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INTRODUCCION

Los primeros registros escritos de la fabricaciéon del vidrio son algunas famosas tablillas de
arcilla, datadas aproximadamente en el ano 650 aC, pero no se entienden completamente porque
no se tiene un diccionario para explicar los términos técnicos. Pasaron muchos siglos antes de
que las descripciones escritas de la fabricacién de vidrio tuvieran alguna informacién util ademéas
de las recetas para ser seguidas de memoria. El desarrollo méds temprano en la fabricacién del
vidrio del que se tiene una descripcién razonablemente documentada parece ser la invencién del
vidrio de plomo por Ravenscroft alrededor de 1673-1676.5? El fenémeno de la transicién vitrea se

descubrié y comenzé a discutirse en publicaciones alrededor de la década de 1930.2"

El vidrio que vemos todos los dias en una ventana, es el ejemplo mas conocido de un sélido
amorfo disenado. La mayoria de los plasticos asi como el silicio usado en muchas células fotovol-

taicas es amorfo, y es posible que la mayorfa del agua en el Universo se encuentre en estado vitreo.42

El enfoque que se le ha dado a la teoria de la transicién vitrea en la ciencia de polimeros
ha demostrado ser tutil para comprender las relaciones estructura-funcién de los alimentos,
asegurando asi un mejor procesamiento de los alimentos, mantener las propiedades del producto,
la calidad, la seguridad y la estabilidad.®? La fabricacién de productos deshidratados y congelados
implican un sobreenfriamiento de un liquido para retrasar la nucleacién y la cristalizacion.
Comprender la viscosidad que acompana al sobreenfriamiento y la formacion del vidrio es un

gran desafio.

Cuando se habla de mezclas de sustancias, la complejidad de las teorias sobre la transicion
vitrea y la viscosidad se hace evidente. Por ejemplo, en una mezcla binaria de agua y azicar a

bajas temperaturas y/o altas concentraciones de soluto, donde las viscosidades se aproximan a los



valores similares a una transicion vitrea, tienen un interés académico y practico. Académicamente,
son un desafio debido a la gran variedad de comportamientos que exhiben dependiendo de la
naturaleza y concentracién de los componentes. Practicamente, su importancia estd ganando
cada vez mas reconocimiento debido a que parecen jugar un papel crucial en los procesos de
conservacién biolégica, tanto natural como comercial 2% Azicares como, por ejemplo, sacarosa,
maltosa, glucosa y trehalosa, han demostrado ser buenos agentes protectores en la deshidratacién
y congelacién. La viscosidad juega un papel importante en la preservacién de las células
impidiendo la cristalizacion durante el enfriamiento y permitiendo de este modo la vitrificacién.

También puede inhibir la pérdida de agua al reducir las tasas de difusion a la superficie libre.

En capitulo uno de este trabajo se realiza una descripciéon de las transiciones de fase
termodinamicas y su clasificacion asi como los diagramas de fase, tanto para una sustancia pura
como para una mezcla binaria. En el capitulo dos, se presenta la fenomenologia asociada con
la transicion vitrea, antecedentes tedricos e histéricos que muestran su importancia en distintas
areas de la ciencia. Se hace un espespecial énfasis en el estudio de la viscosidad de un liquido

sobreenfriado y las distintas ecuaciones que se han desarrollado para explicar su comportamiento.

En el capitulo tres se profundiza en la formacién de un vidrio en una mezcla binaria
mediante una solucién sobresaturada de sacarosa y la similitud que llega a tener con un liquido
sobreenfriado, asi se presenta un diagrama de estado de agua y aztcar que surge de la unién de un
diagrama de fase eutéctico y la curva de la temperatura de transicién vitrea. A continuacién, en
el capitulo cuatro se hace una revisién de la naturaleza de las moléculas de sacarosa y trehalosa,
su temperatura de transicién vitrea y las teorias asociadas al comportamiento de la viscosidad en

soluciones acuosas en funcion de la concentracién y la temperatura.

Los resultados de este trabajo se presentan en el capitulo cinco, como un andlisis de la viscosi-
dad como funcién de la temperatura y la concentracién de mediciones experimentales reportadas
en bibliografia, para lo cual se hace uso de la teoria asociada al diagrama de estado presentado en
el capitulo tres y las terfas sobre viscosidad presentadas en el capitulo dos y cuatro. En el capitulo
seis y siete se presentan las conclusiones de este trabajo de tesis y las perspectivas que surgen de

la investigacion realizada.



OBJETIVOS

= A partir de los diagramas de fase y la clasificacién de las transiciones de fase termodinami-
cos ubicar a la transicién vitrea. Posteriormente para una mezcla binaria identificar en un

diagrama eutéctico los estados de la solucién.

= Describir la fenomenologia alrededor de la transicién vitrea: la temperatura de transicion

vitrea asi como las teorias sobre la viscosidad en un liquido sobreenfriado.

= Discutir los origenes de la metaestabilidad fisica y quimica en sistemas acuosos con referencia
particular a soluciones sobresaturadas, es decir, aquellas en las que la separacion de fase
eutéctica no tiene lugar normalmente para establecer la existencia y utilidad de un diagrama

de estado de una mezcla binaria.

= Comprobar la validez de las ecuaciones de la viscosidad para una sustancia fragil en una
solucién sobresaturada. Utilizando mediciones experimentales reportadas en literatura de la
viscosidad para una mezcla binaria tanto de sacarosa y agua como de trehalosa y agua en

funcién de la concentracién y la temperatura.






CapiTULO 1

TRANSICIONES DE FASE

TERMODINAMICAS

En diferentes representaciones los diagramas de fase de una sustacia pura o de una mezcla
proporcionan informacién acerca de las posibles regiones de coexistencia y las condiciones bajo las
cudles se realiza las diferentes transiciones de fase termodindmicas. A continuacién se resumen las

principales caracteristicas de dichas transiciones en sistemas puros y sistemas de dos componentes.

1.1 Diagrama de fases de una sustancia pura

Una sustancia pura, dependiendo de los valores de su presién, temperatura y volumen,
puede presentarse en cualesquiera tres fases de agregacién: sélido, liquido o gas. El diagrama

termodinamico en el que resulta mas ficil estudiar las transiciones de fase es el diagrama PV.

Aunque desde 1823 Michael Faraday licué el cloro y el biéxido de carbono, no fue hasta 1869
que Thomas Andrews obtuvo el primer diagrama de fases pV para éste tltimo. Rudolf Clausius
y Paul Emil Clapeyron encontraron la conocida ecuacién de Clausius-Clapeyron para describir
la termodinamica de las transiciones de fase, en particular la condicién sobre las pendientes de
las curvas de coexistencia en el diagrama pT’, que puede obtenerse ficilmente a partir del pV.
En este diagrama se ven claramente las regiones correspondientes a cada una de las fases. Cabe

hacer notar que el término fase fue introducido por J. W. Gibbs en 1875.

. Un diagrama P — V traza el cambio en la presiéon P con respecto al volumen V para
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Figura 1.1: Diagrama de fases P — V mostrando las regiones de coexistencia de una y dos fases,

un punto critico y una linea triple.2”

algun proceso o procesos. La utilidad de un diagrama de fases permite estudiar facilmente
las condiciones termodinamicas bajo las cuales ocurre la transiciéon y las condiciones de los
estados del sistema. Para introducir la fenomenologia de las transiciones de fase se genera un
diagrama P — V para todas las isotermas como se muestra en la figura La construccién de
este diagrama comienza tomando una isoterma y disminuir el volumen de la sustancia, segin
figura se muestran cuatro isotermas, la primera T} para cuando T} < Tppr < T¢ donde
Tpr es la temperatura del punto triple y T la temperatura critica, en esta isoterma surge una
region de coexistencia sélido - gas. La segunda isoterma para Tpp donde se muestra una linea
de coexixtencia de los estados gas - liquido - sdlido, mas arriba estd la isoterma Ty misma que
muestra la coexistencia liquido - gas para cuando Ty > Tpr pero menor que 7T¢. Para isotermas

mayores a T¢ no ocurren transiciones de fase.

