruesos. Las fibras
de colageno se estabilizan por enlaces covalentes cruzados (Oakenfull et al.,
1997). Durante la produccién de gelatina, los enlaces cruzados se rompen. Cuando
la gelatina se calienta, la triple hélice es en gran parte desenredada y la gelatina se
disuelve (Fonkwe et al., 2003).

Existen, al menos, 29 tipos diferentes de colageno. Entre los diversos tipos, el
mas abundante es el colageno tipo I. Este colageno se caracteriza porque la triple
hélice esta constituida por dos cadenas a1 idénticas y una segunda cadena
denominada a2, que tiene una secuencia de aminoacidos distinta (Shoulders and
Raines, 2009). Sus fibras son las més gruesas de todas. Este tipo de colageno
predomina el hueso, en los cartilagos y en la dermis. Los tipos Il, Il y IV constan, al
contrario que el colageno de tipo |, de tres cadenas idénticas para cada uno de
ellos (Lopez et al., 2008).

Cada una de las tres cadenas alfa que componen el monémero de colageno
(tropocolageno) tiene una secuencia de aminodcidos, la cual es un triplete que se
repite. Esta estructura particular es una secuencia de Gly-X-Y, donde Gly es la
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glicina, frecuentemente la posicion “X” esta ocupada por la prolina, y la posicion “Y”
por la hidroxiprolina (Asghar and Henrickson, 1982). Lo que caracteriza al colageno
€es esa secuencia repetitiva y la gran proporcién que tiene de glicina, prolina e
hidroxiprolina (Figura 1.2). La estabilidad térmica del colageno, asi como las
propiedades fisicas de la gelatina dependen del contenido de los aminoacidos
prolina e hidroxiprolina, que son cruciales para la estabilizacion de la estructura de
triple hélice, y con la distribucion del peso molecular, que se debe principalmente a
las condiciones de procesamiento (Gémez-Guillén et al., 2002). El contenido de
estos aminoacidos determina la temperatura de transicion de la estructura
helicoidal y estd vinculada a la ruptura de los enlaces de hidrégeno inter e
intramoleculares. Sin embargo, aunque la prolina es importante, la hidroxiprolina se
cree que juega un papel singular en la estabilizacion de la hélice de triple del
colageno debido a su capacidad de formar enlaces de hidrégeno a través de su
grupo OH (Burjandze, 1979; Ledward, 1986). Por otra parte, también se ha
observado que la secuencia total de Gly-X-Y es uno de los factores que afectan a
la estabilidad térmica del colageno (Burjandze, 2000).

chain A

"« -

\\
«

chain C chain B -

Figura 1.2. Estructura triple hélice del colageno (A) Vista a lo largo del eje molecular
que muestra las trayectorias de las cadenas polipeptidicas individuales y las ubicaciones
de los residuos en el triplete de aminoacidos que se repiten frecuentemente en el colageno
donde G es glicina, normalmente X es prolina e Y hidroxiprolina, (B) Tres cadenas de
aminoacidos se enrollan entre ellas formando esta molécula con estructura cuaternaria
denominada tropocolageno.

1.4. ESTRUCTURA DE SISTEMAS COLOIDALES

Los sistemas coloidales son sistemas heterogéneos formados por una o varias
sustancias dispersas en un medio dispersante con la existencia de una interfase
muy extensa. Es decir, son sistemas de, al menos, dos fases inmiscibles en las
gue se reparten todos los componentes del sistema. Una de las dos fases se
encuentra dividida en pequefias particulas, generalmente solidas (fase dispersa o



fase discontinua) a las que rodea completamente la otra sustancia, generalmente
liquida (fase dispersante o fase continua).

Los sistemas coloidales se pueden clasificar en funcion del estado de
agregaciéon de la fase continua y de su inmiscibilidad con la fase dispersa, tal y
como se puede observar en la tabla 1 (Trados, 2013).

Tabla 1.1: Sistemas coloidales adaptada de Trados (2013).

Fase Fase Estructura Ejemplo
continua dispersa coloidal
Liquido Emulsién Leche, mayonesa
Liquido Sélido Dispersion Pasta de dientes
Gas Dispersién Cerveza
Espuma Espuma de cerveza
Liquido Emulsidn sélida Chocolate
Sélido Gel Queso, gel de colageno
Sélido Suspension Helado
Gas Espumas sdlidas Miga de pan, merengue
Gas Liquido Aerosol Nieblas, espray
Sélido Aerosol Humos, polvo

En fases continuas liquidas se puede diferenciar entre, las que tienen la fase
dispersa liquida e insoluble, denominada emulsion; normalmente estas fases son
grasas 0 acuosas, un ejemplo alimentario es la mayonesa o la leche; las de fase
dispersa sélida, denominada dispersién o suspension, un ejemplo son las caseinas en
la leche; y las que tienen una fase dispersa gaseosa, denominadas espumas, como
por ejemplo la espuma de cerveza.

El coloide con fase continua sélida y con una fase dispersa liquida se denomina
gel; como ejemplos alimentarios se puede nombrar el queso o el chocolate. Si la fase
dispersa es también solida, ésta debe de ser insoluble, denominandose suspension,
un ejemplo es el helado. Por ultimo, si la fase dispersa es gaseosa el sistema se
denomina espuma sélida y un ejemplo es el pan.

El sistema coloidal denominado aerosol es aquel cuya fase continua es gaseosa y
cuya fase dispersa es liquida o sélida, siendo una estructura poco importante en los
sistemas alimentarios (Dickinson, 1992).

1.4.1 Geles de colageno

Cuando se enfria una disolucién de gelatina de colageno por debajo de su
temperatura de fusién, se forman geles fisicos inducidos por un cambio
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conformacional de moléculas individuales estiradas que intentan adquirir la estructura
de triple hélice presente en el colageno original. Estas hélices (hebras) interactian
para formar una red espacial, donde las hebras se mantienen unidas por enlaces de
hidrégeno y en algunos casos por enlaces quimicos (Gomez-Guillen et al, 2011).
Cuando el coldgeno forma geles, estos son capaces de agrupar agua dentro de su
estructura. Son termorreversibles ya que estan constituidos por enlaces débiles. Estos
geles tienen un comportamiento viscoelastico y un moderado moédulo de deformacion.
Contienen una fase sélida que representa la fase continua del gel (fase proteica), y
una fase liquida (fase acuosa) que queda atrapada en la red tridimensional. Desde el
punto de vista termodinamico, se puede considerar el estado gel como un estado
amorfo, es decir, entre el sélido y el liquido (Aguilera and Stanley 1999).

1.5. TEXTURA

Los alimentos viscoelasticos, como estos geles, pueden ser estudiados mediante
ensayos de textura. La textura de un producto proporciona informacion sobre
parametros descriptivos relacionados con sensaciones percibidas en el momento de la
ingesta del alimento como: dureza, elasticidad, rigidez, firmeza, fragilidad, resistencia,
jugosidad, etc. Se considera, por tanto, a la textura como uno de los pardmetros mas
importantes de calidad en el procesado de alimentos consecuencia de un conjunto de
sensaciones percibidas por los sentidos humanos. En la industria alimentaria es muy
importante evaluar la textura de un alimento ya que es uno de los factores que mas
influye en la aceptacién del producto por parte del consumidor. Uno de los ensayos de
compresion mas utilizado en alimentos para caracterizar sus propiedades
viscoelasticas es el andlisis de perfil de textura, TPA (Texture Profile Analysis).
Durante este ensayo, un émbolo comprime dos veces consecutivas la de tres cadenas
de aminoacidos muestra, simulando el movimiento de la mandibula durante la
masticacion. El analisis de las curvas fuerza-distancia o fuerza-tiempo permite obtener
diferentes parametros texturales muy bien correlacionados con la evaluacién sensorial.
Ademas, son Utiles para caracterizar estructuras de gel y obtener una vision de las
interacciones microestructurales. Estos parametros son (Duran et al., 2001):

-Fracturabilidad (F) fuerza del primer pico significativo que se obtiene tras la
primera compresion.

-Dureza (D) o fuerza necesaria para alcanzar la deformacion maxima
preseleccionada.

-Cohesividad o relacion de areas originadas en los dos ciclos de compresion,
excluyendo la zona bajo las areas de descompresion de cada ciclo. Se calcularia
como el cociente (Ay/A,).

-Adhesividad (As;) o area de fuerza negativa que se obtiene tras la primera
compresion y que representa el trabajo necesario para separar el émbolo de
compresion del alimento.

