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Caṕıtulo 1. Las transiciones de fase termodinámicas . . . . . . . . 5

1.1. Transiciones de fase en sistemas de una componente. . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.2. Transiciones de fases en sistemas de dos componentes . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
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6.1. La relevancia de los azúcares en los procesos de criopreservación por vitrificación 67
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Resumen

La transición v́ıtrea es la ruta que siguen tanto ĺıquidos sobreenfriados como soluciones
acuosas sobresaturadas al sufrir enfriamientos con altas tasas de rapidez. La descripción
de esta transición cinética se realiza a través del análisis de los procesos de relajamiento
resultantes de la ralentización en la dinámica de las moléculas en su interior. El más
conocido es aquél que resulta al enfriar un ĺıquido por debajo de su temperatura de fusión
de manera no cuasiestática, es decir con cierta velocidad de enfriamiento. El ĺıquido se
sobreenfŕıa manteniendo sus grados de libertad configuracionales y al alcanzar la llamada
temperatura de transición v́ıtrea, que depende fuertemente de la tasa de enfriamiento, se
convierte en un vidrio. La transición v́ıtrea es una transición cinética, no una transición de
fase termodinámica ya que se realiza a través de un proceso fuera de equilibrio.

De acuerdo con los enunciados de la termodinámica irreversible, un sistema fuera de
equilibrio debe relajar hacia estados de equilibrio mediante un proceso dependiente del
tiempo. En el caso del estudio de los ĺıquidos sobreenfriados, éste se realiza a través del
comportamiento térmico de su viscosidad al bajar la temperatura. Ésta alcanza valores del
orden de 1013 Poise al bajar la temperatura en una vecindad de Tg. El segundo caso se
refiere al caso de la sobresaturación de mezclas acuosas con solutos polihidróxidos.

El estudio de los ĺıquidos sobreenfriados puede considerarse aún como un problema
abierto en la f́ısica. Su descripción termodinámica, se ha basado en el comportamiento de
coeficientes de transporte tales como la viscosidad y el coeficiente de difusión de un trazador.

Desde los inicios del siglo XX, surgieron varios estudios acerca de la preservación de
material biológico, células y tejidos, a muy bajas temperaturas. Se dieron cuenta que al
agregar ciertos solutos en el agua y bajar su temperatura, era posible inhibir la formación
de hielo. Este comportamiento se reportaba también dentro de la ciencia de alimentos al
comenzar la industria de congelación de alimentos.

La descripción termodinámica de estas mezclas no corresponde a la de una mezcla eutécti-
ca y exist́ıan problemas experimentales para medir la solubilidad. La viscosidad de estas
soluciones acuosas, al bajar la temperatura y aumentar la concentración, se volv́ıan sobresa-
turadas, adquiŕıan viscosidades muy altas, al igual que los sobreenfriados hasta llegar a una
temperatura, ahora dependiendo de la cantidad de soluto, a partir de la cuál se formaba un
vidrio. Esta ruta hacia la transición v́ıtrea comenzó a estudiarse por sus amplias aplicaciones.

Por otra parte la descripción del comportamiento de las mezclas sobresaturadas hacia
el proceso de la vitrificación es más complicado al tener una variable adicional. Como
punto de partida, se ha tratado de describir el comportamiento de la viscosidad con la
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temperatura, a una concentración dada, utilizando una fenomenoloǵıa semejante a la del
ĺıquido sobreenfriado.

En este trabajo se presenta un estudio acerca del comportamiento universal de la visco-
sidad de varias soluciones acuosas sobresaturadas y un análisis detallado de la descripción
del diagrama de fases de las mismas que incluye regiones fuera de equilibrio [1]. Se hace una
descripción detallada de la utilidad de los azúcares en la criopreservación de celular y de
tejidos aśı como en las industrias farmacéutica y de alimentos.



Objetivos

Objetivo General

Analizar el alcance de la teoŕıa que describe a los procesos de relajación en los ĺıquidos
sobreenfriados simples para el estudio de mezclas sobresaturadas de agua y azúcares a través
del comportamiento de la viscosidad en dicho sistema.

Objetivos particulares

Describir la termodinámica de los diagramas de fases suplementarios (SPD).

Probar que la viscosidad de las soluciones de agua y azúcar en el estado sobresaturadas
satisface teoŕıas desarrolladas para los ĺıquidos sobreenfriados simples frágiles.

Establecer la universalidad para la viscosidad en dichas soluciones a distintas concentra-
ciones y para distintas azúcares.

Mostrar evidencias de aplicabilidad de nuestra teoŕıa y resultados en distintos sistemas
biológicos.
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Introducci�on

La transición v́ıtrea es la ruta que siguen tanto ĺıquidos sobreenfriados como para
soluciones acuosas sobresaturadas al sufrir enfriamientos con altas tasas de rapidez. La
descripción de esta transición cinética se realiza a través del análisis de los procesos de
relajamiento resultantes de la ralentización en la dinámica de las moléculas en su interior.
La descripción de ambos fenómenos ya no es posible dentro del marco teórico de las
descripciones diagramáticas de las transiciones de fases termodinámicas.

Podemos encontrar un fenómeno especial en el caso de las soluciones de agua y com-
puestos polihidroxilados, como alcoholes y azúcares. Estos solutos, en soluciones acuosas,
presentan una resistencia a cristalizarse a medida que se reduce la temperatura. Estas mezclas
no presentan una separación de fase eutéctica y en su lugar forman soluciones sobresaturadas.

La naturaleza ha proporcionado información para encontrar soluciones que resuelvan el
problema de preservar células o tejidos durante peŕıodos prolongados en un entorno desfavo-
rable. El almacenamiento hipo térmico, la vitrificación y la liofilización son distintos métodos
de preservación que se han desarrollado con el fin de extender la vida celular más allá de las
temperaturas ambientales. Excluyendo el almacenamiento hipo térmico, cuya temperatura
de almacenamiento ronda los 4°C, los otros métodos tienen el inconveniente de la inclusión
de hielo dado las temperaturas por bajo cero utilizadas. La formación de hielo intracelular y
extracelular en los organismos vivos puede ser mortal. Las estrategias desarrolladas natural y
artificialmente para minimizar la cantidad de hielo formado esencialmente se realiza por dos
v́ıas, por un lado mediante la eliminación del agua y por el otro mantener el agua ĺıquida con
la ayuda de ciertas sustancias que inhiben la formación y cantidad de hielo. Dado que el agua
está presente tanto dentro como fuera de las células y constituye casi el 70% de la masa, las
dos estrategias mencionadas tienen consecuencias ya que se trata de la modificación del am-
biente celular causando tensiones osmóticas, tensiones mecánicas y cambios conformacionales.

La criopreservación de sistemas biológicos fue estudiada por primera vez por Basile Luyet
en la década de 1930, considerando este proceso como una forma de animación suspendida.
El uso de mezclas de agua con diferentes tipos de alcoholes, como glicerol, y varios azúcares,
principalmente sacarosa y trehalosa, demostró proteger la estructura de células y tejidos al
enfriarlos. Estos solutos, en soluciones concentradas forman una matriz amorfa que exhibe
una transición v́ıtrea a una temperatura dependiente de la concentración por lo que los
azúcares particularmente desempeñan un papel muy importante como estabilizadores debido
a su renuencia a la cristalización.

Desde principios de la década de 1920, la fenomenoloǵıa asociada a la transición v́ıtrea,
han sido objeto de estudio. La descripción calorimétrica como por ejemplo de los caramelos,

1



que son una mezcla acuosa azucarada sobresaturada, muestra las diferentes temperaturas
de transición v́ıtrea y su dependencia con la concentración. Se observó como estas mezclas
presentan viscosidades crecientes que les permit́ıa inhibir la separación de fase eutéctica
permitiendo en su lugar una transición v́ıtrea.

La presente tesis está dividida en siete caṕıtulos, los tres primeros contienen los
antecedentes, el cuarto y quinto corresponden a los resultados, el sexto la justificación del
trabajo y el último corresponde a las conclusiones y perspectivas. A continuación se describe
brevemente el contenido de cada caṕıtulo :

Caṕıtulo 1: se presenta un resumen de la termodinámica de equilibrio referente a las
transiciones de fases de sistemas de una y dos componentes, en particular, para una
mezcla eutéctica.

Caṕıtulo 2: se abordan las transiciones cinéticas en sistemas simples y binarios.

Caṕıtulo 3: se describe una mezcla binaria acuosa con solutos polihidroxilados como
los azúcares y el diagrama de fases suplementario SPD.

Caṕıtulo 4: se construye el SPD para las mezclas acuosas de azúcares a partir de datos
experimentales reportados en diversos art́ıculos de investigación. A partir de estos datos
se propone una ecuación para la temperatura de transición v́ıtrea en función de la
concentración. Además, se discute el problema que representan las regiones fuera de
equilibrio y la dificultad para determinar la curva de solubilidad en el SPD y se presenta
una posible procedimiento para encontrar el lugar geométrico de dicha curva.

Caṕıtulo 5: se describe el comportamiento de la viscosidad de las mezclas acuosas
de sacarosa, trehalosa, lactosa y fructosa. Se encuentra una universalidad para este
coeficiente de transporte en la región sobresaturada.

Caṕıtulo 6: se presentan dos de las principales aplicaciones biológicas de nuestro trabajo:
la criopreservación de células y tejidos y la preservación de las part́ıculas nanoliṕıdicas
utilizadas en la industria farmacéutica para preservar las vacunas de ARN mensajero.

Caṕıtulo 7: se presentan las conclusiones y perspectivas.

Adicionalmente se incluye un apéndice, donde se expone brevemente los fundamentos
teóricos necesarios para el desarrollo de este trabajo de tesis.



Parte I

Antecedentes
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Caṕıtulo 1

Las transiciones de fase termodin�amicas

La materia puede presentarse, en general, en tres estados de agregación: sólido, ĺıquido y
gas. De estos, tenemos el caso particular en el que éstas corresponden a fases termodinámicas
de equilibrio. Una sustancia pura puede transitar, cuasiestáticamente, a las tres fases. Para
comprender este comportamiento podemos estudiar las tres correspondientes proyecciones
en los diagramas pV , pT , y V T .

A la presión atmosférica de 1 atm el agua hervirá 100 ºC y se convertirá en hielo a
0ºC, estos cambios de fase se consiguen habitualmente. Sin embargo, para otras sustancias,
transitar de una fase a otra puede ser dif́ıcil debido a las condiciones de presión y temperatura
necesarias para lograrlo. La manipulación de estas variables permitirá transitar entre las
distintas fases y definirá el estado de equilibrio de nuestro sistema hecho que fue percibido
por J. Thompson quién en 1849 demostró que la temperatura de fusión del hielo disminuye
al incrementar la presión. Un año después, su hermano William Thompson (Lord Kelvin)
confirmó este resultado experimentalmente [2].

A partir de la experimentación desde comienzos del siglo XIX se observó que bajo
ciertas condiciones de temperatura y presión, algunas sustancias presentaban cambios en
sus propiedades termodinámicas y en sus funciones de respuesta. En 1861 Thomas Andrews
intentó licuar el ox́ıgeno, hidrógeno y nitrógeno sin éxito aparente, sin embargo en sus
resultados si observó lo que hoy conocemos como punto cŕıtico [3]. Su atención se centraba
en el dióxido de carbono, por lo que tras años de trabajo y mejoras en sus dispositivos expe-
rimentales fue hasta 1869 que logra licuar esta sustancia y confirmar la existencia del punto
cŕıtico [4], es cuando presenta por primera vez gráficamente las isotermas en un diagrama P-V.

Los diagramas de fase en sus distintas representaciones son utilizados para describir
la fenomenoloǵıa de las transiciones de fase de una o más componentes qúımicas, aśı las
variables termodinámicas que se pueden controlar en nuestro sistema termodinámico son la
presión, la temperatura y en el caso de sistemas multicomponente, la composición qúımica.
En este último caso, los diagramas de fase de sistemas de dos componentes son muy diversos,
y en algunos casos muy complicados de representar, incluso para construir el diagrama
eutéctico simple es dif́ıcil obtener las curvas de coexistencia para todas temperaturas y
concertaciones [5].

1.1. Transiciones de fase en sistemas de una componente

Una transición de fase, ocurre en un sistema debido a las condiciones de temperatura,
presión y composición impuestas. Cualquier proceso espontáneo que tenga lugar a tempe-
ratura y presión constantes conduce a una disminución del potencial qúımico del sistema
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Caṕıtulo 1 - Antecedentes

y alcanza su valor mı́nimo cuando el sistema está en equilibrio. En otras palabras, a una
temperatura y presión dadas, una sustancia pura es más estable en una fase en la que tiene
el mı́nimo potencial qúımico, o en sistemas compuestos, la mı́nima enerǵıa libre de Gibbs.
Si se toma T o P constantes en un proceso termodinámico, el potencial qúımico se expresa
como función de la variable restante. En la figura 1.1 se muestran los cambios de fase
gas-ĺıquido a la presión P1, ĺıquido-sólido a la presión P2 con T constante por un lado, y por
otro los cambios de fase sólido-ĺıquido a la temperatura T1 y ĺıquido-gas a la temperatura T2
con P constante.