A partir de este diagrama P — V es posible construir el diagrama de presién - temperatura
P — T (ver figura [1.2a). En la figura se representa el diagrama V — T donde se mues-

tra la discontinuidad del volumen al convertirse el liquido en sélido a la temperatura de fusién T5,.
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Liquido
Sélido

Punto triple

Gas

Vs

T

(a) Un diagrama de fases P — T representa las

regiones de fase unica, las curvas de coexistencia 7
de dos fases en equilibrio y un punto triple. Se (b) Diagrama de fases T — V muestra en T,, la
muestran las tres curvas de coexistencia sélido- discontinuidad en el volumen al pasar el liquido
liquido, liquido-gas y gas-sélido 2 a un estado sdlido.

Figura 1.2: Diagrama de fases de usa sustancia pura.

1.2 Clasificacion de las transiciones de fase

Los sistemas pueden experimentar, ademés de la anteriormente descrita, diferentes tipos de
transiciones de fase, tales como la paramagnética-ferromagnética y la conductor-siper-conductor.
La primera clasificacion de las transiciones de fase fue propuesto por Paul Ehrenfest en 1933.
Paul Ehrenfest clasificé las transiciones de fase en funcién del comportamiento de la energia libre
en funcién de otras variables termodindmicas Y Bajo este esquema, las transiciones de fase fueron
etiquetadas por la derivada mas baja de la energia libre que es discontinua en la transicién.
Asi, se puede caracterizar a las transiciones de fase de primer orden a partir de la existencia de
cambios de entropia, volumen (figura y discontinuidad de las derivadas de primer orden
de la funcién de Gibbs. Asi las variaciones de G, S, V, y Cp se presentan en la figura De
acuerdo a Ehrenfest, las transiciones de fase de primer orden muestran una discontinuidad en la

primera derivada de la energia libre G' con respecto a T a P constante.

Siguiendo la clasificacién de Ehrenfest, las transiciones de fase de segundo orden son continuas

en la primera derivada, pero exhiben discontinuidad en una segunda derivada de la energia libre.
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Figura 1.3: Caracteristicas de un cambio de fase de primer orden. a) Funcién de Gibbs; b) entropia;

¢) volumen; d) capacidad calorifica.

Entropia

Funcién de Gibbs

a) T b) T

Figura 1.4: Caracteristicas de un cambio de fase de segundo orden: a) funcién de Gibbs; b) entropia.



Figura 1.5: Diagrama de composicién-temperatura-presién de una mezcla binaria que muestra

secciones isobdricas. Las regiones sombreadas son regiones de coexistencia. 4>

Asi, las transiciones de fase de segundo orden, se caracterizan por que Cp, k, y § experimentan
variaciones finitas. En la figura[1.4| se presentan las variaciones de G'y S con la temperatura para
un cambio de fase de segundo orden. El cambio de fase de orden superior lambda se caracteriza
por que T, P, y G permanecen constantes, S y V (asi como U, H y F) permanecen constantes

Cp Kk y B son finitos.

1.3 Diagramas de fase para sistemas binarios. Mezcla de dos com-

ponentes

Los efectos de T' y P ademds de la composicion de mezclas binarias se representan en
diagramas espaciales tales como la figura Esencialmente, la misma informacién se representa
de una manera méas conveniente por las secciones isobdricas (o en algunos casos secciones

isotérmicas). Las regiones bifdsicas se muestran sombreadas.

El comportamiento de los sistemas binarios suele ser méas complejo que el de la mayoria
de las sustancias puras. Por lo general, es mas conveniente usar diagramas planares, lo que

significa un diagrama T'— x o P — z (donde x es la concentracién del soluto) aunque se hace
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L+ B

p e q

Temperatura

A+ eut(A+ B) B+ eut(A+ B)

Concentracién

Figura 1.6: Sistema eutectico simple

un uso limitado de diagramas P — T con una composicién constante. Por conveniencia, los
diagramas generalmente se limitan a mostrar las relaciones entre un nimero limitado de fases,

como vapor-liquido, liquido-liquido, liquido-sélido, etc.™

El diagrama de fases sélido - liquido se construye a partir de los datos de la curva de
enfriamiento trazando T, (temperatura de fusién) como una funcién de la concentracién, y la
curva de solubilidad, tanto el liquido como el soluto pueden cristalizar a partir de la solucién
y donde no se forman compuestos, el diagrama de fases toma la forma de un sistema eutéctico
simple (componentes A y B) como el que se muestra en la figura En un diagrama de estado
eutectico simple (figura , el drea que se encuentra sobre aeb es la zona de la fase liquida (L)
o solucidn, las zonas aep y beq son bifasicas, L + A y L + B, respectivamente; el drea ApgB
es exclusivamente la zona del estado bifasico sélido A + B, con la particularidad de que a la
izquierda del punto e la estructura de la aleacidon presenta cristales primarios de A y mezcla
autéctica (A + B), y a la derecha del punto e presenta cristales primarios de B y mezcla autéctica

(A + B) la cual es una mezcla dispersiva de dos fases A y B.

Sobre de la linea aeb todas la aleaciones se encuentran en estado liquido homogéneo, mas
abajo, en estado bifdsico: liquido y cristales primarios (AoB). La transicién a través de la curva
del liquido corresponde al principio del proceso de cristalizacién, al surgimiento de los primeros

cristales de la fase sélida. La linea peq es la curva del sélido del diagrama. Durante el paso
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del punto representativo a través de la curva del sélido desaparecen las ultimas huellas de la
fase liquida, y méas abajo de ésta la aleacién se encuentra en estado sélido. El punto e que
corresponde al estado de fundido saturado tanto en relacion a los cristales de A, como los de B,
lleva la denominacion de punto eutéctico. La composicién correspondiente al punto e se denomina

eutéctica.

Como se mostrard mas adelante, el punto eutéctico, en el caso de sacarosa y agua, es solo
una interseccion extrapolada de la curva de solubilidad de la sacarosa y la curva de fusién del
hielo y no tiene una existencia experimental real. La investigacién del comportamiento térmico
del sistema sacarosa-agua revela la existencia de una concentracion de sacarosa por encima de la
cual no se puede formar hielo% Esta solucién méxima concentrada en congelacién se encontré
a 67 — 72% de sélidos solubles. Recientemente se determiné que era 81.2% de sacarosa y se
demostré mediante un nuevo enfoque experimental que se produce a una temperatura (7') de

—40°C 162






CAPITULO 2

LA TRANSICION VITREA. LA
DEPENDENCIA DE LA VISCOSIDAD CON

LA TEMPERATURA

2.1 Vidrios y la transiciéon vitrea

En el caso de las transiciones de fase presentadas en el capitulo anterior, al enfriar un
liquido por debajo de la temperatura de fusién, el volumen disminuye y se transforma en
una fase cristalina. En el caso que este enfriamiento ocurra rapidamente, el liquido continta
enfriandose como tal, constituyendo lo que se conoce como liquido sobreenfriado, aumentando
su viscosidad hacia valores de 10'® Poise, hasta que las moléculas quedan atrapadas a una cierta
temperatura llamada temperatura de transicién vitrea T y forman un sélido amorfo ver figura
El s6lido amorfo (no cristalino) que da como resultado en un proceso de enfriamiento sin
cristalizacién perceptible es un vidrio. Esto ocurre en un intervalo de temperaturas llamado
regién de transicion vitrea.Ya que la temperatura de transicion vitrea T depende de la tasa de

enfriamiento 1257

Los vidrios han sido desde tiempos milenarios han sido formados con compuestos de diversa
indole. Desde la década de los anos veinte del siglo pasado se estudié el comportamiento de la
viscosidad con la temperatura por Vogel, Fulcher, Tamman y Hess. En 1988 Angell® realizé una
clasificacién de los liquidos sobreenfriados, dependiendo del comportamiento de su viscosidad, en

liquidos fragiles y liquidos fuertes.

13
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/ liquido

cristal

1 1
1 1
1 1
1 1
+ 4
Tg2 Tgl m T

Figura 2.1: Representacion esquemaética del volumen especifico como la funcién de la tempera-
tura para un liquido sobreenfriado. El valor de la temperatura 7T, depende de la velocidad de

enfriamiento.2%

La tecnologia de la generacién de vidrios se remonta a varias culturas de la antiguedad. La
fisica de los liquidos sobreenfriados comprende, ademés de la fisica de materiales, su aplicacion a
campos tan diversos como la ciencia de alimentos, la industria farmacéutica y la preservacién de

sistemas biolégicos.