-Elasticidad o altura que el alimento tiene cuando se inicia la segunda compresion
respecto a la que tenia inicialmente.



-Gomosidad definida por el producto de dureza por cohesividad. Representa la
energia requerida para desintegrar un alimento semisdlido de modo que esté listo para
ser tragado.

-Masticabilidad, definida como el producto de dureza por cohesividad por
elasticidad. Representa la energia requerida para masticar un alimento sélido hasta
que esté listo para ser tragado.

Cohesividad: Area,/ Area,
s

Force (M) 2

Dureza 3 4

Adhesividad

/

Elasticidad: Distancia ,/Distancia

A Masticabilidad : Durezax

ohesividad x

fEEN \

22N \ Elasticidad
| Segunda compresncn/ \
i . = \
/ FEiE / \

Distancia Distancia , ‘

Figura 1.3. Curva tipica obtenida tras un ensayo TPA

1.6. TRANSICIONES DE FASE

Como cualquier proteina, el colageno es susceptible al calor, lo que puede inducir
a colapsar la triple hélice, resultando en la desnaturalizacién térmica del colageno y su
transformacién en gelatina. En consecuencia, el conocimiento de la desnaturalizacion
térmica de colageno es importante para entender su estabilidad térmica, que es
fundamental para los manejos practicos de este biomaterial (Liu and Li, 2010;
Budrugeac and Cucos, 2013). Cuando esta proteina se somete a altas temperaturas,
las interacciones no covalentes, tales como enlaces de hidrogeno se rompen y la triple
hélice se colapsa, lo que resulta en la transformacion de gelatina de colageno (Flory
and Weaver, 1960). Esta desnaturalizacion que sufre el colageno es fuertemente
dependiente de su contenido en agua. En calorimetria, donde el proceso de
desnaturalizaciébn aparece como una transicion de primer orden, tanto la intensidad
como la temperatura cambian con la cantidad de agua absorbida (Luescher et al.,
1974).

Es por tanto, necesario, el estudio de las transiciones de fase con el objetivo de
obtener el diagrama de los distintos estados de gelificacion de colageno. Las
transiciones de fase en los alimentos consisten en cambios conformacionales y
conllevan variaciones importantes en las propiedades fisicas del sistema, debido a los
cambios en la movilidad molecular asociados a la transicion. Estos cambios afectan de
manera importante a la calidad y estabilidad de los alimentos y pueden ser
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determinantes de las condiciones de procesado. Pueden ser de dos tipos, en funcion
de la necesidad o no de variar la energia del sistema para producir una
transformacion. Los estudios de las transiciones de fase en alimentos son
relativamente recientes, pero han demostrado la importancia de su control a la hora de
mejorar productos y procesos. El control de varios procesos industriales como la
deshidratacion o la congelacion son ejemplos en los que la aplicacion de los
conocimientos sobre transiciones de fase en alimentos ha resultado en importantes
mejoras tecnoldgicas como la determinacion de la evolucion de las propiedades fisicas
de los alimentos (Roos, 1995). Una herramienta muy Qtil para caracterizar estas
transiciones son los diagramas de fase (Figura 1.4).

DISOLUCION

TEMPERATURA

VITREO

0 X 1

5

Figura 1.4: Representacion esquematica del diagrama de estado tipico de los estados de
fase. Adaptado de Martinez-Navarrete et al. (2000).

Las transiciones de fase en alimentos pueden clasificarse como transiciones de
primer y segundo orden. Cuando ocurre una transicion de fase de primer orden se
produce un cambio estructural inducido por la variacion de las variables de estado
pero con la necesidad asociada de variar la energia del sistema. Ejemplos de
transiciones de primer orden son las que se incluyen entre los estados fundamentales
(s6lido, liquido y gas). Esto es, la transicion de sélido a liquido comprende los
fendmenos de fusion y cristalizacion, la transicion de liquido a gas incluye los
fendmenos de evaporacion y condensacion y, por ultimo, el cambio de estado sélido a
gas es la sublimacion (Roos, 1995). También se incluyen en este apartado algunas
transiciones como la gelatinizaciéon del almidén y la desnaturalizacion de proteinas,
gue suponen cambios conformacionales de los biopolimeros.

Cuando ocurre una transicion de primer orden a una determinada temperatura (T)
o presion (P), se da una discontinuidad en la primera derivada, respecto a P 0o T, de la
funcion energia libre (G). Esta derivada se corresponde, respectivamente, con la
entropia (S) y el volumen (V) del sistema (ec. 1.1 y 1.2). Coherentemente con el



caracter isotermo de la transicion, se da también un cambio neto en la entalpia del
sistema (calor latente) (ec. 1.3).

(d_G)P = —S (ecuacion 1.1)
(d_G) =V  (ecuacion 1.2)

(ecuacion 1.3)

Las transiciones de fase de segundo orden, incluyen todos los cambios
conformacionales inducidos por variaciones en las variables de estado que no
requieren cambios en la energia interna del sistema. Estas transformaciones suelen
ser cinéticas, por lo que la naturaleza de la transformacién podra variar en funcién de
la velocidad a la que se produzca la misma. Son aquellas en las que la primera
derivada de G no presenta discontinuidad en la transicion, pero si la presenta la
segunda derivada de G, respecto de T2, P2 o TP. Estas derivadas estan relacionadas
respectivamente con la capacidad calorifica (C), la compresibilidad isotérmica () y con
el coeficiente de expansion térmica (a) del sistema (ec 1.4 a 1.6). Por consiguiente,
estas transiciones no comportan cambios en el calor latente ni cambios netos en el
volumen del sistema, pero conllevan una discontinuidad en los valores de C, By a.

Un ejemplo de este tipo de transicion en alimentos es el cambio de estado de
vitreo a gomoso, denominada como transicion vitrea (Martinez-Navarrete et al., 2000).
Esta transicion no lleva al sistema a un estado de verdadero equilibrio termodinamico
en las condiciones de P y T determinadas.

Las principales transiciones de fase que se producen en sistemas proteicos son la
desnaturalizacion y la transicion vitrea. La desnaturalizacién de proteinas se define
como un proceso por el cual la ordenacion espacial originaria de las cadenas de
polipéptidos cambia hacia niveles de mayor desorden, pudiendo ser un proceso
reversible o irreversible. Como se apunta anteriormente, la desnaturalizacion es una
transicion de primer orden y esta tiene lugar principalmente cuando existen cambios
de temperatura y siempre en presencia de una cantidad importante de agua. La
temperatura a la que se produce es caracteristica de cada proteina,
desnaturalizdndose la mayoria a temperaturas entre 50 y 80°C. Ademas depende del
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pH, la fuerza i6nica y la velocidad de calentamiento, asi como el procesado al que ha
sido sometido el producto. Por otra parte, la transicion vitrea ocurre normalmente en la
fase liquida y tiene una gran influencia en la estabilidad del producto. Por debajo de
esta temperatura de transicion vitrea, todo el sistema queda en un estado vitreo
(Roos, 1995).

Una de las herramientas mas empleadas para estudiar las transiciones de fase es
la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Ha demostrado ser una de las mejores
técnicas para estudiar la desnaturalizacion del coldgeno, ya que ésta es consecuencia
de una apreciable cantidad de energia absorbida en forma de calor (Vyazovkin, et al,
2007). La calorimetria diferencial de barrido consiste en proporcionar un flujo de calor,
a velocidad constante, a la muestra y a un material de referencia conocido que no
sufre cambios en el intervalo de temperaturas en el que se van a hacer las
determinaciones. La transmisién de calor ha se der instantanea, por lo que se trabaja
con muestras muy pequefias (entre 10 y 20 mg). Estas muestras se colocan en
crisoles que se cierran herméticamente con el objetivo de que no se produzcan
cambios de humedad. Esto es muy importante ya que como ya se ha explicado
anteriormente la cantidad de agua tiene una gran influencia sobre la temperatura a la
cual se produce la transicion. Lo que se registra es la diferencia en el flujo de calor que
hay que suministrar a la muestra y a la referencia para mantener la misma temperatura
en ambas. Las transiciones de primer orden producen picos y las de segundo orden
saltos. La integracion de los picos, corregida teniendo en cuenta la velocidad de
calentamiento y la cantidad de muestra analizada, proporciona informacion valiosa
sobre la desnaturalizacién. Por ello es ampliamente utilizado para estudiar la
desnaturalizacién del colageno en fibras o soluciones.