Figura 1.1: El potencial qúımico como función de la presión y/o la temperatura en un proceso
termodinámico y los cambios de fase correspondientes [6].

En el caso de una sustancia pura donde la composición no es variable, cualquiera de los
diagramas termodinámicos P ´ V , T ´ V ó P ´ T , nos ayudan a describir gráficamente
una transición de fase termodinámica. Estos diagramas representan una proyección de la
superficie P ´ V ´ T [7]. En el diagrama P ´ V de la figura 1.2 se dibuja una isoterma T1
por debajo de la temperatura cŕıtica Tc en donde se observa la transición de fase gas-ĺıquido.
En el caso de una isobara en el diagrama V ´ T se observa la discontinuidad en el volumen
durante la transición gas-ĺıquido y ĺıquido-sólido. En el caṕıtulo siguiente se retomará el
diagrama V ´T para contrastarlo con la fenomenoloǵıa de la transición v́ıtrea y la transición
ĺıquido-sólido.

El diagrama P ´T se le denomina diagrama de fases para una sustancia pura dado que el
potencial qúımico depende de las variables intensivas T y P , µ “ µpT, P q. En la figura 1.3a
se muestra el diagrama de fases del dióxido de carbono que es una sustancia que se contrae
al enfriarse como se observa en la pendiente de la coexistencia sólido-ĺıquido, caso contrario
para el agua en la cual la curva de coexistencia solido-ĺıquido tiene una pendiente negativa
lo que a su vez permite que el hielo flote y sus ya conocidas implicaciones criobiológicas.

Cualquier punto de la curva que se muestra en la figura 1.3b representa la coexistencia
de las fases α y β, donde se cumple la condición de equilibrio µα “ µβ. Aśı, cuando los
potenciales qúımicos son iguales a la misma T y P , dado que dµ “ ´SdT `V dP en la curva
de coexistencia de las fases α y β se tiene que, dµα “ dµβ aśı,

´SαdT ` V αdP “ ´SβdT ` V βdP (1.1)
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Figura 1.2: Diagramas P ´ V (izquierda) y V ´ T (derecha) que muestran el proceso de
licuefacción y condensación de un gas en los respectivos procesos isotérmico e isobárico [8].

donde dT y dP son los cambios infinitesimales en la temperatura y la presión. Aśı, de la
relación 1.1,

pV α
´ V β

qdP “ pSβ
´ Sα

qdT (1.2)

dP

dT
“

pSβ ´ Sαq

pV α ´ V βq
“

∆S

∆V
(1.3)

donde ∆S y ∆V son los cambios de entroṕıa y volumen respectivamente en la transición de
fase β Ñ α, a esta expresión se le conoce como la ecuación de Clapeyron. Esta ecuación se
puede expresar en términos de la entalṕıa dado que ∆µ “ ∆H ´ T∆S “ 0 para un cambio
de fase de primer orden, para un proceso isotérmico reversible por tanto ∆S “ ∆H{T , de
donde se obtiene la conocida ecuación de Clausius-Clapeyron,

dP

dT
“

∆H

T∆V
(1.4)

Esta expresión describe las condiciones de presión y temperatura de la coexistencia de las
fases ĺıquido-gas, gas-sólido, ĺıquido-sólido [6].

El equilibrio de fases entre un gas y un ĺıquido o un sólido, el volumen del gas es mucho
mayor que el de cualquiera de las dos fases condensadas a temperaturas menores que la
cŕıtica, por lo que para resolver la ecuación de 1.4 se considera que Vgas ´ Vl,s « Vgas además
si se considera que es un gas ideal, se puede obtener expĺıcitamente la ecuación de la curva
de coexistencia. La ecuación 1.4 también se puede resolver para los casos reales en los que
se considera la no idealidad del gas [9]. En el caso de la curva de equilibrio sólido-ĺıquido se
puede hacer una aproximación, dado que el cambio de volumen, entalṕıa y entroṕıa asociado
es muy pequeño comparado con el intervalo de presiones empleado, por tanto el cociente
entre estas cantidades se puede aproximar como constante y sólo se tendrá como resultado
un cambio en la temperatura.

Aśı como el agua la podemos encontrar en la naturaleza ya sea en su fase vapor, ĺıquida
o como hielo en una de sus fases cristalinas, dadas las condiciones de presión y temperatura,
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(a) Diagrama de fases P ´T del CO2. Se incluye
el punto triple PT y el punto cŕıtico PC.

(b) Diagrama de fases P ´ T de una sustancia.
La curva representa la coexistencia de las fases α
y β.

Figura 1.3: Diagrama de fases P ´ T de una sustancia pura.

todas estas fases son estados de equilibrio de un sistema macroscópico, que tienen la carac-
teŕıstica de ser homogéneas en sus propiedades f́ısicas y en su composición qúımica. En un
sistema termodinámico compuesto de un número k de especies qúımicas que lo conforman,
se puede determinar el número de fases en equilibrio p que pueden existir en el sistema a
partir de la llamada regla de fases de Gibbs [10],

p ` f “ k ` 2 (1.5)

donde f son los grados de libertad del sistema, el numero de variables intensivas independien-
tes del sistema. Cuando un sistema se encuentra en un estado de equilibrio termodinámico,
la fase también se encuentra en equilibrio. En el caso de sistemas con una sola componente,
k “ 1, entonces de acuerdo a la regla de fases, p ` f “ 2, aśı p “ 3 ´ f ; por tanto, si
tenemos dos grados de libertad para un sistema simple podremos tener una sola fase para
distintas T y P ; si quitamos un grado de libertad tendremos coexistencia de dos fases para
distintas presiones P dada una temperatura, al igual que tendremos coexistencia de dos fases
a distintas temperaturas T a una presión dada. Por último, si quitamos dos grados de li-
bertad tendremos coexistencia de un máximo de tres fases a una cierta temperatura y presión.

En el caso de sistemas binarios, el número de variables intensivas se incrementa, por
tanto, si k “ 2, el número de fases en coexistencia está determinado por p “ 4 ´ f . Dado
el numero de variables independientes o grados de libertad, para estudiar estos sistemas se
suele trabajar en los diagramas T ´ x a presión constante o en algunos casos en el diagrama
P ´ x con T constante, donde x es la fracción molar de una de las componentes y x ´ 1
la fracción molar del compuesto restante [11]. En la siguiente sección se tratará con este
tipo de sistemas binarios, en particular las soluciones ĺıquido-sólido eutécticas y no eutécticas.
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1.2. Transiciones de fases en sistemas de dos componentes

Para describir a las mezclas, es importante determinar la cantidad de las sustancias
presentes, ya que todas las propiedades termodinámicas que se deriven dependerá del
numero de moles de cada especie qúımica en el sistema. Aśı, la composición de cada una
de las especies qúımicas presentes, puede estar dada por la fracción molar, la concentración
molar, la molaridad, la molalidad o en porcentaje en masa [12]. El porcentaje en masa de
una especie qúımica i en la mezcla se expresa como pwi{wtotq ˆ 100%, donde wi es la masa
del componente i y wtot es la masa total. En este trabajo la composición en las soluciones se
expresan como porcentaje en masa pues.

En el marco teórico de la termodinámica la descripción de un sistema multicomponente
se estudia mediante el potencial qúımico, mediante el cálculo de las diferencias entre
los potenciales qúımicos de las sustancias puras y en la mezcla; para lo cuál, se elige
un estado estándar especificando valores de temperatura y presión, con respecto al cual
se calcula la diferencia ante un cambio de estado. A partir de este potencial es posible
determinar las demás variables termodinámicas ya que las ecuaciones de estado no son in-
dependientes [13]. En el apéndice A.1 se presenta un breve resumen de la teoŕıa de soluciones.

Suponga que un sistema de dos fases α y β en cierto momento se encuentra fuera de
equilibrio, a una cierta temperatura y presión, de la expresión A.23 (ver apéndice A.1), para
una sustancia i se tiene que µα

i dn
α
i ` µβ

i dn
β
i ă 0 si se supone que para alcanzar el equilibrio

dni moles de la sustancia i fluyen de la fase α a la fase β, pµβ
i ´µα

i qdni ă 0 dado que dni ą 0,
entonces pµβ

i ´ µα
i q ă 0, por tanto µβ

i ă µα
i , hay un desbalance en el potencial qúımico,

por tanto la sustancia fluirá de la fase α (con mayor potencial qúımico) a la fase β hasta
que se cumpla con la condición de equilibrio qúımicoA.22, µα

i dn
α
i ` µβ

i dn
β
i “ 0 pero dado

que dnα
i “ ´dni y dn

β
i “ dni, la condición de equilibrio qúımico será cuando µα

i “ µβ
i . La

materia fluye de manera espontánea de la fase con un potencial qúımico mayor a uno menor
para lograr el equilibrio qúımico. El potencial qúımico menor tendrá que incrementarse
debido únicamente al flujo de materia de aquella fase con potencial qúımico mayor dado
que T y P se encuentran fijas, por tanto el estado de equilibrio se alcanzará debido a los
procesos de difusión impulsados por la diferencia de potencial [14]. En cuanto más de aleje
el sistema de su equilibrio estable, esto provoca procesos internos que tienden a restaurar a
dicho sistema a su estado de equilibrio [15].

La adición de un soluto al solvente a una cierta temperatura y presión disminuye el
potencial qúımico del solvente en la solución, y este cambio en el potencial qúımico del
solvente tiene como consecuencia un cambio en la presión de vapor, la temperatura de
ebullición, la congelación aśı como la presión osmótica, las conocidas propiedades colliga-
tivas [11, 15–18]. Dado que el potencial qúımico es una medida de la tendencia de escape
de la sustancia i de la solución, la disminución de µi significa que la temperatura de fusión
de la solución (curva A de la figura 1.4) es menor que la de la sustancia pura i. Lo mismo
sucede en el caso de la llamada solubilidad i (curva B de la figura 1.4). El qúımico f́ısico

iLa solubilidad se define como la máxima cantidad de soluto que puede ser disuelta en un solvente, cuando
dadas una cierta presión, temperatura y concentración se cumplen las condiciones de equilibrio y estabilidad
termodinámicas.
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holandés J. H. van’t Hoff a finales de la década de 1880 describió el efecto del la variación de
la concentración del soluto en una solución diluida, como por ejemplo la presión de vapor,
el descenso del punto de congelación, la elevación del punto de ebullición y la presión osmótica.

De todas las variedades de mezclas acuosas binarias inertes se encuentran las soluciones
acuosas homogéneas cuyo punto de fusión es inferior al correspondiente a cada uno de sus
componentes formando una mezcla binaria eutéctica. Esta definición fue proporcionada por
Guthrie a través de la palabra griega “eutaxia” que significa “fácil fusión” [19].

Curva A
Curva B

Solución + i(s)
Solución + j(s)

Solución i+ j

i(s) + j(s)

0 1xi
xe

Te

T

Figura 1.4: Diagrama eutéctico simple. Las curvas A y B se encuentran en el punto eutéctico
pTe, xeq. Por debajo de estas curvas se tendrá coexistencia de dos fases la solución ĺıquida
i ` j y el soluto i o j dependiendo de la composición ya sea para composiciones menores o
mayores a xe. Por debajo de la Te para toda composición sólo se tendrá la mezcla sólida i`j.

En los sistemas binarios sólido-ĺıquido dentro de todas las combinaciones posibles, se
tendrá el caso donde tanto la fase ĺıquida como la sólida son misciblesii y el caso donde
sólo la fase ĺıquida es miscible y la sólida inmiscible. El conocido diagrama eutéctico simple
pertenece al segundo caso. Como se observa en la figura 1.4 donde dadas las sustancias i y
j son miscibles en la fase ĺıquida i ` j pero son inmiscibles en la fase sólida a cierta T y xi
a P constante. Por tanto, al enfriar una solución ĺıquida de i ` j se producirá ya sea i o j
puro que se precipita de la solución, y sólo a T, xi, P se precipitaran conjuntamente las fases
sólidas i y j [6]. Una solución de naftaleno y benceno es un ejemplo de este tipo de diagrama
eutéctico simple sin formación de compuestos en todo el intervalo de concentraciones [5].