La termodinamica de la transicion vitrea

El comportamiento de la entalpia y la entropia durante una transcién vitrea es muy similar a la
mostrada para el volumen como funcién de la temperatura , ya que se observan cambios discretos
en AH y AS en T,,. Sin embargo, para el vidrio ocurre un cambio continuo con un cambio de
pendiente en Ty. A diferencia de esto, para la capacidad calorifica ocurre un cambio abrupto en
T, como ya se vié previamente. Asi como le ocurre un cambio abrupto a Cp ocurre lo mismo con
« el coeficiente de expansién termica y 8 la compresibilidad, debido a los cambios de pendiente

enTyde AH, VyS respectivamente .
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2.2 Antecedentes histéricos y tedricos sobre la transicion vitrea

El estudio formal de la fenomenologia de los liquidos sobreenfriados y de la transicién vitrea
se inicé independientemente por Vogel, Fulcher y Tammann, entre 1920 y 1925. Debido a que
al estudiar la dependencia de su viscosidad con la temperatura provocé la inquietud acerca de
la posible violacién del Principio de Nernst, en 1948, Kauzmann, midiendo el comportamiento
de los calores especificos de estos sistemas, presenta un primer intento de presentar un modelo
fisico estadistico de los mismos. Esto lo llevé a definir la ahora conocida como temperatura de
Kauzmann o temperatura isentrépica, Tk, para la cudl la entropia configuracional del sistema se
anula. De acuerdo a di Marzio, la existencia de dicha temperatura ”salvé el dia termodinamico?,

y lleva al destino final del liquido sobreenfriado a cristalizar.

A pesar de reconocer que la transicién vitrea no es una transicion de fase a la Ehrenfest, sino
méas bien una transicién cinética, en 1958 Gibbs y di Marzio presentaron la primera propuesta
formal de un modelo fisico estadistico donde suponen que dicha transicién es una transicién
de segundo orden. En 1965. Adam y Gibbs, basandose en los resultados de Kauzmann y de
di Marzio, proponen que a partir de dichos modelos se pueden relacionar un coeficiente de
transporte, la viscosidad, o equivalentemente, el tiempo de relajacion, del liquido sobreenfriado,
con una propiedad calorimétrica del mismo, la entropia configuracional, a través del conocimiento
del valor de la energia correspondiente a la barrera de potencial para realizar lo que definen como

un cambio configuracional.

El modelo de Adan Gibbs se sigue utilizando, y se siguen realizando esfuerzos para mejorarlo.
Actualmente las aplicaciones de este tema a sistemas considerados dentro del ambito de la fisica
de la materia condensada blanda alcanzan a la llamada animacién suspendida, es decir, a la
conservacion de alimentos, la elaboracién y conservacion de medicamentos tanto por la industria
farmacéutica como por las ciencias médicas, los fenémenos bioldgicos mediante los cuales se

puede explicar la conservacién desde células hasta tejidos vivos.

La importancia tecnoldgica de la transicion vitrea en productos alimenticios es enorme. El

enfoque de la transicién vitrea en la ciencia de polimeros ha demostrado ser 1til para comprender
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las relaciones estructura-funcién de los materiales alimenticios, y puede gobernar el procesamiento
de los alimentos, las propiedades del producto, la calidad, la seguridad y la estabilidad.” La
transicion vitrea de los materiales alimenticios han ganado importancia en los ultimos anos,
particularmente en el area de productos secos y congelados. Las aplicaciones del concepto se han
explorado actualmente en biomateriales como los almidones y sus hidrolizados y proteinas. Los
procesos como la coccién, el secado por aire y por congelacion, la extrusion y la fabricacion de

helados también operan a través de la transicién vitrea.

Un aspecto importante de la transicién vitrea es el referente a los procesos de relajacion
que ocurren a medida que se disminuye la temperatura en el liquido sobreenfriado. Los cambios
configuracionales que causan la relajacién del liquido se ven disminuidos a medida que nos

acercamos a la temperatura de transicion vitrea Tj.

El comportamiento temporal de una funcién de respuesta F'(t) (por ejemplo, la tensién como
resultado de un esfuerzo, o el esfuerzo como resultado de una deformacién dada) puede ser descrita

por la relacién Kohlrausch- Williams- Watts (KWW)

(9]

para 8 < 1, donde T es un tiempo de relajacién caracteristico directamente proporcional a la

F(t) = Exp

viscosidad 7 del liquido, cuya relacién con la temperatura normalmente no satisface la relaciéon de
Arrhenius
77(T)> Ex
Log <— — ) =——= 2.2
Moo T 22)

donde F 4 es la energia de activacién.

La desaceleracién de los tiempos de relajacién de la ecuacién KWW contrasta con el
comportamiento de los liquidos arriba de la temperatura de fusién T;,, donde los tiempos estan

dados por una ecuacion exponencial simple.

Desde un punto de vista fisico, la viscosidad es una medida de la friccién interna, que resulta

del movimiento relativo de diferentes capas de un liquido. Si la velocidad del liquido cambia,
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por ejemplo, en la direccién x, entonces la fuerza F' que actia entre las capas viene dada por la
expresion
dv

F=nA—" 2.3
nA- (2.3)

El factor de proporcionalidad 7 en la ecuacién se denota como la viscosidad (cortante) del
liquido, y A es el drea superficial de las capas. La ecuacién [2.3] fue propuesta por Newton. Los
liquidos, que pueden describirse mediante dicha ecuacién con un valor de 7, que depende de
la temperatura y de las propiedades especificas del liquido unicamente, se denominan liquidos
newtonianos. La viscosidad 1 es uno de los coeficientes de transporte, de forma similar al

coeficiente de difusiéon D y el coeficiente de conduccién de calor.

En 1988, Angell realiza una grafica acerca del comportamiento de la viscosidad con la tem-
peratura para diferentes liquidos formadores de vidrio y define la llamada fragilidad dindmica?
La fragilidad se define en términos de la desviacién de la dependencia del tiempo de relajacion
con la temperatura del comportamiento de Arrhenius. Esta desviacién determina la pendiente
del diagrama de Arrhenius cerca de Tj. Los liquidos formadores de vidrio se comportan distinto
de acuerdo a su peso molecular. A su vez los de peso molecular bajo se clasifican de acuerdo
al comportamiento de su viscosidad 7 como funcién de T' en vidrios fuertes (moléculas unidas
con enlace covalente, donde la viscosidad 7(T") es de tipo Arrhenius) o fragiles (moléculas unidas

con enlaces no covalentes o dispersivos como glucosa donde 7(T") no es de tipo Arrhenius), en la

figura [2.2] se muestra esta clasificacion.

Se define al factor de corrimiento logaritmico (LSF') como

LSF =log(ar) = :77((;;)) = log;((ji))

(2.4)

donde T es una temperatura de referencia.

La primera relacion fenomenoldgica que expresa la dependencia de la temperatura de la
viscosidad de los liquidos frégiles por debajo de T}, es la ecuaciéon empirica propuesta por Vogel,

Fulcher y Tammann (VFT)

log(ar) = A — (2.5)

T-To
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Figura 2.2: La presentacion de Arrhenius a escala T para la clasificaciéon de vidrios fuertes y

fragiles propuesto por Angell 4

esta ecuacién implica que T es la temperatura a la cudl la viscosidad tiende a infinito.

La ecuacion de Vogel-Fulcher-Tammann fue propuesta independientemente por los tres hom-
bres que dieron su nombre a esta dependencia. Vogel lo desarrollé basdndose en investigaciones
del curso de la temperatura de la viscosidad de engrasantesi®® Fulcher®! mediante un anélisis
del curso n(T) de vidrios de silicato; y Tammann (con Hesseé’) basado en experimentos con

sustancias organicas formadoras de vidrio.

Otra de las formas empiricas para describir la viscosidad de vidrios fragiles fue expresada por
Williams-Landel-Ferry (VVLF)IG;7L que ajustan datos experimentales de los tiempos de relajacién
para los polimeros y otras sustancias como la glucosa, considerados formadores fragiles con una

relacion que es matematicamente equivalente a VFT. Esta expresion es de la forma

log(ar) = % (2.6)

las constantes C7 y Co dependen de la eleccion del estado de referencia. Esta ecuacion es

valida para varias aztucares, tales como la fructuosa, la glucosa y la sacarosa y en particular, para
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la Trehalosa. A partir de la viscosidad de una masa fundida, que puede medirse de una manera
relativamente simple, puede determinarse la dependencia de la temperatura de otros coeficientes

de transporte de liquidos formadores de vidrio conectados con la viscosidad.