1.7. IMPRESION 3D

La impresion de alimentos tridimensionales (3D), también conocido como Food
Layered Manufacture (Wegrzyn et al., 2012) se trata de un proceso de construccion
automatizada controlada digitalmente que puede acumular capa por capa de
productos alimenticios 3D (Huang et al., 2013). Por depositar capas de coccién de los
ingredientes y debido a las mezclas, se ha comenzado una auténtica revolucién en la
cocina. Gracias a esta tecnologia, la comida puede ser disefiada y preparada
controlando la cantidad de material a imprimir en 3D.

El proceso de impresion actual de alimentos comienza con el disefio de un modelo
virtual en 3D. El software traduce este modelo en capas individuales una tras otra y
finalmente genera codigos en la maquina para su impresion. Después de cargar los
cOdigos en una impresora y elegir una receta de comida, la impresion de los alimentos
tiene lugar.

La tecnologia de impresion 3D en alimentos sera fundamental para la forma de
interactuar con la comida en el futuro. Ademas, este mercado se esta desarrollando
rapidamente ya que tiene un enorme potencial.
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo es desarrollar los diagramas de
transiciones del gel de coldgeno y adaptarlos al sistema de deposicion de la impresion
3D.

Para conseguir este objetivo principal, es necesario llevar a cabo los siguientes
objetivos particulares:

- Obtener las cinéticas de gelificacion del colageno (curvas de enfriamiento).

- Obtener el diagrama de los distintos estados de gelificacién del colageno.

- Caracterizar las propiedades viscoelasticas de los distintos estados de
gelificacién del colageno.

2.2. PLAN DE TRABAJO

- Revision bibliografica de las diferentes transiciones de fase del gel-colageno,
de sus propiedades texturales y de sus caracteristicas.

- Analisis de los cambios estructurales que sufren los distintos estados de
gelificacién del coldgeno durante el calentamiento y el enfriamiento.

- Obtencién del diagrama de fase de los diferentes estados de gelificacion del
colageno mediante técnicas como la calorimetria diferencial de barrido
asociados a cambios conductimétricos con termocuplas tipo K vy
conductimetros conectados a un sistema de adquisicion de datos Agilent
34972A.

- Caracterizacion de las propiedades viscoelasticas de los distintos estados de
gelificacién del colageno mediante ensayos de textura.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIA PRIMA

Para realizar éste trabajo, se utiliz6 gelatina 100% de origen porcino
(Tradissimo®), de 240° BLOOM.

Para la preparacion de las formulaciones se utilizé agua bidestilada.

3.2. PLAN DE TRABAJO

Los geles de colageno fueron formulados con seis concentraciones diferentes de
proteina.

La preparacion que se llevd a cabo fue la siguiente: en primer lugar se pesé en una
balanza analitica AB304-S METTLER TOLEDO la cantidad de colageno necesario en
funcion de las seis razones masicas (kgr/kgy) que se utilizaron (0,04, 0,09, 0,13, 0,22,
0,32, 0,42. Por otra parte se calent6 agua bidestilada hasta los 100°C. Posteriormente,
en un vaso de precipitados, se pusieron la cantidad de agua y gel requeridos y se agito
con ayuda de un agitador magnético, hasta que el colageno estuviese completamente
disuelto. Con ayuda de una placa calefactora se facilito la disolucion del coladgeno y se
consiguié también mantener la formulacién a una temperatura elevada (entre 85 °C).

Para cada una de las concentraciones se realizaron las siguientes determinaciones
(Figura 3.1). En primer lugar se coloc6 gel de coladgeno en una cubitera de silicona en
la que se acoplaron las termocuplas y los conductimetros para obtener la curva de
enfriamiento. Tras la obtencion de las curvas de enfriamiento, de cada gel se obtenia
la humedad y la actividad de agua. Ademas se determinaron las transiciones térmicas
del gel de coldgeno mediante calorimetria diferencial de barrido. Paralelamente se
vertié gel de colageno en cubiteras y se fue midiendo la temperatura con un termopar
con el objetivo de realizar el ensayo de doble compresion (TPA) a diferentes
temperaturas y asi caracterizar las propiedades viscoelasticas de cada estado de
gelificacion de las diferentes concentraciones de colageno. A cada una de las
muestras a las que se les realizaba el analisis de doble compresion se les media la
humedad y la actividad de agua.
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Figura 3.1. Plan de trabajo
3.3. ENSAYO DE CURVA DE ENFRIAMIENTO.

Esta técnica se bas6 en las medidas asociadas a cambios conductimétricos, con
termocuplas tipo K y un equipo de medida de resistividad eléctrica conectados a un
sistema de adquisicion de datos Agilent 34972A con el que se midi6 la conductividad
eléctrica a 40 Hz y £1V y la temperatura durante la gelificacién del colageno, que iba
desde una temperatura de 80° a unos 4°C. Se prepararon las diferentes formulaciones
de colageno y se introdujeron en una cubitera de silicona en la que se acoplaron las
termocuplas y el equipo de medida de resistividad (Figura 3.2).

Ny
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Datalogger Jk

Termopar

=

Figura 3.2. Montaje para el ensayo de curva de enfriamiento

Conductimetro
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La conductividad eléctrica se calculé a partir de la resistividad mediante la ecuacion:

4
R-A

o= (Ecuacion 3.1)

donde:

o: conductividad (S/m)

d: distancia entre puntas (m)

R: Resistencia al paso de corriente en Q

A: Area de la muestra en m? (2-m-r-y), siendo r (1 mm)

3.4. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

La transicién térmica del coldgeno se determiné por calorimetria diferencial de
barrido (DSC) utilizando el equipo Mettler Toledo DSC 1(Mettler Toledo, Spain). Una
vez formadas las disoluciones, se pesaron, con una balanza de precision en crisoles
de aluminio, entre 10 y 20 mg de muestra de cada una de las formulaciones y se
sellaron herméticamente en caliente. Se utilizd6 como referencia un crisol vacio. A cada
muestra se le aplico dos barridos de temperatura diferentes. En primer lugar, se realizo
un barrido de enfriamiento desde 60 a 4 °C y a continuacién, se realiz6 un barrido de
calentamiento de 4 a 90 °C, ambos a una velocidad de 3 °C/min.

El calor especifico (J/g K) se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

_ 1 .

Cp = — (ecuacion 3.2)

Siendo g el calor aplicado (mW), m la masa de la muestra (mg) y v la velocidad de
enfriamiento (K/s).

3.5. ANALISIS DEL PERFIL DE TEXTURA (TPA)

Se realizaron medidas de textura para caracterizar las propiedades viscoelasticas
de los distintos estados de gelificacion del colageno utilizando el analizador de textura
TA.XT Plus Texture Analyzer (Figura 3.3) equipado con el software Texture exponent
32. El ensayo seleccionado fue el test de doble compresion (TDC o TPA de “Texture
Profile Analysis”) en el que un émbolo comprime dos veces la muestra para simular el
movimiento de la mandibula durante la masticacion.
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Figura 3.3. La figura de la izquierda muestra el analizador de textura TA.XT Plus Texture
Analyzer. A la derecha, se muestran dos figuras de los geles utilizados para realizar el analisis
de perfil de textura. La primera, muestra el gel unos segundos antes de la compresion y, la
segunda, muestra el gel durante la realizacion del ensayo.

Tras la formacion de las diferentes disoluciones de colageno, se vertieron cada una
de ellas en cubiteras y se esper6 a que se formase el gel. Se fue midiendo la
temperatura con un termopar con el objetivo de realizar el ensayo de compresion a
diferentes temperaturas y asi caracterizar las propiedades viscoelasticas de cada
estado de gelificacion de las diferentes concentraciones de colageno. Tras la
obtencion del gel, éstos se desmoldaron de la cubitera y se procedié a realizar las
medidas. Para la realizacién del ensayo se empled una plataforma de compresiéon de
75 mm de diametro. Las muestras se comprimieron un 30% de su altura inicial a una
velocidad de compresion de 0,5 mm/s. La pausa entre la primera y la segunda
compresion fue de 5 segundos. Se realizaron 4 repeticiones de cada formulacion de
colageno. A partir de las curvas fuerza-tiempo se obtuvieron los siguientes parametros
texturales: dureza, cohesividad, adhesividad, elasticidad y masticabilidad.