En la figura 1.5 se presenta el diagrama de fases del agua y NaCl que cuenta con
un punto eutéctico a una concentración del 23.3% y a una temperatura de 252.05K, a
mayores concentraciones este diagrama muestra formación de compuestos y situaciones más
complejas que no abordaremos en este trabajo. Cuando se añaden cristales de NaCl al agua

iiLa miscibilidad es la propiedad de que dos sustancias al mezclarse en todas las proporciones, forman una
mezcla homogénea. En caso contrario, se dice que las sustancias son inmiscibles.
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Figura 1.5: Diagrama de fases eutéctico de la mezcla NaCl ´ H2O. Este diagrama de fases
muestra la composición y las temperaturas cercanas al punto eutéctico donde coexisten la
solución ĺıquida y la sólida [20]

y el sistema permanece a una cierta temperatura y presión el sistema buscará el equilibrio
qúımico entre las fases cumpliendo con los criterios de equilibrio y estabilidad; por tanto
los cristales de sal se disolverán en el agua pasando de un potencial qúımico mayor en su
estado sólido a uno menor en solución acuosa, de esta manera conforme los cristales de
sal se disuelven en el agua el potencial qúımico de la solución acuosa aumenta hasta que
alcanza el equilibrio qúımico cuando µsolida

NaCl “ µacuosa
NaCl . Cuando se cumpla esta condición, ya

no se disolverá más sal en el agua y la solución se encuentra saturada. Desde hace más de
un siglo, se han desarrollado modelos matemáticos y técnicas computacionales para predecir
la descripción de equilibrio termodinámico de los diagramas eutécticos. Uno de los más
estudiados es el de la mezcla acuosa de cloruro de sodio debido a sus múltiples aplicaciones,
en particular a sus aplicaciones geof́ısicas en diferentes cuerpos de agua tales como el agua
de mar.

La curva de solubilidad, definida mediante una sucesión de estados de equilibrio puede
describirse en función de la temperatura y presión, pero generalmente se suele considerar el
efecto de la presión como despreciable para la mayoŕıa de los casos de interés. Experimental-
mente esta curva puede determinarse por calorimetŕıa ya que el sistema absorbe o libera calor
llegado el estado de saturación, sea el caso en el que el soluto se precipita o se disuelva [21].
Teóricamente una de las expresiones más utilizadas para determinar la curva de solubilidad
es mediante un ajuste polinomial c “ A`BT`CT 2`¨ ¨ ¨ , donde A,B y C son los coeficientes
del polinomio cuadrático y donde la composición de la solución c es función de la temperatura
T . Además de esta, se han propuesto otras expresiones logaŕıtmicas semi emṕıricas basadas
en termodinámica de equilibrio de fases. En el caso de las soluciones ideales, la curva de
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solubilidad se puede predecir por la ecuación de van’t Hoff

lnpxq “
∆Hf

R

„

1

Tf
´

1

T

ȷ

(1.6)

donde x es la fracción molar del soluto en la solución, T es la temperatura, Tf y ∆Hf son
la temperatura de fusión y la entalṕıa de fusión del soluto respectivamente. Sin embargo,
la mayoŕıa de las soluciones no se comportan idealmente, por lo que esta expresión no es
válida.

Las soluciones no ideales, son aquellas que no se describen por las ecuaciones ideales
y que se demarcan por una notable desviación del comportamiento ideal debido a las
interacciones entre las moléculas. Los coeficientes de actividad se introducen para cuantificar
las desviaciones del comportamiento ideal. Existen métodos teóricos y experimentales para
determinar las actividades y los coeficientes de actividad en los sistemas no ideales lo que
permite determinar las demás propiedades termodinámicas de la solución aśı como describir
las transiciones de fase. Una manera de determinar los coeficientes de actividad es a partir
del equilibrio de fases, generalmente a partir de mediciones experimentales de la presión
de vapor de los componentes en la solución. La condición para el equilibrio de fases entre
una solución y su vapor es cuando para cada especie i, el potencial qúımico en la solución
debe ser igual al potencial qúımico i en la fase de vapor, es decir cuando µsol

i “ µvap
i . Se

asume que el vapor está en equilibrio con la solución y se comporta como una mezcla de
gases ideales. En el caso de las solución de un sólido en un ĺıquido, la presión parcial de
vapor del soluto sobre la solución es dif́ıcil de medir debido a que es muy pequeña, por
lo que no es útil para determinar el coeficiente de actividad y se determina de forma in-
directa mediante la relación termodinámica de Gibbs-Duhem y la presión parcial del solvente.

En la tabla 1.1 se muestran algunos coeficientes de actividad para soluciones acuosas
de sacarosa a una temperatura de 25ºC que son calculados indirectamente. Debido al gran
tamaño de las moléculas de sacarosa comparadas con las de agua, a pesar de que podŕıa
considerarse bastante diluida la solución con una concentración de solo 0.1 de C12H22O11,
hay una cercańıa entre las moléculas del soluto, por lo que la desviación de la idealidad donde
γ “ 1 es considerable. A partir de los valores mostrados en la tabla γH2O ă 1 y γC12H22O11 ą 1,
se infiere que las interacciones entre agua y sacarosa son más favorables que sacarosa-sacarosa
a la temperatura y concentraciones dadas.

x (H2O) 0.999 0.995 0.980 0.960 0.930 0.900
γ (H2O) 1.000 0.999 0.999 0.990 0.968 0.939

γ (C12H22O11) 1.009 1.047 1.231 1.580 2.310 3.230

Cuadro 1.1: Coeficientes de actividad para soluciones acuosas de sacarosa a una temperatura
de 25C. [22]

Otros métodos utilizados para determinar los coeficientes de actividad son otras pro-
piedades de equilibrio como los puntos de congelación. En muchos casos este coeficiente
puede ser aproximado por ajustes polinomiales de los datos experimentales y también
mediante modelos f́ısico estad́ısticos. A partir de analizar los coeficientes de los polinomios
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para distintas soluciones binarias. En 1920, J. Hildebrand propuso expresiones emṕıricas
dependiente de la temperatura [23].

Se han desarrollado otros modelos de correlación entre las propiedades termodinámicas
considerando a una molécula como un agregado de grupos funcionalesiii, y en particular se
han utilizado para determinar los coeficientes de actividad de las mezclas no ideales para
las cuales los datos experimentales son escasos o inexistentes, estos métodos llamados de
’contribución de grupos’ se introdujeron a inicios de los 60’s [24, 25]. Cualquier método de
contribución de grupos, se basa en que de los tantos compuestos qúımicos de interés, el
número de grupos funcionales que constituyen estos compuestos es mucho menor. Por lo que,
si se asume que las propiedades de los sistemas es la suma de las contribuciones realizadas
por los grupos funcionales de la molécula, es posible estimar algunas propiedades del sistema
a partir de un número reducido de parámetros (funcionales), que si se considera todas las
contribuciones de grupos individuales. Cualquier método de contribución de grupos es una
aproximación.

Durante la segunda década del siglo XX, Pitzer y varios colaboradores [26–32] desarro-
llaron varios estudios para cada una de las regiones del diagrama a partir de desarrollos en
términos de coeficientes del virial para la ecuación de estado de la mezcla a través de la
cuál calcularon diferentes funciones termodinámicas y compararon sus resultados con datos
experimentales.

iiiLos grupos funcionales son agrupaciones espećıficas de átomos dentro de las moléculas. Algunos ejemplos
de grupos funcionales son los alcoholes, alquenos, alquinos, aminas, ácidos carbox́ılicos, aldeh́ıdos, cetonas,
ésteres y éteres, entre otros.
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Transiciones cin�eticas: la transici�on v��trea en

l��quidos simples sobreenfriados

Uno de los retos más importantes dentro del estudio de la materia condensada blanda se
refiere a la fundamentación f́ısica del fenómeno de la transición v́ıtrea. Desde hace más de
un siglo se ha tratado de establecer la descripción de esta transición cinética a través de los
procesos de relajamiento que se llevan a cabo dentro de un ĺıquido sobre enfriado en su ruta
hacia la formación de un vidrio. Cabe resaltar que, a diferencia de las transiciones de fase
termodinámicas que sufre un ĺıquido a través de una sucesión de estados de equilibrio, una
transición cinética es aquella para la cual los cambios temporales de las variables medibles
son comparables con los tiempos de relajación del sistema, en este caso en el ĺıquido sobre
enfriado.

El siglo XVII fue reconocido como el comienzo del desarrollo moderno de la cristalograf́ıa.
Se descubrieron cristales con diferentes formas de diferentes sustancias como sales y azúcares,
incluido el descubrimiento de la caracteŕıstica forma hexagonal de los copos de hielo [33].
Son muchas las variables asociadas al proceso de nucleación y crecimiento de los cristales a
partir del ĺıquido, como la preparación y el tamaño de la muestra aśı como la velocidad de
enfriamiento entre otras [12]. El grado o la capacidad de cristalización de una sustancia está
asociada con el grado de sobreenfriamiento, esto es, cuanto más se logre mantener la fase
ĺıquida de una sustancia por debajo de su temperatura de fusión significa que su grado de
sobreenfriamiento es más grande y por tanto tanto su grado de cristalización es bajo. El caso
contrario, un grado de cristalización alto, significa que el ĺıquido no permanecerá por mucho
tiempo sobreenfriado, promoviendo la cristalización rápidamente como sucede para el agua.

Las mediciones de las presiones de vapor del agua y el comportamiento de la densidad
y el coeficiente de expansión térmico a bajas temperaturas incluidas aquellas por debajo
de su temperatura de cristalización a principios del siglo XIX ampliaron los estudios de
los ĺıquidos sobreenfriados incluyendo el el agua [34]. Fue a finales del siglo XIX cuando
G. Tammann escribió sobre la posibilidad de evitar la cristalización de distintas sustancias
mediante un proceso de enfriamiento rápido [35], obteniendo en su lugar un vidrio. En casos
extremos, este enfriamiento debe ser tan grande del orden de 106 K/s (caso del agua) [36].
Se ha estimado en simulaciones computacionales que ĺıquidos como el argón necesitaŕıan un
enfriamiento de 1012 K/s [37]

Los primeros estudios realizados sobre esta dependencia fue realizado por G. Tammann,
quien investigo hasta 140 sustancias diferentes [35]. También formuló los criterios a tomar en
cuenta en los que el enfriamiento de un fluido conduce a un vidrio o a un cristal. Tammann,
también realizó estudios sobre las caracteŕısticas del proceso de cristalización como lo
son la nucleación y el crecimiento de los cristales del ĺıquido enfriando. De acuerdo a sus
conclusiones estos procesos están determinados por la viscosidad del fluido.

15
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Para el estudio de este caṕıtulo, se definen distintos conceptos como el ĺıquido sobre-
enfriado y el vidrio, aśı como su caracterización por medio de la viscosidad con el fin de
exponer la transición v́ıtrea que toma lugar en el proceso de enfriamiento. Se explica su
carácter cinético a diferencia de las transiciones de fase termodinámicas expuestas en el
caṕıtulo anterior.

2.1. El ĺıquido sobreenfriado y la transición v́ıtrea

Cuando un ĺıquido se enfŕıa por debajo de su temperatura de fusión Tm, en el caso de una
sustancia pura si este proceso se realiza de forma cuasiestática, de la fase ĺıquida se formará
un sólido cristalino pasando aśı por una transición de fase termodinámica liquida Ð sólida
descrita en la sección 1. Sin embargo, cuando el proceso de enfriamiento es lo suficientemente
’rápido’, no cuasiestático es posible inhibir el proceso de cristalización en Tm y mantener la
fase ĺıquida por debajo de esta temperatura. Los ĺıquidos que pueden enfriarse por debajo de
su temperatura de fusión se les conoce como ĺıquidos sobreenfriados ya que se encuentra en
un estado fuera de equilibrio termodinámico.

Figura 2.1: Diagrama V ´ T que muestra el cambio de volumen durante el enfriamiento de
un ĺıquido.