La forma para el calor especifico propuesto por Di Marzio y Dowell?basado en el modelo
de Gibbs-Di Marzio®¥ para la transicién vitrea de sustancias poliméricas se usa para encontrar
una expresion para el factor de desplazamiento logaritmico que a través de una comparacién con
la relaciéon empirica de Williams -Landel-Ferry permite encontrar un valor para la temperatura
isoentrépica para el que la entropia configuracional del sistema se desvanece. Asi, P Goldstein*
obtiene una relacion semiempirica que ajusta los resultados experimentales mediante una ecuacién

lineal de la forma
T\ 2
LSF =m <7~f’) + b(Ty) (2.7)

com m la pendiente de una recta y b la ordenada al origen, ambas constantes dependen de la
naturaleza de la sustancia>3 La forma de la ecuacién ya ha sido considerado por varios
autores, incluyendo H. Bissler® como una forma universal para describir liquidos sobreenfriados

para altas viscosidades.






CapiTULO 3

METAESTABILIDAD Y LAS MEZCLAS

SOBREENFRIADAS

La formaciéon de un vidrio ocurre en materiales de todo tipo: materiales covalentes, i6nicos,
metélicos y unidos por puentes de hidrégeno. Los vidrios se han fabricado a partir de sustancias
puras, compuestos quimicos simples, moléculas organicas complejas, mezclas de sal y aleaciones 92
Lo cudl da la impresién de que el factor clave en la preparacién es la rapidez de enfriamiento de
la sustancia para evitar la formacién de cristales. Sin embargo existen otros factores que influyen

en la formacion del vidrio, especialmente los aspectos estructurales de los materiales formadores

de vidrio2!

Los liquidos organicos que forman vidrios tienen puntos de fusién relativamente bajos y la
mayoria tienen moléculas asimétricas lo que dificulta el rearreglo molecular para formar un cristal
asi como un incremento rapido de la viscosidad al disminuir la temperatura y por tanto una
mayor tendencia hacia la vitrificacién. Asi, una consideracién de varios aspectos de los enlaces es
sumamente importante para comprender las tendencias de formacién de un vidrio. Después de
todo, la naturaleza de la unién determina no solo la estructura, sino también las temperaturas
de fusién y las propiedades reoldgicas de las masas fundidas, todas ellas determinantes en la

formacion de un vidrio.

Soluciones

Una solucién es una mezcla homogénea de dos o méas sustancias y puede existir en diferentes

fases. Una solucién consiste en un soluto y un solvente siendo el soluto la sustancia que se disuelve

21
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en el solvente. Para soluciones con componentes en la misma fase, las sustancias presentes en
concentraciones mas bajas son solutos, mientras que la sustancia presente en mayor abundancia
es el solvente. Se dice que una solucién esta saturada cuando contiene la maxima cantidad de
soluto que puede ser disuelto en el solvente a una temperatura especifica. Todos los estados de
saturacién se representan en una curva de solubilidad. Si contiene menor cantidad de soluto es
una solucién no saturada. Cuando la solucién contiene mas soluto del que se puede disolver se

dice que se encuentra sobresaturada.

La conformacién molécular de las sustancias que se traten determinan la solubilidad, por
ejemplo la sacarosa permite la formaciéon de enlaces de hidrégeno con moléculas de agua lo que
permite la facil disolucién de sacarosa en agua. La solubilidad de la sacarosa estd influenciada por
la temperatura y por la cantidad y el tipo de otras moléculas disueltas (impurezas), por ejemplo
la sacarosa muestra valores mucho mas altos de solubilidad en dimetilsulféxido un componente

quimico frecuentemente utilizado en la criopreservacién de tejidos o células??

3.1 Metaestabilidad de composicion: sobresaturacién

El diagrama de fases de una solucién se representa tipicamente como la figura [3.1] se puede
identificar la curva de solidificaciéon que indica la temperatura dada una concentracién a la que
el agua congela. Por otro lado, la curva de solubilidad muestra para cada concentracion, la
temperatura a la cudl se satura la solucién. Tedricamente ambas curvas se intersectan en el punto
eutéctico. Por debajo de la temperatura eutéctica coexisten el soluto cristalino y el hielo. Sobre

estas curvas existen soluciones no saturadas.

Enfriamiento lento

Si una solucién de agua y sal (NaCl), se enfria lentamente se produce la nucleacién formandose
hielo, siguiendo la curva de solidificacién (ver figura [3.2)). La figura no es la representaciéon
convencional de un diagrama de fases de coexistencia solido- liquido, sino que ilustra el proceso de

concentracién de la fase sélida por congelamiento. A la temperatura eutéctica de —21°C, donde
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Figura 3.1: Diagrama de fases para un sistema binario.

la concentracion de la soluciéon ha alcanzado 4M, la termodinamica de equilibrio predice que
NaCl2H>0 precipitard y todo se convertird en sélido. Sin embargo, al igual que la cristalizacion
de hielo, la precipitacién de sal también requiere del crecimiento y la duracién adecuada de los

nucleos viables.

Nucleacién y crecimiento lento de cristales

Ahora considere el caso en que la nucleacién y crecimiento de cristales son lentos en com-
paracién con la velocidad de enfriamiento aplicada, la solucién quedara sobresaturada durante
un periodo de tiempo indefinido. Esto se ilustra en la figura para una solucién acuosa de
sal, donde la concentracién se dibuja como una funcién del tiempo, a una tasa de enfriamiento
constante. Como la nucleacién es un proceso estocastico, el grado de sobreenfriamiento y
sobresaturacién que se muestra, solo puede servir como ejemplo de lo que podria ocurrir.
En este caso particular, la nucleacién del hielo se produjo después de mantener la solucién
a —15°C durante 10 minutos. Después, la concentracién de sal aumenté con el enfriamiento,
pero la sal no precipité en el punto eutéctico (a una concentracién de 4M (ver figura [3.4)). En
cambio, la precipitacién de sal tuvo lugar a —26°C, cuando la concentracién habia alcanzado

6M. En otras palabras, el sistema sobresaturado recuperd el equilibrio después de 10 minutos,
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Figura 3.2: Efecto del enfriamiento sobre la proporcién de hielo formado en una solucién salina
isot6nica (0.15 M) después de sembrar con un cristal de hielo para evitar el sobreenfriamiento.
Después de enfriar a —10°C), la concentracién de sal de la fase liquida residual ha aumentado a 3

M.

donde su estado final consiste entonces en la mezcla de equilibrio de hielo y cristales de NaCl2H»O.

El ejemplo anterior ilustra la introduccién de una dimensién temporal (cinética) en lo que
generalmente se considera como un equilibrio termodinamico. La sobresaturacion toma la forma
de un paso transitorio desde el equilibrio. La persistencia de tal paso puede ser desde milisegundos

hasta siglos, o incluso escalas de tiempo geoldgicas.

Asi se establece una distincién entre los procesos fisicos y / o quimicos que pueden tener lugar
en un sistema termodinamico y los que realmente tienen lugar dentro del sistema en un periodo
de tiempo medible (cinética).?® El grado de sobreenfriamiento y congelamiento a temperaturas
bajo cero puede ser controlado a traves de las variables: temperatura, concentracion y la razén
de enfriamiento que involucra al tiempo. Bajo condiciones naturales ambientales, los organismos
controlan la concentracién. Un andlisis de un diagrama de estado de temperatura - concentracién

puede ayudar a explicar muchos de los estados metaestables que pueden existir.
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Figura 3.3: Simulacién del curso tipico de concentracién de congelacién de una solucién salina
durante el enfriamiento, en funcion del tiempo. Nétese el sobreenfriamiento inicial antes de la for-

macién de nicleos previo a —15°C'. El drea sombreada representa el intervalo de sobresaturacion.

Nucleacién lenta del soluto: la sacarosa

Considere ahora un caso en el que la nucleacion del soluto es extremadamente lenta como lo
es el caso de los azicares por ejemplo la sacarosa, de modo que la sobresaturacién puede persistir

durante periodos prolongados.

A medida que la temperatura disminuye, una solucién no saturada se enfriard por debajo de la
temperatura de fusién de equilibrio antes de que comience la congelacién. Durante la congelacion,
la solucién permanece en equilibrio con la fase sélida (hielo) formada y los solutos permanecen
en una fase liquida residual concentrada. Asi, al aumentar la porcién de hielo formada la solucién

remanente se concentrara cada vez mas.