3.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL AGUA

La actividad del agua (a,) se determiné usando un higrometro de punto de rocio
(Figura 3.4), Decagdn de la marca Aqualab®, modelo serie 3 TE a 25°C (Decagon
Devices, Inc., Washington, E.E.U.U.). La precision del equipo es de +0.003. En primer
lugar se procedio a la calibracion del equipo para lo cual, a la hora de comprobar que
esta fuese correcta, se emplearon disoluciones de referencia proporcionadas por la
casa Aqualab®. A continuacion, se sacaron los geles guardados en nevera en
recipientes herméticamente cerrados y, ademas, sellados con parafilm y se esper6 a
gue estos se atemperasen para proceder a la realizacion de las medidas. Se considera
que los valores de la actividad de agua que se obtuvieron, corresponden a la actividad
de agua superficial, ya que las medidas se realizaron sin desestructurar las muestras.
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Figura 3.4. La figura de la izquierda muestra el equipo utilizado para la medicion de la a,, A la
derecha se observa uno de los geles utilizados para la realizacién de las medidas.

3.7. DETERMINACION DE LA HUMEDAD

Para determinar la humedad se empleé el método AOAC 935.46 (1997). Este
método consiste en pesar aproximadamente 2 g de muestra y en el secado de la
misma hasta peso constante en estufa a 100°C (Figura 3.5), con un vacio parcial de
25 mmHg. La fracciébn masica de agua (X,) se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion:

Mp+mh—Mp+ -
Xy = —mt BETS (Ecuacién 3.3)
w M -M
p+mh p

Dénde:

- M, = masa del recipiente de vidrio (g).
Mp.mh = Mmasa del recipiente de vidrio y la muestra humeda (g).
- Myms = masa del recipiente de vidrio y la muestra seca (g).

18



Figura 3.5. Estufa a vacio utilizada para las medidas de humedad

3.8. DETERMINACION DEL pH

La medida del pH de las muestras se realiz6 mediante un pH-metro Mettler Toledo,
que posee un electrodo combinado compuesto de un electrodo de vidrio para el H" y
un electrodo de referencia portatil (Figura 3.6).

Figura 3.6. pH-metro Mettler Toledo

3.9. DETERMINACION DE LA DENSIDAD

En primer lugar, se realizaron las medidas de masa utilizando una balanza analitica
de precision de la marca Mettler Toledo, modelo AB304-S.

Las medidas de volumen se realizaron, mediante una técnica de andlisis de
imagen (Figura 3.7), usando el software Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc.,
San José, CA, EEUU) con el que se obtuvieron las alturas laterales y centrales de la
gelatina de colageno dentro del bote. Ademas, se situé una cuadricula de papel
milimetrado al lado de las muestras para transformar la altura a milimetros.
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Figura 3.7. Montaje para la determinacién de volumen

Con el objetivo de determinar el volumen de las muestras, se utilizé las expresion
matematica de volumen para un cilindro (ecuacion 3.4).

Finalmente, del cociente entre la masa y el volumen se obtuvo la densidad
(ecuacion 3.5).

V=mxr’xh (ecuacién 3.4)
p== (ecuacion 3.5)
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4. RESULTADOS

4.1. CURVAS DE ENFRIAMIENTO, OBTENCION DE TRANSICIONES DE
FASE.

Los geles proteicos muestran multiples estados de agregaciéon asociados al orden
estructural del mismo. Los distintos niveles estructurales dependen de las variables de
estado del sistema y de la velocidad de transformacion de las mismas. En este trabajo
se plantea la determinacion de las transiciones del gel de coldgeno asi como la
caracterizacion de cada una de ellas mediante la combinacion de distintas
propiedades termodinamicas.

En primer lugar se ha disefiado un montaje para poder determinar la curva de
enfriamiento y la variacion de la conductividad eléctrica de cada una de las
formulaciones descritas en el apartado Materiales y Métodos (0,04, 0,09, 0,13, 0,22,
0,32, 0,42 kgp/kgy).

La figura 4.1 muestra la evolucion de la conductividad eléctrica a 40 Hz en funcion
de la temperatura durante el proceso de enfriamiento realizado (de 80 °C a 4 °C) para
la raz6én masica de proteina de 0,09 kgr/kg,, a modo de ejemplo. La evolucion de la
conductividad eléctrica en funcion de la temperatura para el resto de formulaciones se
muestra en el anexo 7.1. En cada figura se muestran tres curvas ya que se realizaron
tres repeticiones de la técnica para cada formulacién. Ademas, se muestra un detalle
de la curva en la que se puede apreciar que a distintas temperaturas se producen
distintas transiciones (cada transicion esta marcada por flechas). Los cambios de
ordenacién de las proteinas (fase continua) provocan cambios en la conductividad
eléctrica en un medio conductor como es el colageno (Steinhardt and Reynolds, 1969).
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Figura 4.1. Curva de enfriamiento obtenida para la formulacion 0,09 kgp/kgy,.

Las curvas de enfriamiento son el primer paso para poder realizar el diagrama de
estado del gel colageno. Las transiciones que se han observado en la variacion de la
conductividad eléctrica con respecto a la temperatura se pueden observar en la figura
4.2.
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Figura 4.2. Primer paso de desarrollo del diagrama de transicion de fases de la gelificacion de

colageno.

La difusividad térmica es un parametro que surge del desarrollo de la segunda
ecuacion de Fourier, a partir de la descomposicion de la energia interna, y que
engloba a las propiedades fisicas, conductividad térmica, densidad y calor especifico
tal y como se muestra en la ecuacion 4.1. Dicho pardmetro facilita la parametrizacion
de los procesos térmicos.

k .
a= (Ecuacion 4.1)
p-Cy
donde: k es la conductividad térmica (W/m K)

C, es el calor especifico (kJ/kg K)
pes la densidad (kg/m®)

Para el calculo de la difusividad térmica se ha utilizado el montaje mostrado en el
apartado de Materiales y Métodos, figura 3.2. En dicha figura se puede observar que la
muestra presentaba todas las caras aisladas salvo la superior, por lo que se ha
considerado el transporte GUnicamente por esta cara, siendo la geometria una lamina
infinita con un espesor igual al fondo del receptaculo y una distancia (x) al termopar
descrita en el esquema. El desarrollo del modelo de Fourier elegido ha sido la
simplificacion de Crank (1975) para geometrias planas con convergencia rapida
(ecuacion 4.2). Se ha considerado que no existe resistencia externa a la transmision
de calor.

1- (M) =2 (“—t)l/z (Ecuacion 4.2)

Text—To X2

Siendo: T la temperatura (°C), a la difusividad térmica (m?/s), t el tiempo (s), x la
distancia desde la superficie de la muestra al termopar (m), y los subindices “ext” se
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refiere al ambiente, “t” es cada tiempo al que se midi6 la temperatura y “0” es el tiempo
inicial.

En la figura 4.3 se muestra la variacion de la difusividad térmica en funcion de la
temperatura, durante el proceso de enfriamiento, para cada una de las razones
masicas estudiadas. La figura 4.3 muestra el promedio de la difusividad térmica, los
tres triplicados realizados se muestran en el Anexo 7.2.

5,E-06 -
a (m?/s)

4,E-06

N 222,
ST

QSSELRELL
S \\\\\\\\\»»>>>>>>>>>>>>>>»’§§§§g§;§\j»>
» &
0%

3,E-06

2,E-06

1,E-06 -

0,E+00

Figura 4.3.Variaciéon de la difusividad térmica en funcion de la temperatura, donde: 0,04
kge/kgw, ¢ 0,09 kgp/kgw, ¢ 0,13 kge/kgw, ¢ 0,22 kge/kgw, © 0,32 Kgp/kgy, ¢ 0,42 kge/Kgu.

Como se puede ver en la figura 4.3, la difusividad térmica aumenta en el proceso
de enfriamiento hasta alcanzar un maximo a partir del cual disminuye, dicho maximo
cambia el comportamiento del sistema frente a la acumulacion de energia térmica,
indicando un cambio conformacional de la estructura, pudiendo significar este valor el
paso de liquido a sélido. Si se toma el valor de la temperatura del gel a la difusividad
maxima de cada una de las formulaciones y se integra en el diagrama de transiciones
de fase (figura 4.2.) se obtiene la figura 4.4, donde es posible observar como coincide
totalmente con la transicion marcada como 1V, transicibn que mostraba un cambio
brusco en la conductividad eléctrica del apartado anterior. La naturaleza de esta
transicion es dificil describirla a partir de la difusividad térmica, ya que como se ha
explicado anteriormente es un parametro de ajuste de Fourier que engloba tres
propiedades fisicas, por esta razén se hace necesario desglosar la difusividad en
dichas propiedades para poder entender la naturaleza de esta transicion.