Si la temperatura del ĺıquido sobreenfriado continúa disminuyendo, la viscosidad de
este ĺıquido sobreenfriado aumentará de tal forma que a una cierta temperatura Tg, este
coeficiente alcanzará un valor de „ 1013 Poise, donde dicho ĺıquido queda atrapado en una
configuración determinada, es decir, forma un vidrio. A esta temperatura donde sucede esta
’transición cinética’ se le conoce como la temperatura de transición v́ıtrea Tg la temperatura
de transición v́ıtrea Tg no es única ya que depende de la razón de enfriamiento [38, 39], sin
embargo, este intervalo de temperaturas está muy bien caracterizado y definido [40]. En
la figura 2.1 se describe gráficamente el comportamiento del volumen como función de la
temperatura para los dos procesos de enfriamiento mencionados.
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2.1.1. La temperatura de transición v́ıtrea

Una de las técnicas experimentales más utilizadas para determinar Tg es mediante
calorimetŕıa diferencial de barrido o DSC como se observa en la figura 1.1, usualmente
la razón de enfriamiento experimental es dentro de un intervalo de 1 ´ 10 K/s. A pesar
de que teóricamente cualquier sustancia puede vitrificarse, tanto sustancias puras como
mezclas [41], un buen ĺıquido formador de vidrio es aquel que se sobreenfŕıa fácilmente
dentro de este intervalo de velocidades de enfriamiento [42]. Los poĺımeros, azúcares
y en general los llamados polihidroxicompuestos son buenos formadores de vidrio que
se relaciona con su estructura molecular compleja. La tendencia de una sustancia a
cristalizar está relacionada con una alta simetŕıa molecular y grandes momentos dipola-
res [43]. Los azúcares son buenos formadores de vidrio porque tienen caracteŕısticas opuestas.

A lo largo de los años, se han estudiado experimentalmente diferentes tipos de vidrios.
Dependiendo del área de interés, se ha investigado materiales metálicos, principalmente
silicatos de sosa y óxidos de boro, aśı como orgánicos, incuyendo diferentes tipos de
carbohidratos y poĺımeros [44–46]. Muchos de estos materiales se han empleado en distintas
industrias como la farmacéutica en el desarrollo de medicamentos como por ejemplo la
aspirina [47] y el llamado bioglass [48] .

En 1912 gracias a las tecnoloǵıas de enfriamiento el intervalo de temperatura del agua
sobreenfriada disminuyó de los 273K hasta los 260K, es decir, hasta 13 grados por debajo del
congelamiento [49] sin embargo el estudio de las propiedades del agua sobreenfriada son muy
dif́ıciles dado que el agua cristaliza fácilmente ante una fluctuación muy pequeña [50]. Para
vitrificar el agua se requieren velocidades de enfriamiento extremadamente grandes [36], lo
que se conoce en inglés como ’hyperquench’, y aún aśı sólo seŕıa posible obtener agua v́ıtrea
en porciones muy pequeñas, gotas micrométricas de agua dado su gran momento dipolar y
su alta simetŕıa molecular haciendo casi imposible la cristalización [51], en años recientes este
procedimiento ha tenido mejoras considerables. Actualmente existen varios procedimientos
para la obtención de agua v́ıtrea en laboratorios [52]. Sin embargo, la discusión en torno a
la temperatura de transición v́ıtrea del agua sigue abierta debido a las dificultades de su
medición.

Posiblemente, la primera observación de agua sobreenfriada fue realizada en 1724 por
D. Fahrenheit [53]. Quién en sus muy extendidas bitácoras de trabajo, reportó después de
dudar un poco sobre los resultados, lo que parećıa a simple vista un tono opaco en sus
muestras, lo que significaŕıa la nula formación de hielo en las condiciones que él ya hab́ıa
reconocido debeŕıa hacerlo, pero no se aventuró como él lo describe, a sacar una conclusión
sobre sus observaciones. La primera vez que se obtuvo agua v́ıtrea en el laboratorio fue
mediante la deposición de vapor; método propuesto en 1933 E. W. Wasburn y obtenido
experimentalmente dos años después por Burton y Oliver [54,55]. En este trabajo observaron
la existencia de un temperatura por debajo de la cual el agua permanece v́ıtrea, el valor
estimado fue de 163K. En 1987, casi cincuenta años después de este hecho, el valor reportado
por calorimetŕıa fue de 136K [56]. En 2001 V. Velikov et al reportaron una temperatura de
165 K [57]. En un trabajo de investigación muy reciente de P. Lucas et al después de un
análisis exhaustivo sugiere que Tg del agua debe ser superior al valor generalmente tomada
de 136K [58].
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Otra manera de obtener agua v́ıtrea es de forma indirecta, esto es utilizando una solución
vitrificadora y estimar mediante algún ajuste el valor de la transición v́ıtrea del agua, este
procedimiento lo implementó A. Angell en 1995 [42] con la ayuda de una mezcla acuosa de
nitrato de calcio usando la ecuación de E. Jenckel y H. Heusch (JH) propuesta en 1953 [59].
En los caṕıtulos subsiguientes se explora la temperatura de transición v́ıtrea de las mezclas
y la dependencia con la concentración.

2.1.2. La viscosidad en un ĺıquido sobreenfriado simple

El proceso de vitrificación un ĺıquido se caracteriza por una disminución simultánea
de la entroṕıa, la capacidad caloŕıfica y por el gran aumento de la viscosidad conforme se
aproxima a Tg. El análisis de los procesos de relajación La descripción f́ısica de los procesos de
relajación, introducidos por Glasstone, Laidler y Eyring [60] como rate processes”(procesos
de tasa de cambio), incluyen a la electroqúımica, la descripción temporal de las reacciones
qúımicas y a los fluidos viscosos centrados dentro de la termodinámica fiera de equilibrio.
Una de las propiedades más importantes utilizadas para describir la fenomenoloǵıa hacia
la transición v́ıtrea es el comportamiento de la viscosidad de un ĺıquidos sobreenfriado a
acercarse a la región de la transición v́ıtrea [61–63].

Un tiempo de relajación es aquella escala de tiempo caracteŕıstica, en la que un sistema
se relaja o regresa desde un estado perturbado hasta llegar a un estado de equilibrio. Este
tiempo de restauración, representa el tiempo que tardan ciertas propiedades o procesos
dentro del sistema en alcanzar un estado estable o regresar a su estado de equilibrio del
cual fueron apartados. Por tanto la relajación depende de la temperatura, presión y las
caracteŕısticas propias del sistema.

La relajación de un parámetro f́ısico σ, puede describirse como

σptq “ σ8 ` σ0ϕptq (2.1)

donde σ8 y σ0 son constantes y ϕptq es la función de relajación normalizada [64]. Una función
de relajación ϕptq es aquella que describe el comportamiento de un sistema cuando vuelve
al equilibrio después de haber sido perturbado o sometido a un est́ımulo externo [65]. En
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muchos casos, la función de relajación puede seguir un comportamiento Arrheniusiv [68],

σptq “ Aexp

ˆ

´
t

T

˙

(2.3)

donde A es una constante y T es el tiempo de relajación. Este parámetro determina la razón
de decaimiento o incremento de la función de relajación,

dσ

dt
“ ´

1

T
pσptq ´ σ8q (2.4)

Existen diferentes pruebas dieléctricas o calorimétricas, para estudiar el comportamiento
dinámico experimental de diferentes tipos de ĺıquidos. Dentro de las muchas técnicas experi-
mentales para medir el tiempo de relajación en los ĺıquidos sobreenfriados las más comunes
son: el Análisis Mecánico Dinámico (DMA) mediante una deformación oscilatoria, la espec-
troscopia dieléctrica que mide la respuesta eléctrica de un material a un campo eléctrico
aplicado a diferentes frecuencias, la Resonancia magnética nuclear (NMR) mediante el com-
portamiento de los espines nucleares, la espectroscopia de fluorescencia mediante el monitoreo
de la disminución de la intensidad de la fluorescencia o por reoloǵıa mediante el estudio de
flujos y deformaciones del material. La técnica experimental a utilizar dependerá del sistema
bajo estudio y su sensibilidad ante perturbaciones externas.

Los ĺıquidos sobreenfriados se caracterizan por responder ante diversas perturbaciones de
manera no exponencial [69]. En estos casos, se utiliza una función denominada función de au-
tocorrelación temporal normalizada para describir la relación entre dos variables fluctuantes.
Esta función se conoce como función exponencial extendida de Kohlrausch-Williams-Watts
(KWW) [70,71],

ϕptq “ exp

«

´

ˆ

t

T

˙β
ff

(2.5)

donde ϕpt “ 0q “ ϕ1 y 0 ă β ă“ 1. Esta función emṕırica fue aplicada inicialmente por
R. Kohlrausch [70] y posteriormente por su hijo [72] en problemas en sistemas diferentes.
Williams y Watts ampliaron su aplicabilidad en poĺımeros [71, 73]. Eśta relación es muy
utilizada debido a que en el dominio temporal, solo hay dos parámetros de ajuste: el
exponente β y el tiempo de relajación T . Para tiempos cortos pt ă T q y o largos pt ą T q,
más allá de del intervalo de estudio se tendrán desviaciones de la forma KWW [74].

En el caso de los ĺıquidos sobreenfriados simples, los resultados experimentales determinan

ivS. Arrhenius, en 1889 presentó una relación entre la velocidad de reacción como función de la temperatura,
para la conversión qúımica de la sacarosa en solución de fructosa y glucosa por medio de ácidos [66], lnrkpT qs “

lnA ´ pEa{RT q, donde la constante Ea la enerǵıa requerida para convertir la sustancia reactiva en la forma
activa. La ecuación de Arrhenius fue reescrita en su forma equivalente como [67],

kpT q “ Aexpp´Ea{RT q (2.2)

esta expresión describe la dependencia de las rapideces de reacción con la temperatura de distintas reacciones
qúımicas aśı como la dependencia con la temperatura de ciertos procesos de transporte como se muestra en
la figura 2.2, en algunos casos en un intervalo no muy grande de temperaturas, A y Ea pueden tomarse como
constantes por lo que estos casos la representación gráfica exponencial tipo Arrhenius lnpkqvsp1{T q es usada
ampliamente [10].
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que el tiempo de relajación depende de la temperatura y puede estar relacionado con la
viscosidad de corte del sistema [75],

η „ GT (2.6)

donde G es el módulo de corte. Aśı, cuando el tiempo de relajación, se ralentiza con la
disminución de la temperatura tal que supera la escala de tiempo experimental más larga,
t́ıpicamente de „ 100s, es cuando se forma un sólido no cristalino fuera de equilibrio
termodinámico: un vidrio [43]. Este incremento en el tiempo de relajación corresponde a un
aumento en la viscosidad η que en la transición v́ıtrea corresponde a una viscosidad de 1012

Pas.

Para estudiar las propiedades f́ısicas de los coeficientes de transporte, será mediante el
Factor de Desplazamiento Logaŕıtmico (LSF) [76],

LSF “ logpaT q “ log
ηpT q

ηpTsq
“ log

T pT q

T pTsq
(2.7)

con Ts una temperatura de referencia.

La descripción de los procesos de relajación en ĺıquidos sobreenfriados simples comenzó
a ser formulada desde la década de los años veinte del siglo pasado para diversas sustancias.
Una de las primeras expresiones para expresar al el tiempo de relajación como función de la
temperatura para este tipo de ĺıquidos en la vecindad de Tg, fue formulada emṕıricamente
por H. Vogel en 1921 [77], esta relación matemática tiempo después fue empleada por G.
Tammann y G. Hesse [78, 79]. G. S. Fulcher presentó esta ecuación emṕırica para silicatos
de forma independiente, en este trabajo analizó la expresión cambiando el porcentaje de
NaO2 [80]. A esta expresión se le conoce como la ecuación de Vogel-Fulcher-Tammann (VFT),

logpaT q “ A ´
B

T ´ T0
(2.8)

con T0 una temperatura de referencia, denominada isentrópica, término que retomaremos
más adelante, A y B parámetros constantes ajustables [81].

En 1955, por su parte, M.L. Williams, R.F. Landel y J.D. Ferry [76] presentaron una ecua-
ción alternativa para el LSF de un ĺıquido sobreenfriado frágil. La ecuación WLF considera
una temperatura de refencia Ts, y dos parámetros C1 y C2,

LSF “ log

ˆ

ηpT q

ηpTsq

˙

“
´C1pT ´ Tsq

C2 ` T ´ Ts
(2.9)

Los parámetros, C1 y C2 inicialmente fueron considerados como valores constantes para
distintos formadores de vidrios, sin embargo, conforme esta ecuación se estudió en otras sus-
tancias se determinó que es realidad son parámetros variables ajustables para cada sustancia.
las dos expresiones descritas previamente 2.9 y 2.8 son válidas en el regimen sobreenfriado y
predicen para la viscosidad en la vecindad de Tg un valor de 1013 Poise.

A. Angell, uno de los más destacados investigadores de tiempos recientes en los procesos
de relajación y transición v́ıtrea, propuso una clasificación de los ĺıquidos sobreenfriados en
términos del comportamiento de su viscosidad con la temperatura, en fuertes y frágiles [84].
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Figura 2.2: Clasificación de vidrios fuertes y frágiles [82,83].