3.2 Diagrama de estado para el sistema agua - sacarosa

En una mezcla de agua y sacarosa, a medida que avanza el enfriamiento de la solucién diluida,

la concentracién eutéctica tedrica se alcanzara en aproximadamente —14°C', pero la sacarosa
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no precipita espontaneamente a esta temperatura, es decir, el soluto no cristaliza a partir de la
solucidn, en tal caso el diagrama de fase no muestra un punto eutéctico, si no que la curva liquidus
continuara de una forma monoténica caracteristica de una solucién sobresaturada (ver figura |3.4)).
Se debe enfatizar que tal comportamiento es indicativo de una metaestabilidad termodinamica.
La existencia de la regién sobresaturada la cual no precipita en el punto eutéctico, es por que
la estructura cristalina de la sacarosa tiene la forma de una red tridimensional compleja, unida
a hidrégeno y la nucleacién del azicar en tiempo real, a una temperatura inferior a cero es lo
menos probable. En cambio, la solucién contintda congelando y se vuelve progresivamente maés

sobresaturada, termodindmicamente inestable, pero cinéticamente muy estable.

En este caso, la solucion se vuelve sobresaturada y su viscosidad aumenta a valores muy altos,
del orden de 10® Pa s y superiores, su dependencia de la temperatura se vuelve mucho mayor
hasta que, finalmente, la viscosidad aumenta en varios érdenes de magnitud durante un intervalo
de temperatura estrecho, durante el cual el estado fisico de la solucién homogénea cambia de un
liquido, a través de un jarabe altamente viscoso a un sélido amorfo es decir, a un vidrio. Esta
transicién se caracteriza por una temperatura de transicién vitrea, Ty, que tipicamente ocurre a
una concentracion de sacarosa en la mezcla acuosa del 80 %. La viscosidad a T, es entonces del

orden de 10 Pas.

Las soluciones de agua y azucares presentan un diagrama de fases diferente al presentado en
la ﬁgura se requiere entonces la presentacién del llamado diagrama de estado (ver figura .
Un diagrama de estado representa un mapeo de las diferentes fases en la que se encuentran las
soluciones binarias del tipo agua y azicares. A partir del mismo, se pueden entender las diferentes
fases que se tienen al considerar tamto la temperatura como la concentracién. Al presentarse la
posibilidad de metaestabilidad y tener estados sobreenfriados que llevan a una transicién vitrea,

se unen ambas transiciones, la termodinamica y la cinética en un mismo diagrama.



27

160 |—

140 |—

120 |—

100 | Solucién no saturada

80 |—

60 |}—

Solucion
sobresaturada
40—

20—

0 Curva de solidificacién (liquidus)

Temperatura [°C)|

200 — -""-t-.,.,
-.._.,-‘..
40 |- T

60 L— Hielo + solucién L
et ) Vidrio
-80 L ’

-100 -

2120 |— do i ans'\‘c'if)f" ......

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%
Porcentaje en peso de sacarosa [%]

Figura 3.4: Diagrama de estado sélido- liquido de un sistema agua - azicar, mostrando la linea
de transicién vitrea, la curva de solubilidad (solidus), entre el punto de fusién y la temperatura

eutéctica T, y la regién de metaestabilidad (sobresaturada) mas alld de 7.

De acuerdo a la figura [3.4] en la parte superior se muestra un diagrama de fases simplificado
de sacarosa-agua, que muestra las curvas de solubilidad de la sacarosa y la curva liquidus que
tedricamente se cruzan en el punto eutéctico en T, ademas de la extension de la curva liquidus que
se manifiesta por el retardo a la precipitacién del sélido. En la parte inferior en linea punteada
se anexa la curva de transicién vitrea T, como funcién de la temperatura y concentracién de
soluto, que completa la extensién de un diagrama de fases simple. El diagrama de estado es
util para ilustrar el régimen que gobierna a una cierta concentracién a la cual un sistema pasa

de un control termodindmico a uno cinético a una concentracion a partir de la cual el agua
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de la mezcla no se puede cristalizar mas. Para un mezcla Té es identificado como el punto de
interseccion de la curva de transicién vitrea y la extrapolacion de la curva de solidificacién a

una cierta concentraciéon Cy y a una temperatura. En este punto el material formado serd un vidrio.

Sobresaturacién y sobreenfriamiento

La descripcion anterior habla de una fenomenologia similar entre la sobresaturaciéon y el sobre-
enfriado de una mezcla, ya que son dos sistemas metaestables que tienen como limite la transicién
vitrea, una temperatura a la cual el tiempo se puede hacer extremadamente largo para observar
algin movimiento o fenémeno. Desde un punto de vista termodindmico, un sistema metaestable
tiene una energfa libre que es mayor que el valor de equilibrio en las mismas condiciones de presién,
temperatura y composicion. Los estados termodindmicamente metaestables pueden tener una
vida util muy larga, pero en condiciones apropiadas el sistema puede transformarse en su estado
de equilibrio. Ya que el hielo es la fase estable del agua, para intervalos de temperatura menores
a cero, un sistema que no esta congelado, ya sea liquido o sdlido es metaestable: sobreenfriado y
sobresaturado?® Entonces, un sistema sobresaturado no mds que un liquido sobreenfriado descri-

to previamente con una viscosidad muy alta donde al llegar a Té, se convierte en un sdlido amorfo.

En muchos sistemas complejos, la cristalizacion del hielo a temperaturas bajo cero no es
seguida por la cristalizacién de los otros solutos presentes, de modo que los puntos eutécticos
que deberian aparecer en el diagrama de fases no pueden identificarse. En tales casos, la solucién
se sobresatura y la curva liquidus no tiene un punto de terminaciéon real. En la practica, sin
embargo, la curva de transicién vitrea proporciona el limite para el cambio fisico en una escala
de tiempo medible. Las propiedades fisicas de una solucién acuosa concentrada a temperaturas
bajo cero son fundamentales para entender la intolerancia al congelamiento y los fenomenos de

resistencia al congelamiento2%%4 Dichos fenémenos se explican en el siguiente capitulo.



CapPiTULO 4

LA TRANSICION VITREA EN SOLUCIONES
ACUOSAS DE SACAROSA Y TREHALOSA.

LA VISCOSIDAD

4.1 Azucares

Los monosacaridos o aziicares simples son los glicidos (biomoléculas compuestas por carbono,
hidrégeno y ox6geno) més sencillos, cuyas principales funciones en los seres vivos son el brindar
energia. Los monosacaridos no se descomponen en otros compuestos més simples e incluyen a la

glucosa o dextrosa, fructosa y galactosa.?

Los disacédridos son también un tipo de glicidos formados por la unién de dos azicares
monosacaridos iguales o distintos. Los disacaridos mas comunes son la sacarosa, lactosa, trehalosa,
maltosa, isomaltosa y celobiosa. Las mezclas acuosas de sacarosa y trehalosa son de particular

importancia por los distintos usos y aplicaciones como la criopreservacién de células y tejidos.
Las cadenas mas largas de azucares se llaman polisacaridos, biomoléculas formadas por la

uniéon de una gran cantidad de monosacaridos. Se encuentran entre los glicidos, y cumplen

funciones diversas, sobre todo de reservas energéticas y estructurales.

29
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Figura 4.1: Cristales de sacarosa®?

Sacarosa y trehalosa

La molécula de sacarosa tiene ocho grupos hidroxilo que pueden estar implicados en la
formaciéon de enlaces de hidrégeno (ver figura . En soluciones acuosas suficientemente
diluidas, todos los grupos hidroxilo forman enlaces de hidrégeno con moléculas de agua. Si la
concentracién aumenta, la gran flexibilidad del enlace que une las dos moléculas de glucosa y
fructosa promueve la formacién de una estructura que presenta, al principio, sélo un enlace
intramolecular y luego dos enlaces intermoleculares.®!) Si aumenta la concentracién de sacarosa en
la solucién, se producen fenémenos de agregacion entre las moléculas de sacarosa que promueven
paso a paso la formacién de agregados que crearan el nicleo tridimensional estable. Para la
formacién de cristales, los diversos grupos hidroxilo de la molécula de sacarosa estdn disponibles

para enlaces de hidrégeno (ver figura .