23



60
T(20)

50 -

B e —————— — -
< - - [ ] [ 1]
~. % -
< -
A [ | ] A A ; M alfa max
] X
40 A el A A; /’/ -
YT ORGP X R==al B ¥ N
~ P - ’
K AR Koo" X e .
X——~~\X%‘ - - X7 X
S~ PPras - X - -
X - O\j\%%s _____ ’an - ~ - o — X IV
30 - % - xg‘ _______ i’ P ____.(2_. _ oV
o Tl K -+ -
o® 00 " ~-—-- dae vi
P . e i =" viI
Vil
20
IX

"——-——‘”’—‘."—/ﬁ * * 0
10

o X, (kgp/kegw)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5

Figura 4.4. Segundo paso de desarrollo del diagrama de transicion de fases de la gelificacion
de colageno.

En la figura 4.5. se muestra la evolucién de la difusividad térmica en funcion del
contenido de proteina a distintas temperaturas. Como se puede observar en esta
figura, las formulaciones acumulan mejor el calor con poco contenido o mucho
contenido de proteinas, acumulando peor energia con contenidos intermedios de
proteina. Al igual que en el caso de la transicidn descrita anteriormente, es necesario
desglosar la difusividad térmica en las propiedades fisicas que lo componen para
poder entender correctamente el comportamiento de la misma.

Con el fin de explicar el sentido fisico del comportamiento de la difusividad térmica,
en el siguiente apartado, y mediante la utilizacion de la calorimetria diferencial de
barrido y medida de la densidad, se obtiene las propiedades fisicas que la componen.
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Figura 4.5. Variacién de la difusividad térmica durante la formacion del gel en funcién de la
razon masica de proteina, donde: ¢ 12 °C, ® 21°C, A 24°C, ® 30°C, W 42°C.

4.2. OBTENCION DE TRANSICIONES A PARTIR DE CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE BARRIDO; OBTENCION DE PROPIEDADES TERMICAS.

Como se ha comentado en la introduccion, una de las herramientas mas
empleadas para estudiar las transiciones de fase del colageno es la calorimetria
diferencial de barrido. En este trabajo de investigacién se prepararon las distintas
formulaciones de agua y colageno calentando la disolucién hasta 80°C. Tras esta
preparacion de la muestra se realizé un barrido de enfriamiento de 60 a 4 °C y a
continuacion, se realizd un barrido de calentamiento de 4 a 90 °C, ambos a una
velocidad de 3°C/min.

La figura 4.6 muestra los termogramas de enfriamiento (color azul) y calentamiento
(color rojo) para la formulacién de colageno de 0,09 kge/kg, tras los dos barridos de
temperatura realizados. En cada figura se puede observar que la transicion que sufre
el coldgeno es una transicion termorreversible ya que esta constituido por enlaces
débiles. El resto de formulaciones se muestran graficadas en el anexo 7.3.

0,215 0,155
q (mW/mg) . .
00 0,214 100 80 60 40 20 0

LN 0,213 T(*) 0,165
¢ ¢
s A4 00 0,212 0,175
@, 0,211
& ®
° A4 0,21 0,185
00 @ 0,209 00
Ooo ¢ 0,208 M 0195
¢ <

0,207 °
0,206/
0,205 q(mW/mg) | 515

@,
(N &
¢ 0000000 -0,205
T(%0)

60 50 40 30 20 10 0

Figura 4.6. Curvas de enfriamiento y calentamiento para la formulacion 0,09 kgp/kg.w.
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En la figura 4.6. Izquierda, se muestra el proceso de enfriamiento con un descenso
del calor disipado hasta que a partir de aproximadamente 34°C el calor comienza a
aumentar mostrando un proceso de transformacion de la estructura del colageno.

Tabla 4.1. Datos obtenidos de la calorimetria de enfriamiento (TRANS. 1) y calentamiento
(TRANS. 2), donde se muestra la energia de cambio de estado (AGO) y el punto donde
empieza (T,) y acaba la transicion (T,) para cada una de las formulaciones.

T, (2€) T, (2C) AG’ (mJ/mg)

Xp (P/W)| TRANS.1 TRANS. 2 TRANS.1 | TRANS.2 TRANS. 1 TRANS. 2
0,04 | 221 + 042319 + 0,14|10,9 + 0,13(31,73 + 0,16| 0,2 + 0,113|-0,150 + 0,014
009 |[257 + 06| 25 + 3 |14 + 6 (325 + 03(1,04 + 0,03|-0,63 + 0,06
013 |[266 + 04| 24 + 4|97 + 17| 35 + 4 [152 + 003|-1,0 = 03
022 |[283 + 03|188 + 07|16 + 7 (343 + 03|21 + 04| -30 = 05
032 |295 + 05|189 + 06105+ 05(350 + 0,2(321 + 005| -3,8 + 04
0,42 |[30,59 + 0,18[18,62 + 0,15/10,9 + 0,2 353 + 0,8(3,92 + 0,08| -47 + 0,7

En la tabla 4.1 se observan los valores obtenidos de los ensayos de calorimetria,
tanto de enfriamiento como de calentamiento, donde aparece una transicion Unica en
cada uno de los barridos. Para explicar correctamente los datos que calorimetria se
muestra en la figura 4.7 la evolucién de la energia de cambio de estado de cada uno
de los barridos frente a la concentracion proteica. En esta figura se observa como las
transiciones son funcion del contenido en proteina del gel, siendo la transformacion
liguido-sélido (gel) la predominante, capaz de enmascarar el resto de transiciones de
segundo orden.

AG° (mJ/mg) AG° (mJ/mg)
4,5 - 0,0
<@
4 - ®
3 L
3,5 -
<&
3 L 2,0
2,5 -
L -3,0
2 4
1,5 ® + L -4,0
1 o
L -5,0
0,5
0 § T T T T -6,0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Xp (kgp/kgy)

Figura 4.7. Variacion de la energia de cambio de estado respecto a la formulacion del gel de
colageno, donde: ¢ TRANS. 1 (eje principal) y ¢ TRANS. 2 (eje secundario)
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La figura 4.8 muestra la variacion del calor especifico con la temperatura de la
formulacion de coldgeno de 0,04 kge/kg, tras el barrido de enfriamiento. El resto de
graficas que muestran la variacion del calor especifico con la temperatura para cada

una de las formulaciones se muestran en el anexo 7.4.

4,36 - C,(kl/ kgeC)
©0000%0
4,34 | ®
4 <o
<o
4,32 -
<o
43 -
<o
<o
4,28 -
<o
<o <o
4,26 - ¢ ©
<><><> <& <><>
£ O
4,24 ] 600050
T (2C)
4,22 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60

70

Figura 4.8. Variacién del calor especifico con la temperatura para la formulacion

0,04 kgp/kg,,

En la figura 4.9 se muestra la variacion del calor especifico respecto al contenido
de proteina de los geles a distintas temperaturas dentro del rango de transiciones
expuesto anteriormente. En esta figura se observa como los calores especificos mas
bajos, y por ende con menor energia por variacion de temperatura, son los geles a
temperaturas altas (42 a 30 °C, estando 30°C en la transicion mostrada por la
difusividad térmica) mientras que los mas altos se encuentran a temperaturas
intermedias (de 21 a 24 °C), encontrandose las temperaturas mas bajas, es decir los
geles mas estables a valores intermedios. EI comportamiento del calor especifico es
diferente al que sigue la difusividad térmica, asi que no es posible describir el
comportamiento de la difusividad térmica con la evolucion de la capacidad calorifica

del medio.
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Figura 4.9. Variacién del calor especifico durante la formacion del gel en funcién de la razén
masica de proteina, donde: ¢ 12 °C, ® 21°C, A 24°C, ® 30°C, W 42°C.

En la figura 4.10 se muestra la variacion de la densidad media de colageno a
temperaturas comprendidas entre 18 y 4 °C a intervalos de 2°C, donde se observa un
comportamiento dispar entre las distintas formulaciones, siendo la més baja la
correspondiente al 22% de proteina respecto al agua.