Una anécdota de C. Alba-Simionesco [85] cuenta como en el laboratorio de A. Angell
ubicado en el sótano del Edificio de Qúımica de la Universidad de Purdue en Arizona, un
gran equipo de estudiantes y posdoctorados proporcionó de información experimental para
que Angell formulara el concepto de fragilidad en 1985 [86]. El concepto de fragilidad fue
un intento de describir la dinámica involucrada en ĺıquidos sobreenfriados y caracterizar
la razón de cambio de los coeficientes de transporte hacia la temperatura de transición
v́ıtrea. Años después este concepto fue formalmente propuesto [87, 88]. En la figura 2.2
se muestra esta clasificación [82], los vidrios fuertes son aquellos cuya viscosidad ηpT q

exhibe una dependencia exponencial tipo Arrhenius. Por su parte los ĺıquidos sobreen-
friados frágiles no se describen mediante una relación tipo Arrhenius, por lo que se han
formulado distintas teoŕıas y formulaciones matemáticas que describan este comportamiento.

El primer modelo f́ısico estad́ıstico para un ĺıquido sobreenfriado fue propuesto por
Walter Kauzmann en 1948 en el cuál asocia el aumento de la viscosidad y de los tiempos
de relajamiento del mismo con las propiedades calorimétricas del sistema, esencialmente
de la entroṕıa, y propone que los únicos grados de libertad que contribuyen son los
configuracionales. Para evitar que la entroṕıa del ĺıquido sea mayor que la del cristal a
temperaturas cada vez más bajas, propuso una temperatura, la temperatura de Kauzmann
TK para la cuál la entroṕıa configuracional se hace cero.

A partir de la evidencias acerca del aumento en la viscosidad del ĺıquido al ir disminuyen-
do la temperatura, los movimientos moleculares deben tornarse cada vez más lentos, en 1965
G. Adam y J. H Gibbs [89] presentaron un nuevo modelo f́ısico estad́ıstico para un ĺıquido
sobreenfriado, suponiendo que solamente mantiene grados de libertad configuracionales, a
través del cuál establecen una relación matemática entre el tiempo de relajamiento y la
entroṕıa configuracional del sistema. Es importante subrayar que el modelo de Adam Gibbs
(AG) permanece como el modelo f́ısico estad́ıstico para la descripción de formadores de vidrio
referente a partir del cuál se han propuesto algunos cambios sin perder sus consideraciones
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f́ısicas básicas.

A partir del conjunto representativo isobárico isotérmico, dividen al ĺıquido en N
subsistemas integrados por z moléculas que cuentan exclusivamente con grados de libertad
configuracionales. Para algunos de estos conjuntos, n, las moléculas que los forman pueden
rearreglarse generando una nueva configuración si reciben una fluctuación de enerǵıa
suficiente. Estos conjuntos se conocen como regiones de rearreglos cooperativos (CRR).
AG propone que los tiempos de relajamiento de las moléculas están relacionados con la
probabilidad de que existan estos rearreglos cooperativos. En el apéndice A.2 se desarrolla
brevemente este modelo teórico.

Utilizando el modelo de Adam-Gibbs y el trabajo de Di Marzio y Dowell [89] basado en
el modelo de Gibbs-Di Marzio [90] para la transición v́ıtrea de sustancias poliméricas, con

∆CP “ A
1

T 2
` BT ´ CT 2 (2.10)

donde A, B y C son constantes que dependen del ĺıquido, P. Goldstein y colaboradores
en 1993 [91] encontraron una forma lineal teórica para el factor logaŕıtmico LSF dada en

términos de la variable reducida
`

Ts

T

˘2
dada por,

LSF “ m

ˆ

Ts
T

˙2

` bpTsq (2.11)

donde Ts es una valor de referencia, conm la pendiente de una recta y b la ordenada al origen,
ambas constantes dependen de la naturaleza de la sustancia. Esta expresión es equivalente a
las ecuaciones WLF y VFT. Después de emplear esta expresión en distintos ĺıquidos sobreen-
friados frágiles, incluyendo poĺımeros, polioles y varias mieles de diferentes zonas geográficas
considerando la temperatura de referencia Ts “ Tg, y usando gráficos maestros se mostró
que la ecuación 2.11 describe una ley de estados correspondientes que representa un com-
portamiento universal para describir la viscosidad de todas estas sustancias [92, 93] como se
observa en la figura 2.3. De este modo dada la temperatura de transición v́ıtrea Tg para cada
sustancia descrita, la viscosidad en el ĺıquido sobreenfriado simple se expresa como

LSF “ log

ˆ

ηpT q

ηpTgq

˙

“ m

ˆ

Tg
T

˙2

` bpTgq (2.12)

Al dibujar la gráfica de la ecuación 2.12 para diferentes ĺıquidos sobreenfriados se obtienen
rectas que comparten el mismo valor en la pendiente m, solo separadas por un factor c. Por
esta razón se introduce una nueva temperatura de referencia Tb, aśı

log

ˆ

ηpT q

ηpTbq

˙

“ LSF ` c “ log

ˆ

ηpT q

ηpTgq

˙

` c “ m

ˆ

Tg
T

˙2

` bpTgq ` c (2.13)

dado que

log

ˆ

ηpT q

ηpTgq

˙

“ logηpT q ´ logηpTgq ` logηpTgq ´ logηpTbq (2.14)
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Figura 2.3: Gráfica de LSF vs. pTg{T q2 para los ĺıquidos sobreenfriados: PIB(q, PV Acp■) y PS
(♦) para temperaturas dentro del intervalo Tm ă T ă Tc donde Tm y Tc son la temperatura
de fusión y de entrecruzamiento respectivamente. Figura tomada de [93].

se tiene que el factor c está dado por,

c “ log
ηpTgq

ηpTbq
(2.15)

entonces,

log

ˆ

ηpTbq

ηpTgq

˙

“ m

ˆ

Tg
Tb

˙2

` bpTgq “ ´c (2.16)

finalmente mediante las ecuaciones 2.15 y 2.16, se puede determinar la temperatura de refe-
rencia Tb en términos de la temperatura de transición v́ıtrea del ĺıquido Tg,

Tb “ Tg

˜

c

´c ` bpTgq

m

¸´1

“ fTg (2.17)

Al evaluar este factor f con los ajustes para cada ĺıquido sobreenfriado, A. Andraca y colabo-
radores determinaron además que Tb “ fTg „ Tc. Mediante un escalamiento con la variable
pTg{T q2 se establece una curva maestra como se observa en la figura 2.4. El análisis de la
viscosidad por medio de Tg como la temperatura de referencia, permite a los investigadores
establecer una ley de estados correspondientes [94], como se mostró en el trabajo descrito,
aśı el comportamiento de las viscosidades de de distintas sustancias sobreenfriadas pueden
ser descritas en un gráfico único (master plot).

El principio de los estados correspondientes fue propuesto por Van der Waals en
1873 y permite establecer una única expresión matemática que describa la dependencia
entre las variables de sistemas termodinámicos de distinta ı́ndole por medio de variables
reducidas [95], lo cual resulta útil ya que permite predecir una fenomenoloǵıa generalizada
y particularizar para un sistema de interés cuando se requiera partiendo de una base
común [96]. Este principio se aplica para describir a sistemas que se encuentren tanto en
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Figura 2.4: Curva mestra de LSF vs. pTb{T q2 para ĺıquidos sobreenfriados simples frágiles
para temperaturas dentro del intervalo Tm ă T ă Tc donde Tm y Tc son la temperatura de
fusión y de entrecruzamiento respectivamente. Los ĺıquidos sobreenfriados aqúı mostrados
corresponden a PDE (▲), TNB (▲) OTP (‹) PIB(q, PV Acp■) y PS (♦). Figura tomada
de [93].

equilibrio termodinámicov como fuera de este, como lo es el caso de los coeficientes de
transporte [98] [96].

2.1.3. Universalidad de la viscosidad de los ĺıquidos sobreenfriados
simples

A inicios de los 90 Rossler et al [99] analizaron las viscosidades de distintos ĺıquidos sobre-
enfriados orgánicos utilizando distintas temperaturas de referencia con el fin establecer una
ley de estados correspondientes, es decir, una relación que describa las viscosidades de distin-
tas sustancias y reducir el comportamiento en un gráfico único (master plot). Sin embargo,
se mostró que para distintas temperaturas de referencia Tr se infiere un comportamiento
distinto por arriba y por abajo de una cierta temperatura Tc comprendida entre Tm y Tg.
Esta temperatura Tc demarca el comportamiento universal y el individual para los ĺıquidos
sobreenfriados ya que ocurre la ruptura de la relación de Stokes-Einstein lo cuál es un indi-
cador de un cambio en la difusión en el ĺıquido sobreenfriado por arriba y por debajo de esta
temperatura [94].

Se determinó que Tc “ 1.2Tg como aquella temperatura a la cuál existe un cambio de
régimen, donde la relación de Stokes-Einstein cambia y por tanto el proceso de difusión.
El origen de un segundo proceso de difusión no fue muy claro hasta entonces, ya que al
contrario del relajamiento α el β persiste debajo de Tg. Por tanto un ĺıquido sobreenfriado
pasa de un mecanismo de difusión traslacional α a un rotacional β en Tc [100].

La viscosidad η está relacionada inversamente con el coeficiente de difusión traslacional

vEn un trabajo titulado ’corresponding states for perfect liquids’ K.S. Pitzer en 1939, partiendo de ciertas
suposiciones y haciendo uso de f́ısica estad́ıstica deduce la teoŕıa de los estados correspondientes de van der
Waals, sus resultados los analiza para argón, criptón y xenón, y de hecho al usarlos como referencia los
denomina ĺıquidos perfectos [97]
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D, de acuerdo con la relación de Stokes-Einstein (SE):

D “ kBT {p6πηrq (2.18)

donde kB es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, y r es el radio de la part́ıcula
difusiva. La relación de SE describe la autodifusión de una part́ıcula de prueba esférica en
un fluido viscoso. Esta ecuación se basa en la hidrodinámica clásica y teoŕıa cinética [101].
Los ĺıquidos que se encuentran por arriba de la temperatura de fusión (Tm), la relación 2.18
generalmente es válida para cuando la part́ıcula de prueba es muy pequeña. Sin embargo, en
un ĺıquido sobreenfriado (T ă Tm) conforme disminuye la temperatura y se aproxima a la
temperatura de transición v́ıtrea a una cierta temperatura Tc, la temperatura de entrecruza-
miento, la relación SE generalmente subestima al coeficiente de difusión D en relación a la
viscosidad η en varios órdenes de magnitud, aśı cuando se rompe la relación de SE ya no se
cumple la relación D „ η´1. Cuando ocurre este rompimiento habrá una dependencia de η
con un exponente ξ

D „ η´ξ (2.19)

donde χ es un exponente cuyos valores en los ĺıquidos sobreenfriados normalmente se
encuentran en el rango de 0.6 ´ 0.9, además, se ha observado una dependencia significativa
con el tamaño de la part́ıcula de prueba en la difusión traslacional, donde la desviación del
comportamiento SE es más pronunciada para aquellas más pequeñas. Sin embargo, se ha
podido establecer universalidad para temperaturas menores que la de entrecruzamiento [93].
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Transiciones cin�eticas: la transici�on v��trea en

soluciones sobresaturadas

La fragilidad de un ĺıquido sobreenfriado es uno de los factores a tomar en cuenta en los
ĺıquidos formadores de vidrios tanto en sustancias puras como en mezclas. Es fundamental
comprender el fenómeno de la cristalización, ya que los procesos de nucleación y crecimiento
de cristales determinará si el ĺıquido se convertirá en vidrio o no durante el enfriamiento.
Optimizar el proceso de vitrificación tiene implicaciones importantes en diversas aplicaciones
tecnológicas.

Fue hasta finales del siglo XIX cuando se planteó la posibilidad de inhibir la cristalización
mediante un proceso de enfriamiento rápido [35]. En en el caso del agua, se necesita una
velocidad de enfriamiento enorme [36] y sólo para obtener pequeñas gotas [51] v́ıtreas. Sin
embargo, años posteriores se descubrió otra forma de obtener agua v́ıtrea interrumpiendo
el proceso de nucleación mediante la adición de sustancias externas y vitrificando en la
solución como fue descrito para el caso de sustancias coloidales en 1926 por Moran [102],
quien descubrió que si hay menos del 35% de agua en una mezcla de agua y gelatina, la
cuál según su reporte no se congela y queda atrapada en el gel, abriendo la posibilidad de
obtener sustancias v́ıtreas en solución, teniendo a la concentración como variable ya no a la
temperatura. Este fenómeno fue observado en la naturaleza como un mecanismo para evitar
la muerte celular en las plantas de hoja perenne en la temporada de invierno por medio de
la acumulación de azúcares un un clima desfavorable [103].