En 1832 Wiggers descubri6 la trehalosa (ver figura en hongo de centeno y en 1859,
Marcelino Berthelot la aislé del trehalamanna, una sustancia producida por los gorgojos, y la
llamo trehalosa. Puede ser sintetizada por bacterias, hongos, plantas y animales invertebrados.
Esta implicada en la anhidrobiosis: la capacidad de las plantas y animales para soportar periodos
prolongados de tiempo sin agua, ya que tiene altas capacidades de retencién de agua y se usa
en alimentos y cosméticos. La rehidratacién permite entonces reanudar la actividad celular nor-

mal sin el dano letal principal que normalmente seguiria un ciclo de deshidratacién / rehidratacién.

La sacarosa y trehalosa son quizas los disacaridos m&as ampliamente utilizados para la

estabilizacién de materiales biolégicos (por ejemplo, proteinas, células, y membranas). Como se
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(a) Estructura 1D de sacarosa. (b) Estructura 1D de trehalosa.

Figura 4.2: Estructura en una dimensién de los disacdridos formados por glucosa y fructosa.

muestra en las figuras tienen la misma férmula molecular, pero diferentes estructuras.
La diferencia mas notable entre las dos estructuras es la presencia de un anillo de fructosa rigido
en la sacarosa, a diferencia de los dos anillos de glucosa simétricamente unidos en la trehalosa.
Numerosos estudios han demostrado los beneficios logrados por la adicién de estos disacdridos
a los sistemas bioldgicos durante la congelacién y la liofilizacién. Comprender las interacciones
especificas que ocurren entre los azucares, el agua y los sistemas bioldgicos ayudaria a explicar
por qué los disacaridos son protectores efectivos?? Las comparaciones de su eficacia relativa a

menudo han encontrado que la trehalosa es el protector més eficaz 09

Temperatura de transicion vitrea en una mezcla binaria

La temperatura de transicion vitrea (7,) de una sustancia simple se ha descrito previamente,
sin embargo al tratarse de una mezcla de dos componentes que presentan una transiciéon vitrea,
Gordon y Taylor (1952) desarrollaron una ecuacién para predecir la temperatura de transicién

vitrea conociendo 7T, de cada una de las sustancias implicadas y las fracciones que se encuentran

en la solucién

21 Tg1 + kxoTyo
r1 + kxo

T, = (4.1)
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donde 1 y w2 son las fracciones es peso de las sustancias implicadas y Ty1 y Tg2 son las
temperaturas de transicion vitrea de los compuestos. k es un factor que depende de la naturaleza
quimica de cada compuesto presente!% El valor de k = 4.7 obtenido por Roos (1993)%% para
soluciones de sacarosa (65 — 80 %) permitio el establecimiento de un diagrama de estado para la

sacarosa amorfa con resultados experimentales que coinciden con los calculados.

4.2 Viscosidad en una mezcla binaria: agua + disacarido

Como se vi6 en el capitulo 3, las mezclas de agua y azicar presentan una transicién vitrea.
La sacarosa es uno de los azicares mas estudiados, y la viscosidad de sus soluciones acuosas ha
sido medida por varios autores durante mas de 100 anos. El famoso trabajo de Einstein sobre el
movimiento browniano, publicado en 1906, usaba sacarosa en agua para ejemplificar la validez de
la ecuacién bien conocida que relaciona la viscosidad de la solucién con la fraccién de volumen
del soluto. La mayoia de los estudios reportados en estas soluciones se refieren al comportamiento
de la viscosidad con la temperatura a concentraciones fijas. Sin embargo, el problema de estudiar

a la viscosidad como funcién de la concentracién es poco estudiado.4®

4.2.1 Dependencia de la viscosidad con la temperatura

La mezcla binaria de agua con azicares son formadores sobreenfriados fragiles por lo que la
dependencia de la viscosidad de la mezcla con la temperatura a concentraciéon fija satisface la

relacién de William-Landel-Ferry.

Se han propuesto distintas ecuaciones que ajusten a la viscosidad bajo estas condiciones, como
un ajuste polinomial de orden ciibico propuesto por lo que M. P. Longinotti,*® o un ajuste con

una variacién de la ecuacién WLF por Kerr y Reid 44

4.2.2 Dependencia de la viscosidad con la concentracién

La viscosidad de las soluciones acuosas depende de los parametros termodindamicos como con-

centracién de soluto, temperatura y presion. En la figura se muestran una serie de puntos
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Figura 4.3: Viscosidad de las soluciones acuosas de sacarosa.

correspondientes a distintos experimentos que muestran la dependencia de la viscosidad con la
concentracién a una temperatura fija.>’ Esta dependencia es poco estudiada, si bien ya desde
hace varias décadas se consideré que desde un punto de vista microscépico, el tamano y la for-
ma de las moléculas de soluto determinan la hidrodindmica en un disolvente dado, como senalé
Einstein. La ecuacion de Einstein estd restringida a soluciones diluidas y, por esta razoén, otros
autores extendieron su ecuacién para tomar en cuenta las interacciones moleculares que aparecen
cuando la concentracién aumenta?? Por ejemplo, Vand en 19487" describe una expresién para la

dependencia de la viscosidad con la concentracién de una solucién de la siguiente forma

In-! Y

Mo qo+ v + qov/?

(4.2)

donde v es la concentraciéon de soluto y 7, es la viscosidad del agua, gy se relaciona con la
forma de las moléculas, y q1 y g2 estan relacionadas con las interacciones hidrodinamica e
intermolecular. Hay otras expresiones como la de Génotelle?? que hacen una buena aproximacién

al comportamiento de la viscosidad comparados con los experimentos.
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CAPITULO b

RESULTADOS: VISCOSIDAD DE LAS
MEZCLAS AGUA + AZUCARES Y SU
DEPENDENCIA CON LA TEMPERATURA A

CONCENTRACION FIJA

5.1 Viscosidad en funcion de la temperatura a concentracién

constante

En una mezcla de agua y sacarosa, la viscosidad depende de la temperatura y la concentraciéon
a la que se encuentre la mezcla, esta dependencia se observa en la figura donde se incluye un
conjunto de datos de la viscosidad para dos mezclas de azicares reportados experimentalmente
por distintos autores. [| El incremento de la viscosidad al aumentar la concentracién de azicar es

muy fuerte asi como al disminuir la temperatura.

En el capitulo 3 se hace un andlisis del diagrama de estado de una mezcla de agua y sacarosa.
Dicho diagrama hace referencia al surgimiento de un vidrio a una temperatura 7, y a una
concentraciéon Cy como consecuencia de una sobresaturacién y una disminucién de temperatura,
donde las viscosidades cercanas a estos valores son grandes. Tomando esta considerancion los
datos mostrados en la figura [5.1] se pueden proyectar en un diagrama de estado como se muestra

en la figura[5.2] .

{0} [TO}[T3}[A T} [44}[20}[52}54}H57)[60L[6 T} [72
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(b) Dependencia de la viscosidad de la mezcla

(a) Dependencia de la viscosidad de la trehalosa binaria de agua y sacarosa con la temperatura y

con la temperatura y la concentracion. la concentracion.

Figura 5.1: Dependencia de la viscosidad de la mezcla binaria de agua y aztcares con la tempe-

ratura y la concentracién.

De acuerdo con la informacion presentada en el capitulo 3, el diagrama de estado muestra
la separaciéon de una mezcla no saturada y sobresaturada, mediante la curva de solubili-
dad que corresponde a los estados saturados de la solucién. En la figura los valores de
interés de la viscosidad a distintas temperaturas y concentraciones se ubican por debajo
de la linea verde corresponden a los estados saturados del sistema. Ya que como se sabe de

la teoria son los estados donde la viscosidad sigue un comportamiento de un liquido sobreenfriado.

Siguiendo esta idea, se descartan todos los valores de la viscosidad fuera del estado sobresatu-
rado y se procede al andlisis de la viscosidad como funcién de la temperatura a una concentracién
fija 7(T)y /w9 misma que puede ser expresada mediante la ecuacién presentada en el capitulo
2. La figura[5.3| muestra los datos de la viscosidad en los estados sobresaturados delimitados por la
linea de saturacién (guia de colores: sat). Bajo esta consideracién, la solucién a una concentracién
de sacarosa menor a 65 % no son consideradas. Nétese que las isopletas de concentracién entre el

65 % y 80 % contienen estados dentro y fuera de la sobresaturacién por lo cuél son consideradas

en el andlisis posterior.
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Figura 5.4: LSF de la mezcla agua y sacarosa a distintas concentraciones.