A partir del valor de la difusividad (figura 4.5) del calor especifico (figura 4.9) y de la
densidad (figura 4.10) es posible calcular la conductividad térmica siguiendo la
ecuaciéon 4.1. En la figura 4.11 se muestra la variacién de la conductividad térmica
respecto a la formulacién de los geles a distintas temperaturas correspondientes con
transiciones de fases.
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Figura 4.10. Variacién de la densidad media del coldgeno en estado sélido gel, en funcién de
la raz6n masica de proteina.
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Figura 4.11. Variacién de la conductividad térmica durante la formacién del gel en funcién de la
razon masica de proteina, donde: ¢ 12 °C, ® 21°C, A 24°C, ® 30°C, W 42°C.

La conductividad térmica muestra valores mas bajos a concentraciones intermedias,
de 13y 22% de proteina y valores mas altos a concentraciones bajas y altas. Al mismo
tiempo, la menor conductividad se produce en la transiciéon final del gel a 12 °C
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(temperatura de transicién X o Ultima transicién) , mientras que el comportamiento a
temperaturas superiores es desigual siendo mayor a 30°C (transicién L-G o IV) y 24°C
(transicion VI) y menores a 21 (transicion VII) y 42°C (Liquido no newtoniano).

4.3. PROPIEDADES MECANICAS

Se ha realizado un analisis de textura TPA, descrito en Materiales y Métodos. Las
tablas 4.2 a 4.7 muestran los valores de los distintos pardmetros obtenidos en el
ensayo de textura para cada una de las formulaciones ensayadas y en funcion de los
distintos estados del gel descritos en la figura 4.2.

Durante todo el proceso de gelificacion se observé que la transicion 1V, tal y como
mostraba la variacion de difusividad térmica representaba el cambio de liquido a gel.
Sin embargo, dicha formacién no pudo ser medida mediante ensayo TPA debido a que
las propiedades reoldgicas del medio no permitia el desmoldado de las muestras.

Como se observa en las tablas las repeticiones de TPA mostraron una elevada
repetitividad que condujo desviaciones bajas.

Debido a que el objetivo primordial de este trabajo es la adaptacién de las transiciones
del colageno a la impresion 3D, se han elegido 3 parametros para caracterizar el
comportamiento del mismo durante el proceso de deposicion y enfriamiento. El primer
pardmetro elegido ha sido la dureza por la necesidad de una baja dureza durante el
proceso de deposicion pero una elevada dureza para el producto terminado. El
segundo parametro estudiado ha sido la adhesividad ya que el proceso de impresion
3D requiere la deposicion por capas que requiere de una cierta capacidad del gel para
fusionarse hasta conseguir la geometria deseada. Por Gltimo se ha seleccionado la
elasticidad por diversos motivos; primero por la necesidad de un medio elastico en
deposicion y en segundo lugar por la necesidad de cierta elasticidad en el medio
deposicionado cuando la impresién 3D requiere de la combinacion de diversos
materiales.

Para analizar mas facilmente estos parametros se han representado respecto a la
concentracion de proteina. La figura 4.12 muestra la variacion del parametro dureza
para cada uno de los geles estudiados en distintas transiciones. Se puede observar
que transicion IX-X y la transicion X-G es el gel que presenta mayor dureza,
aumentando la misma con la cantidad de colageno. Ademas se puede observar que
los otros estados de gel colageno presentan fuerzas muy inferiores,

Tabla 4.2. Parametro de textura Dureza (N) con respecto a la fraccién masica de proteina para
cada una de las transiciones descritas en la figura 4.2, donde “L” se refiere a estado Liquido,
“G” se refiere a estado soélido Gel.
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Xp (kgp/kgr) 0,038 0,083 0,115 0,180 0,242 0,296
0-1 L L L L L L
I-1l L L L L L L
-1 L L L L L L
-1V L L L L L L
V-V G G G G G G
V-VI 1,11 + 0,13 |08 * 0,07| 0,77 + 0,10
VI-VII 0,46 * 004|059 + 004|127 + 0,17 25,41 + 0,16 | 21,0 +* 0,3
VII-VIII 087 + 004(140 * 0,11|1,74 + 0,05| 126 + 0,6
VII-IX 1,46 + 005291 + 0,18 78 * 0,5
IX-X 2,73 + 005925 + 020|154 + 0,7 [359 + 19 |535 + 03| 764 * 26
X-G 31 + 02)105 + 02 |175 + 08 (3585 + 106 |[548 + 08 | 7860 *+ 2,10
14 - - 30/ 90 4
D(N) % D (N) " D(N)
12 * L 25 g
70 -
10 * | 20l 60 1
8 ¢ 50 | ¢
- 15
40
e 3
L 10| 30 4
4
20 4
5 ¢
21 o o © . 10 - 9]
&
0 e o * ‘ * * ol o0 ’ : : : : : :
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Xp (kgp/ker) %p (kgp/ker)

Figura 4.12. Parametro de textura Dureza (N) con respecto a las distintas formulaciones
ensayadas, donde: ¢ transicion V-VI, ¢ transicion VI-VII (eje secundario), ¢ transicion VII-VIII,
transicion VIII-IX, ¢ transicion 1X-X, ¢ transicion X-G.

En la figura 4.13 se muestra la variacion de la adhesividad respecto a la concentracion
del gel, observandose una elevada adhesividad para las Ultimas transiciones en
refrigeracion (VIII-1X, IX-X y X-G), siendo creciente en los geles VIII-IX y IX-X respecto
a la proporcién de proteina, y constante en el estado X-G. La adhesividad es un
parametro fundamental en la deposicion 3D por lo que estos tres estados del gel se
hacen idéneos para la misma.

Tabla 4.3. Pardmetro de textura Adhesividad (g-s) con respecto a la fraccidbn masica de
proteina para cada una de las transiciones descritas en la figura 4.2, donde “L” se refiere a
estado Liquido, “G” se refiere a estado sélido Gel.

Xp (kgp/ker) 0,038 0,083 0,115 0,180 0,242 0,296
0-I L L L L L L
-1l L L L L L L
-1 L L L L L L
-1V L L L L L L
V-V G G G G G G
V-VI -1 + 03 |-1,1 £ 03|-084 + 0,12
VI-VIl |-0,005 + 0,005|-0,23 + 0,14 |-0,46 + 0,05 -9 + 04 |-220 + 0,08
Vi-vill | -0,38 + 0,18|-05 + 03 |-086 + 017 -1,2 + 05
VIII-IX [-08 + 002|-1,7 + 03 |-25 + 04
IX-X 053 + 013|-15 + 04 |-214 + 007| -27 + 04 [-273 + 0,13|-254 + 0,18
X-G 22 + 03]-30 £ 05]-29 + 03| -29 + 02 |-29 + 05 |-265 + 0,03
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Figura 4.13. Parametro de textura Adhesividad (g-s) con respecto a las distintas formulaciones
ensayadas, donde: ¢ transicion V-VI, ¢ transicion VI-VII, ¢ transicién VII-VIII, ¢ transicion VIII-IX,
¢ transicion IX-X, ¢ transicion X-G.

En la figura 4.14 se muestra la variacion de la elasticidad respecto a la concentracion
del gel, observandose la mayor elasticidad en el estado 1X-X, sin embargo el estado X-
G sufre una fuerte disminucién que confiere una rigidez al gel que lo hace poco apto
para la deposicién pero 6ptimo para el estado final del producto impreso.

Tabla 4.4. Parametro de textura Elasticidad (s/s) con respecto a la fraccion masica de proteina
para cada una de las transiciones descritas en la figura 4.2, donde “L” se refiere a estado
Liquido, “G” se refiere a estado solido Gel.

Xp (kgp/ker) 0,038 0,083 0,115 0,180 0,242 0,296

0-1 L L L L L L

I-11 L L L L L L

ll-111 L L L L L L

-1V L L L L L L

IV-V G G G G G G

V-VI 083 + 0,03 |0,760 =+ 0,03 | 0,748 + 0,011
VI-VII 091 + 0,03]|08 + 0,04)091 + 0,02 0,962 *+ 0,014 0,953 * 0,007
VII-VIII 087 + 0,03]092 + 004|088 + 003| 091 =+ 0,04

VII-IX 0,85 + 0,020,882 + 0,015/ 0,88 + 0,04

IX-X 09 + 00309 + 00309 + 003|093 + 006 [09 =+ 0,02](0919 * 0,014
X-G 08 + 00308 + 00508 + 0,03| 0,91 0,06 | 0,86 + 0,060,929 + 0,019
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Figura 4.14. Parametro de textura Elasticidad (s/s) con respecto a las distintas formulaciones

ensayadas, donde: ¢ transicion V-VI, ¢ transicion VI-VII,

transicion VII-VIII, ¢ transicion VIII-IX,

¢ transicion IX-X, ¢ transicion X-G.