Existen evidencias que en ciertas mezclas el incremento de la viscosidad al aumentar
la cantidad de soluto es tal que este comportamiento inhibe la precipitación del soluto
más allá de la sobresaturación por lo que la curva de solubilidad no puede ser definida a
partir del equilibrio de las fases porque dicho equilibrio no llega a establecerse dentro de
un tiempo experimental medible. Para describir esta fenomenoloǵıa es necesario otro tipo
de diagrama que incluya estados fuera de equilibrio termodinámico. En el apéndice A.3 se
describe brevemente la solubilidad y la sobresaturación en sistemas binarios.

3.1. El diagrama suplementario (SPD)

El azúcar es bastante soluble en agua bajo las condiciones de temperatura y presión
ambientales. El problema surge al aumentar la concentración y bajar la temperatura ya que
diversas investigaciones reportan dificultades experimentales para determinar la solubilidad
en las soluciones de azúcar, mostrando una tendencia a la sobresaturación evitando la
cristalización espontánea [104]. De hecho, desde comienzos del siglo XX experimentando
con sales de agua marina Van’t Hoff se percató que ésta no se precipitaba aún forzando la

27
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cristalización mediante la siembra de cristales de sal. Por lo que después de varias décadas
de estudio condujo al llamado diagrama de fases dinámico [105] para describir este tipo de
soluciones.

(a) Diagrama de fases de la solución acuosa de
lactosa reportada por Herrington [106].

(b) Diagrama de fases de la mezcla de sacarosa
y agua reportada por F. Young y F. Jones [107].

Figura 3.1: Diagramas de fases de soluciones de agua y azúcares.

Los primeros reportes experimentales sobre la dificultad de los azúcares para precipitar
en la solución se deben al trabajo de B. Herrington en 1934 [106] en las soluciones de
lactosa (ver figura 3.1a), motivado principalmente por resolver problemas en la industria
alimentaria. Aunque, ya desde el siglo XVII se descubrió que la forma de obtener cristales
de azúcar es posible con la ayuda de impurezas u otras fuerzas impulsoras adicionales [33].
De hecho, Herrington en su trabajo reportó la obtención de cristales de lactosa por medio
de siembra y la adición de alcohol [108].

A inicios de los 50’s la investigación experimental de F. Young y F. Jones para lactosa,
sacarosa y fructosa [107, 110, 111] dio cuenta de las dificultades del crecimiento de cristales
para altas concentraciones por el aumento de la viscosidad en las soluciones retrasando
la aparición de la fase sólida del soluto. En los experimentos observados por F. Young y
F. Jones no fue posible determinar con claridad la curva de solubilidad de este tipo de
soluciones, en la figura 3.1b se observa los datos obtenidos para el caso de agua ya sacarosa
donde como se puede observar, el diagrama de fases en equilibrio no se puede determinar
dado la variabilidad de los datos obtenidos.

De los muchos trabajos presentados por Basile Luyet desde inicios de su carrera
cient́ıfica, uno de sus objetivos fue el estudio de las transiciones de fase que tienen lugar
durante el proceso de enfriamiento de soluciones acuosas a diferentes temperaturas y
concentraciones [112,113], fue aśı que en 1960 presentó un diagrama para la solución acuosa
de glicerina [114] donde además de las curvas de cristalización y solubilidad, agregó la
temperatura de transición v́ıtrea de la solución. Posiblemente, de los estudios presentados
en este tipo de soluciones que se remontan a finales del siglo diecinueve y principios del
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Figura 3.2: Diagrama de fases complementario propuesto por Mackenzie [109] que describe
el comportamiento del sistema: agua-sacarosa.

siglo XX tiempo en que W. Ostwald y G. Tammann [35] presenta su investigación sobre los
ĺıquidos sobreenfriados y la sobresaturación motivaron a B. Luyet a incluir esta curva de
transición v́ıtrea al diagrama de fases para completar la fenomenoloǵıa observada. En 1968,
en colaboración con Rasmussen, Luyet presentó un diagrama de fases de sacarosa acuosa
y glucosa [115]. El mismo año, Rasmussen y MacKenzie presentaron el mismo diagrama
para agua y dimetilsulfóxido [116]. Diez años más tarde, MacKenzie cambió el nombre de
este diagrama de fases a diagrama de fases suplementario (SPD) (Supplemented Phase Dia-
gram) porque implica no sólo estados de equilibrio sino también estados de no equilibrio [109].

En la figura 3.2, se muestra el SPD propuesto por MacKenzie. En este diagrama además
de las curvas de coexistencia caracteŕısticas y de la temperatura de transición v́ıtrea
se muestran algunas otras temperaturas caracteŕısticas que describen distintos eventos
ocurridos en el proceso de calentamiento o enfriamiento y explicados ampliamente por las
curvas calorimétricas asociadas en este y subsecuentes trabajos de investigación.

Para una mezcla de agua y sacarosa la temperatura eutéctica teórica se alcanzará en
aproximadamente ´14oC, pero la sacarosa no cristaliza a partir de la solución, por lo que
el diagrama de fases no muestra un punto eutéctico, y la curva liquidus se extiende más
allá de este punto. Cuando la nucleación del soluto es muy lenta como en este caso, la
sobresaturación puede persistir durante mucho tiempo, tiempos de relajación grandes [117].
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Figura 3.3: Diagrama de fases complementario (SPD) para una solución acuosa de sacarosa.
La curva F representa la curva de congelación de la solución y la curva S es la curva hipotética
de solubilidad. La transición v́ıtrea Tgpcq se estima mediante datos experimentales.

Las soluciones de agua y azúcares presentan esta anomaĺıa, por lo que es necesario utilizar
un SPD para describir estos sistemas, dado que que este diagrama incluye las transiciones
termodinámicas y la cinéticas.

La curva de equilibrio entre la solución y el hielo, la curva F del diagrama de la figura
3.3 puede determinarse teóricamente o experimentalmente. Experimentalmente se puede
determinar el equilibrio de fases en un intervalo de concentraciones de sacarosa muy bajas,
no más allá del 40%. Sin embargo, fuera de ese intervalo la medición experimental se
dificulta, sobre todo a concentraciones mayores dado que para este tipo de soluciones la
sobresaturación impide la formación de hielo formando un vidrio en su lugar.

Diversos autores han determinado la curva de solubilidad de mezclas azucaradas y
se han propuesto funciones de correlación [104, 118–120]. Tomando el mismo intervalo de
temperaturas, la fructosa tiene la solubilidad más alta en comparación con la sacarosa, la
glucosa, la trehalosa, la maltosa y la lactosa en ese orden. Propuestas teóricas desde el
punto de vista termodinámico y molecular intentan explicar este comportamiento. Algunas
conclusiones cuantifican a las interacciones entre las moléculas de la solución como un factor
clave aunque hay evidencia de algunas desviaciones en modelos generalizados. Investigaciones
recientes en soluciones acuosas de trehalosa por ejemplo han vinculado las caracteŕısticas
moleculares de la solución acuosa con su capacidad crioprotectora debido principalmente
al aumento su viscosidad por sobresaturación y la formación v́ıtrea. Dado el incremento de
la viscosidad en la región sobresaturada de esta y otras soluciones similares, proponemos
determinar una posible región donde la curva de solubilidad podŕıa delimitarse en términos
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del cambio de la viscosidad, del régimen saturada al sobresaturada.

Se han desarrollado otros modelos de correlación entre las propiedades termodinámicas
para este tipo de sistemas mediante grupos funcionales. El método de solución anaĺıtica de
grupos (ASOG) fue propuesto por G. M. Wilson et al [121], donde el coeficiente de actividad
se obtiene como la contribución debidas a las diferencias de tamaño molecular aśı como la in-
teracción entre las componente de la mezcla. Años más tarde, en 1975 J. M. Prausnitz y D-S.
Abrams propusieron dos modelos f́ısicos estad́ısticos para describir una solución no eutéctica.
El primero es el modelo (UNIQUAC) Universal quasichemical model el modelo cuasiqúımico
universal (UNIQUAC/Functional group activity coefficients model) [122] para describir
una mezcla no electroĺıtica de dos ĺıquidos. Este modelo es utilizado principalmente en la
descripción del equilibrio ĺıquido-vapor y ĺıquido-ĺıquido. El modelo UNIQUAC [123] es una
combinación de contribuciones debida a diferencias en tamaño y forma de las moléculas en la
mezcla y de grupos funcionales, además de una parte residual debida a las interacciones [6,23].

Posteriormente diferentes autores modificaron estos modelos introduciendo diferentes
condiciones termodinámicas [124], en particular para el caso de mezclas binarias acuosas con
azúcares [125–128]. Se puede encontrar un resumen de las distintas teoŕıas en dos art́ıculos
de revisión publicados como reportes de la IUPAC [129,130] donde los autores reconstruyen
un diagrama SPD utilizando los resultados matemáticos para los lugares geométricos de
ambas curvas de liquidus y el perfil de la temperatura de transición utilizando la ecuación
de Gordon-Taylor.

La posibilidad de encontrar este comportamiento en mezclas sobresaturadas sigue
siendo una tarea pendiente. Recientemente un modelo utilizado para calcular propiedades
termodinámicas de diferentes mezclas acuosas de azúcares, sin tener suficiente precisión en
la región sobresaturada es el llamado SAFT (Statistical Association Fluid Theory). Este
modelo considera al fluido formado por esferas duras, al cuál se le asigna un potencial
para tener en cuenta la interacción entre las esferas de pozo cuadrado o Lennard-Jones.
Además se les permite la formación de cadenas y la unión de estas últimas. Asimismo, se
han propuesto distintas variaciones de este modelo [131].

Más recientemente el models COSMO-SAC (COnductor-like Screening MOdel-Segment
Activity Coefficient), basado en cálculos de qúımica cuántica, predice propiedades de la mez-
cla con resultados no muy adecuados en la región de la posible curva de saturación [132,133]
.

Cabe resaltar que todos estos modelos mencionados son sustentados en la hipótesis que
el SPD satisface condiciones de equilibrio termodinámico.

3.2. La viscosidad y la temperatura de transición v́ıtrea en las
soluciones sobresaturadas

A diferencia de los ĺıquidos simples sobreenfriados, la viscosidad de una mezcla binaria
acuosa es una función tanto de la temperatura como de la concentración del soluto a
una presión dada. Al reducir su temperatura en las cercańıas del régimen sobresaturado,
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la viscosidad se incrementa dependiendo de ambas variables del orden de „ 1013 hasta
vitrificar. El estudio de este coeficiente de transporte es importante en la en ciencia de
alimentos, [44,46,134–138,138–140,140–149], criopreservación de tejidos biológicos, [150–154]
y el almacenamiento farmacéutico de medicamentos aśı como las vacunas de ARN [155–162].

3.2.1. La temperatura de transición v́ıtrea en una mezcla binaria

Las sustancias qúımicas pueden existir como un vidrio ya sea de forma natural o artificial
mediante diferentes técnicas. Como sabemos, la v́ıa más habitual para formar un vidrio
es a través de un enfriamiento rápido desde el ĺıquido evitando la cristalización. Como
se describió para una sustancia pura, Tg depende además de la velocidad de enfriamiento
también de la composición qúımica de la sustancia, aśı como las propiedades f́ısico-qúımicas
que la describen debido a las interacciones moleculares. En una mezcla esta interacción
entre moléculas de dos o más sustancias provoca cambios importantes en las llamadas
propiedades coligativas como se describió en el caṕıtulo 2. Por tanto es de esperarse que la
temperatura de transición v́ıtrea de una sustancia pura se vea influenciada por la adición de
otra sustancia [163]. Esta influencia fue observada por B. Luyet para el caso de la solución
de agua y glicerina en 1960 [114].

Los estudios de la temperatura de transición v́ıtrea y su dependencia con la composición
en una mezcla fue motivada por distintas áreas de investigación. Por un lado, para evitar
la formación de hielo en la criopreservación, como una manera de obtener agua v́ıtrea [?].
Por otro lado, desde la ciencia de poĺımeros se desarrollo la mayor investigación teórica, al
igual que para las sustancias puras poliméricas. Cuando esta teoŕıa fue llevada a la ciencia
de alimentos permitió igualmente un amplio desarrollo de ambas áreas .

La temperatura de transición v́ıtrea en función de la concentración en una solución
acuosa de azúcar se mostró por primera vez en un diagrama de fase en 1968 [115], aunque
la influencia de la cantidad de soluto en la solución y el incremento o decremento de Tg de
la solución fue estudiado para una solución acuosa de glicerina [114,164].