Una vez que se determina las isopletas de concentracién que como se menciona en el capitulo 3,
son estados sobreenfriados y/o sobresaturados, su viscosidad se puede comportar como un liquido
fragil y por tanto ajustarse a una ecuacién VFT o WLF, la cudl se puede parametrizar y expresar
como un LSFL]de la forma ,

LSF =m <?> +b(Ty) (5.1)

con T}, la temperatura de transicién vitrea de la sustancia .l

En la figura se muestra LSF como funcién de (7,/T)?, para concentraciones de 65 — 86 %
mismas que se encuentran en el régimen sobresaturado. Asi, los datos se pueden ajustar a una

ecuacién lineal con una pendiente m y una interseccién b, para cada una de las concentraciones

para lo cual se obtiene la tabla

Como se observa en la figura [5.4] y en la tabla el ajuste lineal se cumple para to-

das las concentraciones, lo cudl indica que se trata de una dependencia que no es del tipo

"En la representacién LSF sélo se necesita saber la temperatura de transicién vitrea de la solucién Ty a una

concentracion determinada.
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% Sacarosa LSF

65 y = 9.605z — 1.987 R? = 0.9969
68 y = 9.581z — 1.885 R? = 0.9990
70 y = 10.618z — 2.211 R? = 0.9968
75 y =12.1312 — 2.682 R? =0.9947
80 y = 13.5092 — 3.186 R? =0.9936
85 y = 159162 — 4.4887  R? = 0.9960
86 y = 16.181x — 4.715 R? = 0.9860

Tabla 5.1: Ecuaciones de ajuste de la viscosidad: LSF para la soluciéon de agua + sacarosa.

Arrhenius, si no una dependencia tipo VFT o WLF propia de un liquido fragil. Ademaés, en
las concentraciones mayores al 80% la tendencia de los datos es mas homogénea a una rec-

ta comin que los menores, ya que estos ultimos no todos se encuentran en la regiéon sobresaturada.

De la misma forma que para las mezclas de sacarosa y agua, se realizé un andlisis de la mezcla
binaria de agua y trehalosa, usando una ecuacién LSF'. Sin embargo, los datos reportados son
menores en comparacion con los de soluciones de sacarosa. Ain asi, se analizé el comportamiento
de la viscosidad de esta mezcla para distintas concentraciones y temperaturas, comenzando con

una cantidad de porcentaje en peso de (W/W = 10 %) hasta un porcentaje de 74.6 % (ver figura

p-5).

La concentracién de trehalosa no llega a ser tan alta comparada con la de sacarosa en la
seccion anterior, y se dificulta determinar la concetracién que delimita el régimen sobreenfriado
por concentracién. Sin embargo, algunos valores de la viscosidad si se encuentran en la regién
sobresaturada por lo que se realiza una selecciéon de datos de la misma forma que para la sacarosa.
Asi, se presenta un ajuste de los datos de viscosidad para las soluciones de agua y trehalosa como
un LSF, tomando la T, de la mezcla a distintas concentraciones, misma que aumenta conforme
aumenta el contenido de azicar de esta manera se obtiene la figura para concentraciones de

65 % a 74.6 % de trehalosa.
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% Trehalosa LSF

65 y=11.618z — 2.338 R? =0.9937
72.5 y = 10.623z — 2.2834 R? =0.9835
74.6 y = 11.208z — 2.5407 R? =0.9901

Tabla 5.2: Ecuaciones de ajuste de la viscosidad: LSF para la soluciéon de agua + trehalosa.

La tabla[5.2] muestra los ajustes lineales para la viscosidad de la mezcla acuosa de trehalosa. El
ajuste lineal se cumple para todas las concentraciones, lo cudl indica que al igual que las mezclas
de sacarosa se trata de una dependencia que no es del tipo Arrhenius, si no una dependencia tipo

VFT o WLF.

Como se observa en las dos mezclas de azucares, en la region sobresaturada se ajusta muy bien
una ecuacién del tipo VFT o WLF mediante una variable (T,/ T)? que proviene de argumentos
tedricos expresado como una ecuacion lineal con pendiente m e interseccién b, ya que se trata de
un estado similar al de un liquido sobreenfriado pero ahora por concentracién del soluto en la
mezcla binaria. Por otro lado, en ambos casos se observa como ya se reporta en la bibliografia, el
aumento de la temperatura de la T, con el aumento de la concentracién de soluto. Lo cudl se infiere
por el comportamiento de la razén T,;/T usado en el reescalamiento, lo cuél tiene implicaciones

muy relevantes en la criopreservacion como se mencionara en el capitulo siguiente.






CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Cuando se enfria sibitamente un liquido se puede formar un vidrio. Algunos son més faciles
de obtener que otros pero suponiendo que se trate de un buen liquido formador de vidrio,
este pasard por un estado sobreenfriado aumentando su viscosidad hasta quedar suspendido
en un estado metaestable vitreo. Sin embargo, cuando se tiene una mezcla binaria de agua
y azCar a una determinada temperatura y concentracion también se formarda un vidrio. Su
explicacion se describe de manera satisfactoria usando el concepto de metaestabilidad de un
estado sobresaturado y haciendo uso de un diagrama de estado que conjunta los fendémenos

termodinamicos y cinéticos de un sistema.

Como resultado del andlisis y visualizacion de un diagrama de estado y de las viscosidades
de una solucién de agua y sacarosa como funcién de la temperatura a concentracién constante,
se concluye que las ecuaciones que describen a la viscosidad de un liquido sobreenfriado como
funciéon de la temperatura descritas por Voguel-Fulcher-Tamman y William-Landel-Ferry son
utiles también para describir el comportamiento de una solucién sobresaturada de agua y azicar
cerca de Ty y Cy. Esto se realizé mediante el ajuste de los datos experimentales a una ecuacién
lineal con pendiente m e interseccién b con la variable (T,/T)? obtenida a través de formulaciones
tedricas y empiricas. Lo cudl se sustenta bajo la consideracién de un simil metaestable para un

liquido sobreenefriado pero ahora por sobresaturacion de azicar.

El diagrama de estado delimita las regiones de temperatura y concentracién donde puede ocu-
rrir la cristalizacion y donde se puede esperar el estado vitreo impulsado por una sobresaturacion.
Los fenémenos gemelos de sobresaturacién y vitrificacion encuentran aplicaciones interesantes en

la tecnologia de procesos alimentarios y en la formulacién de productos farmacéuticos estables.
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También estan implicados en el secado natural y la resistencia a la congelacién exhibida por una
amplia variedad de especies vivas. Los protectores como los azicares promueven la formacion
de sistemas vitreos amorfos e influyen en la cinética de las reacciones responsables del deterioro

durante el almacenamiento.



CapiTULO 7

PERSPECTIVAS

Ciencia de alimentos: diagrama de estado

La estabilidad de un alimento a partir de una base tedrica bien desarrollada y establecida es
un desafio para los cientificos e ingenieros de alimentos. Los conceptos de la actividad del agua y
la transicién vitrea son los dos fundamentos tedricos mas exitosos desarrollados para determinar
la estabilidad alimentaria. El diagrama de estado presentado en el capitulo 3, en la ciencia
de alimentos se ha desarrollado detalladamente para explicar la extabilidad de un alimento a
bajas temperaturas. El concepto de macro-micro regién suele ser un enfoque cientifico para
determinar la estabilidad de un alimento ver figura Cada microrregion se estudia con fines

de calidad especificos por separado teniendo en cuenta las diferentes caracteristicas de un medio>®

La constante de velocidad de reaccién en un alimento se puede representar en funciéon de
T/T, es decir, relacién de almacenamiento o temperatura de procesamiento y temperatura de
transicion vitrea. Tambiés para la difusividad se tienen resultados interesantes, por ejemplo
Ludescher et al. (2010) midieron la movilidad molecular de oligosacaridos amorfos mediante el
método de luminiscencia®l' Esto motiva a seguir un andlisis de otras propiedades relacionadas

con este trabajo de tesis que puedan ser directamente aplicadas en la industria.

El diagrama de estado se aplica a distintos alimentos que son comunes en el mercado como
cebolla, atin y fresas y algunos otros que estan bajo investigacién. En la figura se muestra
un diagrama de estado de pifia y tomate. La construccién de estos diagramas de estado son un
buen punto de partida para el andlisis de la dindmica de los cambios de calidad, pero deben ser

complementados por el conocimiento de las interacciones intermoleculares que pueden tener lugar.