Tabla 4.5. Parametro de textura Masticabilidad (N) con respecto a la fraccibn masica de
proteina para cada una de las transiciones descritas en la figura 4.2, donde “L” se refiere a
estado Liquido, “G” se refiere a estado sélido Gel.

Xp (kgp/ker) 0,038 0,083 0,115 0,180 0,242 0,296

0-1 L L L L L L

I-1l L L L L L L

-1l L L L L L L
11-1IvV L L L L L L
V-V G G G G G G
V-VI 08 + 013 |060 + 0,05| 0,48 + 0,05
VI-VII 0,37 + 0,020,464 + 0,018| 1,08 + 0,16 232 + 05| 192 + 05
VII-VIII 087 + 003|121 + 014|142 + 0,10 10,61 + 0,10

VIII-IX 1,14 + 004 (244 + 018 65 * 0,8

IX-X 237 + 012|186 + 04 [140 + 09| 35,1 + 12 |469 + 13| 646 + 13
X-G 25 + 0280 + 07138 + 09 30 + 3 43 + 3 67 *+ 3

Tabla 4.6. Parametro de textura Cohesividad (adimensional) con respecto a la fraccion masica
de proteina para cada una de las transiciones descritas en la figura 4.2, donde “L” se refiere a
estado Liquido, “G” se refiere a estado sélido Gel.

xp (kgp/kg7) 0,038 0,083 0,115 0,180 0,242 0,296

0-1 L L L L L L

I-11 L L L L L L

-1 L L L L L L

ni-1v L L L L L L

V-V G G G G G G

V-Vi 0,897 + 0,007 | 0,91 + 0,03 [0,8389 + 0,0197
VI-VIl [ 0,882 + 0,019[/0,919 + 0,006(0,930 + 0,006 0,949 + 0,011| 0,957 + 0,006
vii-vil | 0,871 + 0,018/0,938 + 0,007/0,930 + 0,013] 0,930 + 0,017

vi-IXx | 0,92 + 0,020,948 + 0,006/0,941 + 0,013

IX-X 0,91 + 0,03 (0,973 + 0,004{0,951 + 0,013{0,9305 + 0,0094|0,921 + 0,003| 0,921 + 0,005
X-G 0,924 + 0,007|0,924 + 0,015/0,926 + 0,011|0,9227 + 0,0091|0,904 + 0,011| 0,919 + 0,005
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Tabla 4.7. Parametro de textura Resistencia (Adimesional) con respecto a la fraccion masica
de proteina para cada una de las transiciones descritas en la figura 4.2, donde “L” se refiere a
estado Liquido, “G” se refiere a estado sélido Gel.

xp (kgp/kgr) 0,038 0,083 0,115 0,180 0,242 0,296
0-1 L L L L L L
I-11 L L L L L L
-1 L L L L L L
n-1v L L L L L L
V-V G G G G G G
V-VI 0,73 + 0,03 (0,566 + 0,019( 0,482 * 0,018
VI-VII 081 + 004]082 + 0,020,824 £ 0,018 0,867 + 0,015( 0,853 * 0,004
VII-VIII 0,78 + 0,040,883 + 0,004/0,875 £ 0,013| 0,84 + 0,03
VII-IX 0,81 + 0,050,868 + 0,011/0,869 + 0,015
IX-X 0,818 + 0,015/0,891 + 0,007|0,886 * 0,016( 0,873 + 0,018 (0,863 + 0,011|0,8430 + 0,0093
X-G 0,83 + 00308 + 0,04(0,89 + 0,013|0,848 + 0,010|0,84 + 0,030,866 * 0,013
60 -
T malfamax ®I Xl XV eV 4V Vil Vil X eX
50
n - Liquipo
N - wT TS (il " ul
T ;; - R Transion
40 1 — .22 sy 4 7| iquido-Sslido
—_— ,_,— Dl TN, P4 ---
%X ~\Zo\§<\ >§<’/," X % = ?( D(0,7-1N) A (0,8-21gs) E (0,8-)
~o - 4
»r m & ;‘X; __________ - - b X/ ——————— ‘T:X__ _ @1 D(0,a-25N) A (0-2g5) E (0,86-0,96)
30 1 é L7 T T ew f '3 T - - ’__ ==t me iy m - = | D(0,87-12N) A (0,3-1,1gs) E (0,9-)
4 -—-=-- /_ fee 7 - D(1-8N) A (0,8-2,5gs) E (0,85-)
20 4 D (4-90N) A (0,5-3gs) E (0,96-)
. ‘_‘0—/0
A 2 (3 3 [ 44
10 4 ‘.,___-——vv““"/- D (4-90 N) A (3 gs) E (0,82 -)
o Xp (kgp/kgw)
0 0,05 01 0,15 02 0,25 03 0,35 04 0,45 0,5

Figura 4.15. Tercer paso de desarrollo del diagrama de transicién de fases de la gelificacion de

colageno. Donde D representa la dureza, E la elasticidad y A la adhesividad.

En la figura 4.15 se muestra el diagrama de transicion de fases del gel de colageno
con las propiedades mecanicas mas importantes para caracterizar la deposicion del
gel en una impresion 3D. La deposicion debe de tener baja dureza, alta adhesivilidad y
dependiendo de la combinacién de materiales en impresion mas o menos elasticidad.
Sin embargo, el elemento final impreso debe de mantener una elevada dureza.
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4.4. ANALISIS DEL pH.

Se ha estudiado la variacion del pH durante la formacién de los geles en el proceso de
enfriamiento (Figura 4.16). Se puede observar en la figura 4.16 que para las
concentraciones de 0,22 kgp/kgw, 0,13 kgp/kgy, 0,09 kgr/kg., 0,04 kge/kg. €l pH crece
ligeramente durante la formaciéon del gel en el proceso de enfriamiento. Las
concentraciones de 0,42 kgp/kg, y 0,32 kge/kg, presentan los pH mas altos de todas
las concentraciones estudiadas oscilando su valor de 5.25 a 5.35. Para observar méas
claramente la evolucion del pH en funcion de la razé6n masica de proteina se ha
representado el pH a temperaturas de transiciones del gel de colageno (Figura 4.17);
en la figura se observa que a medida que aumenta el contenido en proteina de
colageno de las formulaciones, el pH aumenta también, siendo significativamente
superior en las concentraciones de 0,42 kge/kg, ¥ 0,32 kge/kg,. . ES decir que la
variacion del pH en el gel es funcién de la relacidén proteina agua y en menor
medida del estado de agregacion del mismo.

54 4

5,25 -

52 4

5,15

5,05

T(2C)
5 T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70

Figura 4.16. Variacién del pH durante la formacion del gel en el proceso de enfriamiento,
donde: ¢ 0,42 kgp/kgy, ¢ 0,32 kgp/kg,, ¢ 0,22 kgp/kg,, ¢ 0,13 kgp/kg,, ¢ 0,09 kgr/kg,, ¢ 0,04
kgp/kgy-
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Figura 4.17. Variacion del pH durante la formacion del gel en funcién de la razén maésica de
proteina, donde: ¢ 12 °C, ® 21°C, A 24°C, ® 30°C, W 42°C.

4.4. MODELO DE TRANSICIONES Y TRANSMISION DE CALOR;
ADAPTACION A LA IMPRESION 3D.
En la figura 4.18 se muestra un esquema de la impresion con la eleccién de los

estados mas adecuados de gel a imprimir asi como las propiedades térmicas
necesarias para calcular la altura de deposicién.

T>602C
Colageno (L)

} (Iz Funcién de la geometria a imprimir

VIII-T {22-25°C} Alta adhesividad
T; —{ baja dureza
IX-T {19-22°C} Alta elasticidad
alta dureza

Figura 4.18. Esquema del funcionamiento del extrusor y el efecto de los parametros estudiados
en este estudio.
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5. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un sistema de obtencion de conductividades eléctricas en procesos
de enfriamiento de colageno liquido para determinar los cambios de comportamiento
eléctrico en la formacion de gel de colageno.

Se ha desarrollado un sistema de medida de la difusividad térmica a partir de un
modelo de Fourier capaz de modelizar el proceso de enfriamiento del colageno.
Ademas se ha obtenido la evolucién de dicho pardmetro pudiéndose determinar una
transicion de primer orden para cada una de las formulaciones.