Se han propuesto varias ecuaciones para determinar la temperatura de transición v́ıtrea de
una solución a partir de estudios teóricos y experimentales [165,166]. Algunas expresiones son
propuestas emṕıricas, semi emṕıricas y las ecuaciones teóricas se corroboran para las regiones
de aplicación mediante la experimentación. Las investigaciones se han visto motivadas por
resolver distintos problemas. Sin embargo, en la ciencia de poĺımeros, dado que ya se sab́ıa
que estas sustancias son sustancias que vitrifican fácilmente, se esperaba algo similar para
las mezclas de los mismos, es aśı que en esta área se presenta por primera vez casi al mismo
tiempo una una ecuación emṕırica por E. Jenckel y R. Heusch en 1953 [59] y una ecuación
teórica por M. Gordon y J. Taylor [167]. Esta ultima, es una de las ecuaciones más famosas
de Tg como función de la concentración c desarrollada para una solución de copolimeros
ideal. La ecuación de Gordon-Taylor (GT) se basó en la aditividad de volumen de los dos
componentes poliméricos, y asumió una temperatura de transición de segundo orden donde
el volumen es continuo en la temperatura de transición Tg, la transición v́ıtrea de la mezcla
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en función de la concentración propuesta es,

Tg “
w1Tg1 ` w2kTg2

w1 ` w2k
(3.1)

con w1 y w2 son las concentraciones de los componentes. Tg1 y Tg2 son las temperaturas
de transición v́ıtrea de las sustancias puras, k es un parámetro ajustable. El parámetro de
ajuste k se estimó con la ayuda de mediciones experimentales asumiendo un comportamiento
ideal. En 1977, varios años después de presentar la ecuación GT, J.M. Gordon, G.B. Rouse,
J.H. Gibbs, y W.M. Risen [168], presentaron un análisis cuantitativo sobre la constante
k de esta ecuación mediante la entroṕıa configuracional, concepto desarrollado años antes
precisamente por J.H. Gibbs y EA Dimarzio en 1959 [169]. Desde la termodinámica clásica,
la temperatura de transición v́ıtrea no es una transición de fase, sin embargo, de acuerdo
con la ecuación GT, Tg podŕıa clasificarse como una transición de segundo orden ya que la
entroṕıa es continua en Tg. Alternativamente, el carácter no ideal de una solución podŕıa
incluirse en la ecuación GT a través de un parámetro de interacción [170]. Entonces, la
ecuación GT describe la temperatura de transición v́ıtrea de varias mezclas ideales y no
ideales debido al parámetro de ajuste k.

Otra de las tantas ecuaciones basadas en la ecuación de GT es la propuesta por
Couchmann y Karasz [171] propusieron una ecuación a partir de información calorimétrica
de los componentes, ya que al tratarse de una transición cinética, se puede determinar el
calor liberado absorbido en dicha transición v́ıtrea [172].

Una ecuación muy interesante para describir la Tg de varias soluciones no poliméricas
es la misma propuesta para poĺımeros en el art́ıculo publicado por E. Jenckel y H. Heusch
(JH) en 1953 [59]. La expresión matemática desarrollada es simple pero bastante útil, pues
describe la temperatura de transición v́ıtrea de soluciones de distinta composición qúımica,
esto debido al término α, un parámetro de ajuste, aśı la ecuación JH está dada por

Tg “ Tgawa ` Tgbwb ` αwawb (3.2)

esta expresión está dada en términos de la Tg de las sustancias puras (Tga y Tgb) y de la
concentración de las sustancias wa y wb al igual que la ecuación GT. Con la introducción
de este parámetro de ajuste α, se probó esta ecuación para varias mezclas incluidos algunos
alcoholes polihidroxilados o polioles. Estos autores, también incluyeron en su análisis el efecto
de los diluyentes sobre los poĺımeros, donde el diluyente generalmente es aquel compuesto de
menor tamaño y tiene un efecto plastificante para la solución. Los plastificantes se agregan
comúnmente a poĺımeros como plásticos y caucho, ya sea para facilitar el manejo de la
materia prima durante la fabricación o para satisfacer las demandas de la aplicación del
producto final.

La adición de un plastificador a la solución, o si alguno de los compuestos es una sustancia
plastificante, la cantidad de esta sustancia modificará la temperatura de transición v́ıtrea
de la mezcla, cuanto mayor sea el plastificante menor será la Tg de dicha mezcla. Es muy
complicado obtener agua v́ıtrea en laboratorio al igual que la medición de su temperatura
de transición, por esto, en los años 70’s las incertidumbres en las posibles mediciones eran
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mayores dada la instrumentación de aquel tiempo. Una alternativa para estimar la Tg del
agua indirectamente es por medio de la ecuación de JH, dado el efecto plastificante del agua
en algunas soluciones. Aśı la temperatura de transición v́ıtrea del agua la determinó A.
Angell en 1967 con la ayuda de una mezcla acuosa de nitrato de calcio [173] y una mezcla
acuosa de glicerina [174]. Varios años después, en 1971 H. Rasmussen y A.P. MacKenzie [175]
, inspirados en el trabajo de Angell, utilizaron la ecuación de JH para ampliar el estudio
de la Tg de soluciones acuosas de etilenglicol y metanol para resolver problemas derivados
de la criobioloǵıa reportados experimentalmente por B. Luyet para una solución acuosa de
glicerol [114,176]. En los años ochenta se establecieron las bases del agua como plastificante
en soluciones acuosas de azúcares y otros compuestos orgánicos como principal diluyente
en la industria alimentaria y muestras biológicas [177, 178]. Aśı, varios trabajos propusieron
la aplicabilidad con gran éxito de las ecuaciones desarrolladas previamente para mezclas
de poĺımeros [163, 172, 179] (Levine y Slade 1986; Ollett y Parker 1990; Roos y Karel 1991;
Roos y Karel 1991; Roos 1993).

En 1979, J.M. Pochan [180] propuso una relación emṕırica en la que no se necesita ningún
parámetro de ajuste, por lo que la Tg de la mezcla está dada únicamente en términos de
las fracciones en masa m1 y m2 aśı como las temperaturas de transición Tg1 y Tg2 de los
componentes,

lnpTaq “ m1lnpTg1q ` m2lnpTg2q (3.3)

esta ecuación se implementó en soluciones de múltiples componentes, incluidos poĺımeros y
alcoholes.

Recientemente J.E.K. Schawe [181] presentó un enfoque termodinámico para describir
temperatura de transición v́ıtrea de soluciones binarias de agua-azúcar y azúcar-azúcar. Su
análisis se basó en la entalṕıa de exceso de la solución binaria y un parámetro molecular
relacionado con enlaces de hidrógeno para plantear una ecuación de GT generalizada.

3.2.2. La viscosidad en las mezclas binarias de azúcares

Para la segunda mitad del siglo XX se propusieron un número considerable de ecua-
ciones para describir el comportamiento de la viscosidad con la temperatura para muchos
compuestos en distintos intervalos de temperatura y presión. Para el caso de los ĺıquidos
sobreenfriados simples, las dos expresiones equivalentes VFT y WLF, probaron ser las dos
ecuaciones válidas tanto para sustancias poliméricas como para otros ĺıquidos formadores de
vidrios como los polihidroxilados.

Los primeros estudios de la viscosidad y su dependencia con la temperatura y la con-
centración en las mezclas se comenzaron hacia finales del siglo XVIII. Una de las primeras
publicaciones documentadas de este coeficiente de transporte fue realizado por S. Arrhenius
en 1887 para sustancias puras y para soluciones acuosas diluidas [182], aśı observando sus
resultados en soluciones no electroĺıticas y algunas sales, se dio cuenta que en la mayoŕıa de
los casos de estudio la viscosidad relativa se puede representar mediante la relación,

η “ AxBy (3.4)
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Figura 3.4: Viscosidad de la solución de agua y sacarosa como función de la temperatura y
la concentración.

en esta ecuación emṕırica A y A son constantes caracterñisticas de las dos sustancias a una
temperatura constante, x y y el volumen porcentual de las sustancias.

Aśı a principios del siglo XX se propusieron varias ecuaciones emṕıricas y semi emṕıricas
para muchas soluciones. Los esfuerzos fueron en la dirección de relacionar la viscosidad de la
solución con la viscosidad de sus constituyentes a cierta temperatura y concentración bajo la
hipótesis de aditividad, hecho que fue muy criticado por EC Bingham [183]. Algunos trabajos
más antiguos muestran una expresión emṕırica de la viscosidad para distintas soluciones
propuesta por C. H. Lees en 1901 [184],

ˆ

1

η

˙m

“ v1

ˆ

1

η1

˙m

` v2

ˆ

1

η2

˙m

(3.5)

con m un parámetro de ajuste, η1 y η2 las viscosidades de los constituyentes con v1 y v2
sus volúmenes molares respectivamente. Esta ecuación se analizó para mezclas de glicerina
con agua, agua salada y para soluciones de azúcar de 0 a 40 % sacarosa y para tempe-
raturas de 0, 40 y 80ºC. Esta ecuación se ajustó con precisión a los resultados experimentales.

Por su parte, en 1906 A. Einstein [185], dedujo un expresión teórica para la viscosidad de
una solución diluida, considerando que las sustancias no se disocian en la solución, además
consideró a las moléculas como esferas ŕıgidas y la molécula de la sustancia disuelta es mucho
más grande que la molécula del solvente. En 1911, A. Einstein [186] retomó su trabajo de 1906
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y corrigió un error en la deducción de este primer art́ıculo y obtuvo la conocida expresión,

η “ η0p1 ` 2.5ϕq (3.6)

donde η es la viscosidad de la solución, ϕ la fracción de volumen de la sustancia disuelta en
un solvente de volumen unitario cuya viscosidad es η0. Esta expresión solo es válida para
soluciones muy diluidas donde las moléculas de soluto son muy grandes en comparación con
las del solvente bajo la suposición esférica de las dos moléculas. Aunque las suposiciones no
aplican para soluciones muy diluidas de agua y azúcar dada la forma de las moléculas y la
interacción entre éstas obtuvo una buena aproximación comparando resultados experimen-
tales para una concentración del 1% a 40ºC. La mayoŕıa de las ecuaciones utilizadas para
soluciones de poĺımeros infinitamente diluidas son comparables a la relación de Einstein 3.6,
por lo que como se verá más adelante las ecuaciones desarrolladas para estas soluciones
poliméricas son la base de las relaciones emṕıricas utilizadas en las soluciones de azucares y
otros compuestos similares.

En 1917 S. Arrhenius [187] presentó un análisis exhaustivo de la ecuación de 3.6 y comparó
el intervalo de validez con su ecuación propuesta en 1887, al final de su estudio concluyó que
en todo caso, la expresión de Einstein es una aproximación ĺımite para distintas soluciones
muy diluidas, debido a la innegable interacción molecular de las distintas especies qúımicas
involucradas cuando la concentración aumenta. Debido a las limitaciones de la ecuación de
Einstein, varios años después S. P. Moulik presentó una expresión modificada de la relación
3.6 para distintas soluciones acuosas válida para mayores concentraciones de soluto [188].
A comienzos de este siglo K. Toda y H. Furuse (2006) [189] derivaron una ecuación para
la viscosidad de soluciones acuosas concentradas de glucosa y sacarosa a partir de la teoŕıa
hidrodinámica de Einstein de 1906, la expresión modificada esta dada por,

ηr “
1 ´ 0.5ϕ

p1 ´ ϕq3
(3.7)

con ηr es la viscosidad relativa de la solución y ϕ la fracción volumétrica de las moléculas de
soluto. Aparentemente obtiene resultados similares para las dos soluciones pero no menciona
la temperatura de comparación utilizada.

En 1917 Kendall y Monroe [190], alumnos de S.Arrhenius notaron que la ecuación
propuesta en 1887 [182] segúıa siendo la base de otras ecuaciones publicadas para distintas
soluciones no consideradas en aquel momento como la de Dustan y Thole [191]. Después de
analizar la viscosidad de mezclas de compuestos aromáticos, mostraron que de las muchas
ecuaciones propuestas en ese momento no se ajustaron a los datos experimentales sólo la
propuesta por Lees con m “ 1{3. En ese mismo año E. C. Bingham y R. F. Jackson [192]
publicaron mediciones experimentales de la viscosidad de soluciones acuosas de sacarosa a
diferentes temperaturas (0-100ºC) y para concentraciones de 20 y 40 % en peso. De hecho,
la finalidad del trabajo era la calibración de los viscośımetros y la necesidad de utilizar otras
sustancias aparte del agua. También presentan una discusión sobre la ventaja de expresar la
viscosidad en centipoise, aśı el valor reportado para el agua a 20ºC fue de 1.0005cP .