45
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Figura 7.1: Diagrama de estado que muestra diferentes regiones y estados de un alimento.?”

Estabilidad

La estabilidad quimica y microbioldgica y la seguridad de los productos labiles se pueden lograr
mediante el secado, el cudl se puede realizar eliminando agua como un sélido (por congelacién) o
como un vapor (por ebullicién). Lo que recientemente se ha podido apreciar es que los protocolos
de secado exitosos y la preparacién de productos estables dependen de un conocimiento de los
procesos que pueden ocurrir cuando una solucién diluida se sobresatura y eventualmente se
somete a una transicién vitrea. En otras palabras, la solucién, inicialmente termodindmicamente
estable, termina cinéticamente estable, pero durante la transicién tiene que pasar por una
regién de concentracién intermedia donde se vuelve altamente vulnerable a cambios fisicos y /

o quimicos, la mayoria de los cuales son irreversibles y destructivos. Esto se ilustra en la Figura|7.3
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(a) Diagrama de estado de la pina.™ (b) Diagrama de estado del tomate.™
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Figura 7.3: Mapa de estabilidad de composiciéon y temperatura, que muestra los dominios de

estabilidad termodinamica (solucién no saturada) y estabilidad cinética (solucién sobresaturada

por debajo de sus temperaturas vitreas). El drea punteada indica vulnerabilidad fisica y quimica,

con la densidad del punteado correspondiente al grado de inestabilidad.
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Congelacién y sequia

El dano por congelacién a biomoléculas aisladas o células intactas ocurre por la fomacion
del hielo. El daifio directo del cristal de hielo se invoca como la principal causa de lesién3Y La
anhidrobiosis (vida sin agua) se conoce desde hace milenios, pero los mecanismos subyacentes no
se han entendido hasta las tltimas décadas, y solo se ha logrado una comprensién parcial. Uno
de los sitios principales de dafio por deshidratacién son las membranas, y existe evidencia de que
este dano puede ser obviado por la produccién de ciertos azicares, particularmente trehalosa ya

que estabiliza las membranas1°

El frio y la congelacién son las amenazas mas graves para muchas formas de vida en la tierra.
Debe distinguirse claramente entre los dos efectos: el frio afecta principalmente a la cinética
de los procesos de la vida, mientras que la congelaciéon va acompanada de grandes cambios
de concentracién (secado). Las consecuencias de la congelacién se asemejan a las producidas
por la sequia. La diferencia entre frio y congelacién se ilustra en la figura que compara la
estabilidad de almacenamiento de la enzima lactato deshidrogenasa en solucién diluida a 25, 4
y —20°C (sobreenfriada) con la estabilidad de la enzima que habia sido congelada a la misma
temperatura, —20°C. En la solucién sobrenfriada no se pudo detectar inactivacién, incluso
después del almacenamiento durante seis anos, mientras que la enzima en solucién congelada
habia perdido su actividad después de una semana. La lactato deshidrogenasa es una enzima
catalizadora que se encuentra en muchos tejidos del cuerpo, pero su presencia es mayor en el

corazon, higado, rinones, musculos, glébulos rojos, cerebro y pulmones.

Crioconservacion de espermatozoides humanos

Los procesos de vitrificacién y desvitrificacion son de vital importancia en la conservacion
de tejidos, células y materia viva, ya que la formacién de cristales de agua (hielo) causan un
dano irreversible en la muestra, por lo que la temperatura y el tiempo son parametros muy
importantes. Realizar un adlisi profundo de la formaciéon de los cristales que depende de la
viscosidad, las sustancias presentes en el sistema asi como de parametros termodinamicos como la

presion y la temperatura mas la introduccién de la cinética (el tiempo), permite la manipulacién
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Figura 7.4: Estabilidad de almacenamiento, monitoreada por actividad enzimatica, de lactato
deshidrogenasa en solucién diluida a diferentes temperaturas. Notese la diferencia entre el alma-

cenamiento en el estado congelado y en el estado sobreenfriado, a la misma temperatura.2®

del sistema como prevenir la fromacién de cristales que dafien la muestra.

La criopreservaciéon de espermatozoides humanos es una técnica comunmente utilizada en
la reproduccién asistida, sin embargo, la congelacion de bajas concentraciones de esperma
mientras se mantiene una motilidad posdescongelacion adecuada sigue siendo un desafio. En un
esfuerzo por optimizar los rendimientos de motilidad postdescongelacién, Liu et al 4% congelaron
espermatozoides humanos usando trehalosa como el tnico agente crioprotector. Se estimaron
los conteos de esperma y la motilidad después del deshielo y se concluyé que la trehalosa y
la sacarosa fueron los crioprotectores mads efectivos, recuperando el 69.0% y el 68.9% de la
motilidad espermatica inicial, respectivamente. En la figura [7.5| se muestra un diagrama de la

motilidad recuperada.

Crioconservacion de células madre

Aunque se han logrado mejoras significativas en los procedimientos de crioconservacién
celular, la mejora de los protocolos actuales de crioconservacion que conducen a una tasa

alta de mortalidad después del deshielo de las formaciones cristalinas que surgen durante la
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Figura 7.5: Motilidad recuperada (%) de esperma humano congelado en medios que contienen
diferentes sacdridos. Las lineas superior e inferior de las barras son observaciones maximas y
minimas 4%

congelacion es un objetivo principal. Especificamente, el enfriamiento rapido forma cristales
de hielo intracelulares, lo que da como resultado la destruccién celular y el enfriamiento lento
forma cristales de hielo en el espacio extracelular, con la consecuente deshidratacién celular. La
seleccién de un crioprotector, asi como una tasa de congelacion adecuada, sirve para proteger
a las células de estos efectos adversos. La trehalosa es un disacarido no téxico que preserva la

integridad estructural de las células durante la congelacién y la descongelacion.

Martinetti en su trabajo, evalia el efecto de la crioconservacién en células C'D34x (células
madre hematopoyéticas) tratadas con cuatro concentraciones diferentes de trehalosa, los hallaz-
gos indicaron que la congelacién con trehalosa 1M proporciond mejor proteccion para CD34x
en comparacién con el procedimiento de congelacién estandar que usa MeSO. Ademas, la
congelacién con trehalosa en combinacién con un antioxidante (catalasa) o con Me2SO mejora la
viabilidad celular, asi, las células C'D34x se preservaron durante un periodo de duracién corto (20
dias) y largo (3 meses), con un medio que contiene diferentes combinaciones de catalasa, Me2SO
y trehalosa. Los datos indicaron que, después de la descongelacion, el nimero y la viabilidad de
las células C' D34x fue mayor en todas las muestras crioconservadas con solo 1M de trehalosa (ver
figura . En conclusién, los datos indican que el uso de trehalosa permite obtener un mayor

nimero de células madre hematopoyéticas después de la descongelacién >®
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Figura 7.6: Porcentaje de viabilidad celular medida después de la descongelacién de las células
CD34 previamente congeladas con diferentes crioprotectores a corto (20 dias) y largo (3 meses)
periodo de crioconservacién. CD34 se congelaron con: 10% de Me2SO + 90% de FBS; 1M de
trehalosa; 1M de trehalosa + 10 % de Me2SO, 1M de trehalosa + 100ug/ml de catalasa; 1M de
trehalosa + 100pg/ml de catalasa + 10 % de Mep SO0

Las motivaciones para estudiar materiales vitreos son numerosas como ya se ha mencionado.
Estan en todas partes a nuestro alrededor y, por lo tanto, obviamente atraen el interés mas alla de
la investigacién académica. Al mismo tiempo, esta fenomenologia presente en una transicién vitrea
proporciona a los fisicos tedricos profundas cuestiones fundamentales, ya que las herramientas de
la mecédnica estadistica a veces no son suficientes para explicar adecuadamente el estado vitreo.
Ademas, implica la intervencién de muchos campos de estudio como la quimica, bioquimica,
ciencia de alimentos etc. que conjuntamente hacen de este un amplio y extraordinario escenario
de investigacion. Finalmente, se tiene la fortuna de estar constantemente renovado por nuevos
desarrollos experimentales, para producir nuevos tipos de materiales amorfos, o para obtener

informacién microscépica sobre la estructura y la dinamica del vidrio.
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