Se han obtenido las propiedades fisicas necesarias (calor especifico y densidad) para
la obtencion de la conductividad térmica del gel durante el proceso de enfriamiento.

Se han obtenido las propiedades mecanicas por TPA de los distintos estados de
agregacién determinados por conductimetria eléctrica, determinando como mas
importantes para la impresion 3D; la dureza, la adhesividad y la elasticidad.

A partir de todas las medidas realizadas durante este trabajo ha sido posible completar
un diagrama de estado del gel de colageno con las propiedades mecanicas de cada
una de los estados solidos.

Mediante el analisis de todas las medidas térmicas y mecdanicas se ha definido como
optimo, en el punto de deposicion del gel, el estado de agregaciéon VIl y en algunas
geometrias especificas el IX.

37



6. BIBLIOGRAFIA

Aguilera, J.M., & Stanley, D.W. (1999). Food Structuring. In J. M. Aguilera & D.W.
Stanley (Eds.), Microstructural principles of food processing and engineering (pp. 190-
230). Ed. Aspen Publication, Gaithesburg, Maryland.

Asghar, A., & Henrickson, R.L. (1982). Chemical, biochemical, functional, and
nutritional characteristics of collagen in food systems. In Advances in food research
(Vol. 28) (pp. 232-372) London: Aca-demic Press.

Bell, A.E. (1989). Gel structure and food biopolymers. In T.M.Hardman, Water and
food quality (pp. 251-275). London: Elsevier Applied Science.

Budrugeac, P., & Cucos, A. (2013). Application of Kissinger, isoconversional and
multivariate non-linear regression methods for evaluation of the mechanism and kinetic
parameters of phase transitions of type | collagen. Thermochimica Acta, 565, 241-252

Burjandze, T.V. (1979). Hydroxy-proline content and location in relation to collagen
thermal stability. Biopolymers, 18, 931-936

Burjandze, T.V. (2000). New analysis of the phylogenetic change of collagen
thermostability. Biopolymers, 53, 523-528

Chiralt, A.; Martinez, N.; Gonzélez, C.; Talens, P.; Moraga, G. (2007). Propiedades
fisicas de los alimentos. Editorial Universitat Politecnica de Valéncia. pp.

Correa, M., & Lopes C. R. (2013). Gelation property and water holding capacity of
heat-treated collagen at different temperature and pH values. Food Research
International, 50 (1), 213-223.

Crank, J. (1975). The mathematics of diffusion. Ed. Lorendon Press, Oxford, U.K.

De Paz, P. (2006). Estimulacién de la sintesis de colageno en cultivos celulares. Tesis
doctoral, Universidad de Granada, Espafia

Dickinson, E., & Miller, R. (2001). Food Colloids: Fundamentals of Formulation. The
Royal Society of Chemistry, UK.

Djabourov, M. (1988). Architecture of gelatin gels. Contemporary Physics, 29(3), 273-
297.

Duran, L., Flszman, S.M., & Benedito, C. (2001). Propiedades mecanicas empiricas.
En: Métodos para medir Propiedades Fisicas en Industrias de Alimentos. Alvarado,
J.D. y Aguilera, J.M. (Eds.). Acribia, S.A. Zaragoza (Espafia). 147-187

Flory, P. J., & Weaver, E. S. (1960). Helix—coil transitions in dilute aqueous collagen
solutions. Journal of the American Chemical Society, 82, 4518-4525

Fonkwe, L.G., Ganesan, N., & Cha, A.S. (2003). Characterization of gelation time and
texture of gelatin and gelatin—polysaccharide mixed gels. Food Hydrocolloids, 17(6),
871-883

Gomez-Guillen, M. C., Gimenez, B., Lopez-Caballero, M. E., & Montero, M. P.
(2011). Functional and bioactive properties of collagen and gelatin from alternative
sources. Food Hydrocolloids, 25, 1813-1827.

38



Gomez-Guillen, M. C., Turnay, J., Fernandez-Diaz, M. D., Ulmo, N., Lizarbe, M. A.,
& Montero, P. (2002). Physical and structural properties of gelatins extracted from
different marine species; a comparative study. Food Hydrocolloids, 16, 25-34.

Hinterwaldner, R., Ward, A. G., & Courts, A. (1977). The science and technology of
gelatin (pp. 295-314) by AG Ward and A. Courts, Academic Press Inc., New York, 315.

Hinterwaldner, R. (1977). Raw materials. In Ward A. G., & Courts A. (Eds.), The
science and technology of gelatins (pp. 295-314). New York: Academic Press.

Huang, S. H., Liu, P., & Mokasdar, A. (2013) Additive manufacturing and its societal
impact: a literature review. The International Journal of Advanced Manufacturing
Technology, 67, 1191-1203.

Koh, M. W. W., Merino, L. M., & Dickinson, E. (2002). Rheology of acid-induced
sodium caseinate gels containing added gelatin. Food Hydrocolloids, 16(6), 619-623.

Ledward, D.A. (1986). Gelation of gelatin. In J.R. Mitchell & D.A. Ledward, Functional
properties of food macromolecules (pp. 171-201). London: Elsevier Applied Science
Publishers.

Liu, W., & Li, G. (2010) Non-isothermal kinetic analysis of the thermal denaturation of
type | collagen in solution using isoconversional and multivariate non-linear regression
methods Polym. Degrad. Stab., 95, pp. 2233-2240

Lépez, M.C., Amaral, R., & Kalil, S. (2008). Proteolisis enzimatica del colageno
dentinario. Consicientiae Saude., 7(4): 477-486

Luescher, M., Ruege, M., & P Schindler. (1974). Effect of hydration upon the thermal
stability of tropocollagen and its dependence on the presece of neutral salts
Biopolymers, 13 pp. 2489-2492

Martinez-Navarrete, N., Andrés-Grau, A.M., Chiralt-Boix, A.; Fito-Maupoey, P.
(1998). Termodinamica y Cinética de Sistemas Alimento entorno. Editorial: Servicio de
publicaciones Universitat Politécnica de Valéncia, Espafia

Moran Sanchez, W.P. (2011). Elaboracion de Queso de Cerdo con tres Niveles de
Harina de Algas (0, 2, 4 y 6%). Tesis doctoral, Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, Ecuador

Oakenfull, D., Pearce, J. & Burley, R.W. (1997). Protein gelation. In: Food Proteins
and Their Applications (edited by S. Damodaran & A.Paraf). pp. 111-142. New York:
Marcel Dekker

Pranoto, Y., Lee, C. M., & Park, H. J. (2007). Characterizations of fish gelatin films
added with gellan and k-carrageenan. LWT-Food Science and Technology, 40(5), 766-
774,

Rich, A., & Crick, F.H.C. (1995). The structure of collagen. Medical Research Council
Unit for the Study of the Molecular Structure of Biological Systems, Cavendish
Laboratory, Cambridge

Roos, Y. H. (1995). Phase transitions in foods. Academic Press.

39



Shoulders, M.D. & Raines, R.T.(2009). Collagen structure and stability, Annu.
Rev.Biochem. 78, 929-958.

Steinhardt, J., Reynolds, J.A. (1969). The measurement of complex formation. En
“Multiple Equilibria in Proteins”. Academic Press, Inc, Nueva York.

Talens, P., Hartong, S., Martinez-Navarrete, N., Chiralt, A., & Fito, P. (2000)
Kinetics and equilibrium status in osmotic dehydration of strawberry. In Proc 12th Int
Drying Symp (IDS).

Trados, T. (2013). Encyclopedia of Colloid and Interface Science. Springer Heidelberg
New York Dordrecht London.

Veldzquez, J. (2014). Estudio de los espectros dieléctricos en alimentos con
estructura coloidal. Tesis doctoral, Universitat Politecnica de Valéncia, Espafia

Vyazovkin, S., Vincent, Luc., & Sbhirrazzuoli, N. (2007). Thermal Denaturation of
Collagen Analyzed by Isoconversional Method. Macromol.Biosci, 1, 1181-1186

Wainewright, F.W. (1997). Physical tests for gelatin and gelatin products. Ch.16, in
The Science and Technology of Gelatins, A.G. Ward and A. Courts (Ed.), p. 507-554.
Academic Press, New York

Wegrzyn, T.F., Golding, M., & Archer, R.H. (2012) Food Layered Manufacture: A
new process for constructing solid foods. Trends in Food Science & Technology, 27,
66-72

40