En 1948 V. Vand publica una serie de trabajos titulados ’La viscosidad de soluciones y
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suspensiones’ [193,194] en los que teniendo en cuenta la interacción molecular de suspensiones
de esferas ŕıgidas con una concentración volumétrica deriva una ecuación teórica generalizada
para la viscosidad relativa de la solución dada por,

lnpηrq “
aϕ

1 ´ Qϕ
(3.8)

con a una constante, Q un factor de interacción y ϕ la fracción volumétrica del soluto.
Esta ecuación también puede ser expresada en términos de el volumen molar del soluto
hydratado Vh y la concentración molar del soluto c, lnηr “ Vhc{p1 ´QVhcq. En un caso muy
particular si no toma en cuenta la interacción molecular recupera la ecuación de Arrhenius
(3.4). En un tercer trabajo de 1947 [195] con el fin de proporcionar un ejemplo práctico
los resultados teóricos obtenidos previamente, discute el caso de las soluciones acuosas de
sacarosa, ya que la viscosidad y densidad eran bastante conocidas en ciertos intervalos de
temperatura y concentración. El intervalo de temperaturas considerado fue de 0-100ºC.
Años más tarde S. P. Moulik y D.P. Khan retoman estos trabajos de Vand y los combinan
con su teoŕıa de la viscosidad y con la de Thomas en una expresión general, que aproximó
a los valores experimentales reportados en soluciones concentradas de electrolitos y en
soluciones de glucosa, sacarosa, manitol y sorbitol [196]. En sus resultados reportan una
correlación universal para las soluciones de compuestos polihidroxilados como función de la
concentración a temperatura constante.

Un modelo semi emṕırico que describe la viscosidad de distintas azúcares y sus soluciones
a concentraciones (de hasta 80%) mucho más altas de las que hasta el momento hab́ıan
sido estudiadas fue publicado por J. Chirife y M.P. Buera en junio de 1977 [197]. Su modelo
se basó en una teoŕıa originalmente desarrollada para predecir la viscosidad de soluciones
concentradas de electrolitos, aśı la expresión propuesta esta dada como,

µr “ exppXEq (3.9)

con µr la viscosidad relativa, a y E parámetros de ajuste, la concentración está dada por
la fracción molar X. Esta ecuación se utilizó para describir la dependencia de la viscosidad
con la concentración de soluciones de sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa, lactosa y jarabe
de máız. De acuerdo a sus análisis de datos, el peso molecular del azúcar fue un factor
importante en la determinación del valor del parámetro E, que teóricamente podŕıa estar
relacionado con la enerǵıa libre de activación para el flujo viscoso.

El trabajo de tesis de J. L. Flores de 1979 fue la conexión entre las teoŕıas desarrolladas
sobre la viscosidad en los ĺıquidos sobreenfriados simples, la transición v́ıtrea en una
solución y la viscosidad dependiente de la concentración. en su trabajo experimental preparó
soluciones acuosas de fructosa y sacarosa a concentraciones superiores al 80% y un intervalo
de temperaturas de 0-80ºC, llegando a tener valores de la viscosidades de hasta 1010
mPa.spcP q, de hecho muy próximas a la transición v́ıtrea. Este hecho aunado a los trabajos
de H.H. Meyer y J.D. Ferry en la glucosa [198] y los trabajos de J.H. Hildrebrand [199, 200]
sobre el volumen libre para ĺıquidos puros motivó a T. Soesanto y M. C. Williams [201]
a estudiar estas soluciones desde la transición v́ıtrea desarrollada principalmente para la
ciencia de poĺımeros y para distintas concentraciones empleo las ecuaciones de WLF y VFT
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con muy buenas aproximaciones.

En la década de los 80’s Slade y Levine, en el marco de la ciencia de alimentos, publicaron
diversos estudios sobre la aplicabilidad y efectividad de la ecuación WLF para describir los
coeficientes de transporte en soluciones de azucares debido al efecto plastificante del agua
en la mezcla, al igual que los solventes poliméricos [202]. De hecho, debido a esta similitud
en el comportamiento plastificante del agua al igual que los solventes desarrollaron toda una
escuela en lo que ellos llamaron ’food polymer science’. Un plastificante es una sustancia que
se agrega a un material, generalmente un poĺımero o plástico, para aumentar su flexibilidad
y maleabilidad por tanto esto disminuye la temperatura de transición v́ıtrea de la mezcla.
El agua se considera un plastificante de los azúcares porque tiene la capacidad de reducir la
temperatura de transición v́ıtrea de los azúcares.

Estudios posteriores con dist́ıntos tipos de azúcares han demostrado la aplicabilidad
de la ecuación WLF en la ciencia de los alimentos [140, 203]. Sin embargo fue necesario
establecer un intervalo determinado de validez, pues al igual que lo descrito por Soesanto, en
el caso de soluciones diluidas, una forma exponencial tipo Arrhenius describe a la viscosidad.
Aśı, dado que la temperatura de transición v́ıtrea aumenta con el contenido de soluto, se
estimó que aproximadamente por debajo de Tg y por encima de Tg ` 100C es aplicable
una dependencia tipo Arrhenius y dentro del intervalo se espera un comportamiento no
Arrhenius, como una expresión WLF [137]. Al igual que para los ĺıquidos simples, varios
experimentos demostraron que los parámetros de ajuste de la ecuación WLF dependen
de las sustancias en estudio como concluye M Peleg después de su exaustivo análisis en
mezclas de poĺımeros y soluciones de azúcar [204]. Como WLF y VFT son modelos equiva-
lentes, ambos se utilizan para describir la viscosidad en soluciones de azúcar, por ejemplo,
en soluciones acuosas de maltosa y sacarosa [205,206] y soluciones de fructosa y glucosa [179].

El estudio de la viscosidad y los procesos de transporte en general en las distintas
soluciones es de gran interés en las ciencias biológicas, pues el agua es esencial para todas
las formas de vida y la gran mayoŕıa de las interacciones moleculares en los sistemas
vivos ocurren en un entorno acuoso. Por tanto, las propiedades fisicoqúımicas del medio
en que las muestras biológicas son manipuladas determinarán el resultado final ya sea de
crecimiento, supervivencia o viabilidad después de un cierto proceso. Por tanto, desde que
accidentalmente se añadió glicerina a una muestra ( [150]) y se observo como consecuencia
un mayor porcentaje de supervivencia de las células, el estudio de la viscosidad de este tipo
de soluciones y muchas otras incluyendo las azúcares fue factor clave para el mejoramiento
de los procesos de criopreservación celular desde inicios del siglo pasado ya que la viscosidad
está directamente relacionada con el proceso de cristalización y que determinará la cantidad
y tamaño de hielo formado al bajar la temperatura.

Con el objeto de esclarecer las razones que hacen de la trehalosa el agente criopreservador
más efectiva en comparación con otras azúcares como sacarosa y maltosa debido a la
’protección’ que brinda a los organismos contra la deshidratación y la congelación en 1999 S.
Magazú et al (1999) [207] investigaron los la viscosidad y la difusión en soluciones acuosas
de trehalosa, sacarosa y maltosa. Dado el comportamiento de sus resultados experimentales,
el concepto de fragilidad definido por A. Angell 1994 para las soluciones acuosas [82, 84]
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como se observa en la figura 3.5. Aśı, calcula la fragilidad para las distintas soluciones y
dado el grado de fragilidad del sistema estas soluciones resultan claramente no Arrhenius y
aproxima la ecuación VFT para todas las concentraciones. De las tres azúcares la trehalosa
tiene una mayor fragilidad dándole este carácter de agente crioprotector resultado de una
temperatura de transición v́ıtrea más alta que otras azúcares como se verá mas adelante.

Figura 3.5: Representación de Angell de la viscosidad para soluciones acuosas de maltosa,
sacarosa y trehalosa presentada por S. Magazú et al. (1999) [207].

En las soluciones acuosas de azúcar, la cristalización del soluto a alta concentración
o baja temperatura puede ser inhibida debido a un aumento en la viscosidad y una
disminución asociada en la tasa de difusión dentro de la solución a medida que se incrementa
la sobresaturación.

En el año 2000 M. Rampp et al [208], presenta sus resultados experimentales de soluciones
acuosas de azúcares incluyendo la leucrosa, sus mediciones incluyeron la viscosidad y la
difusión. Sus estudios en el caso de la fructosa los realizó a altas concentraciones del 30 hasta
el 85%, dado que se encuentran en el estado sobresaturado, estos fueron los valores que se
tomaron para su estudio en este trabajo. En este trabajo se toma nuevamente el concepto de
fragilidad y calcula este parámetro para todas sus soluciones y de este análisis es claro que
todas las mezclas estudiadas son frágiles, por lo que VFT describe a la viscosidad. En sus
conclusiones de este trabajo determinan que para concentraciones menores al 50% en peso
de las azúcares estudiadas, la difusión es normal, pero a concentraciones más altas, donde
las moléculas de los carbohidratos se encuentran en contacto directo entre śı, se observan
diferencias significativas en los procesos de difusión, por lo que para c ą 50% en peso y
temperaturas T ą 300K, la ecuación de Stokes-Einstein muestra un desacoplamiento lo cuál
se hace más evidente conforme se baja la temperatura. La superdifusión de las moléculas de
agua según su análisis se podŕıa explicar por la formación de una red tridimensional ŕıgida
y abierta de los azúcares los que se encuentran unidos por enlaces de hidrógeno, a través de
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la cual las moléculas de agua se pueden difundir en el régimen sobresaturado.

Al estudiar las soluciones en concentraciones muy altas ya se hab́ıa notado un compor-
tamiento anómalo en la difusión, sin embargo a comienzos de este siglo con el trabajo de
Rampp fue que se consideró un rompimiento de la relación de Stokes-Einstein al igual que
para una sustancia pura sobreenfriada muy cercano a su temperatura de transición v́ıtrea.
En esta dirección D. Champion et al (1997) en su trabajo de la difusión translacional en
soluciones de sacarosa en las cercańıas de su temperatura de transición v́ıtrea, reportaron
un aparente cambio de difusión para concentraciones de sacarosa por encima del 65% para
Tg{T „ 0.86 [209] pero dado que Tg dependende de la concentración no resulta ser un
parametro generalizado el que se propone. A mediados del año 2016 H. C. Price [210] estudió
la difusión para este tipo de soluciones para concentraciones más altas que en el trabajo de
Champion, comparó la difusión de las dos moléculas, tomando un valor aproximado del 90%
de sacarosa, las desviaciones del comportamiento de Stokes-Einstein reportados son para
cuando T {Tg ă 1.5, pero de acuerdo a sus análisis ocurre cerca de la transición v́ıtrea tan-
to para la difusión de sacarosa como para la difusión del agua, siendo mayor para esta última.

Recientemente, Longinotti y Corti [211] estudiaron la difusión en soluciones acuosas de
sacarosa. Las concentraciones de sacarosa estudiadas son desde un 20% hasta un 80wt%, sin
embargo, a diferencia de otros trabajos previos, las temperaturas consideradas se encuentran
en la región de sobresaturación en la solución que va desde 278 a 298 K. Esto llevó a que se ob-
servara un desacoplamiento de la viscosidad y el coeficiente de difusión en Tg{T ˚ « 0.75 [212].

Usando soluciones de sacarosa del 70 al 85 % de porcentaje en peso y con un intervalo
de temperaturas de 0-100ºC, M. Quintas et al. (2006) [213] determinaron que el modelo de
Arrhenius es capaz de describir la dependencia de la viscosidad con la temperatura para
concentraciones menores a la de saturación y en cambio para concentraciones por encima
de la saturación, la expresión tipo WLF describe la dependencia de la viscosidad con la
temperatura. Para otras azúcares diferentes a la muy estudiada sacarosa se publicaron
resultados similares para la glucosa y la fructosa [214]. En este trabajo del 2006 se hace
referencia por primera vez a la saturación o solubilidad como la posible región que separa
dos reǵımenes. Faltaban por transcurrir dos años más para que se estableciera el diagrama
de fases complementario y se determinara claramente la frontera entre un régimen y otro.

Además de definir la región de saturación de las soluciones, para aśı definir que tipo de
relajación se tiene en el sistema binario, haćıa falta además clasificar esta relajación al igual
que para los ĺıquidos sobreenfriados simples, en comportamiento Arrhenius o no Arrhenius,
es aśı que en 2008 MP Loginotti y H Corti [215], mediante el diagrama de estado (SPD)
y un escalamiento Arrhenius de la viscosidad dada la fragilidad de las soluciones como lo
demostró A. Angell y el trabajo de S. Magazú de 1999, en la región delimitada sobreenfriada
propusieron una ecuación polinomial de la variable Tg{T dada por,

log10
η

η˚
“ a ` b

ˆ

Tg
T

˙

` c

ˆ

Tg
T

˙2

` d

ˆ

Tg
T

˙3

(3.10)

con a, b, c y d parámetros ajustables y η˚ un valor de referencia. Esta escuación se describe
dentro del intervalo de concentraciónes que van desde el 20 al 86 % de azúcare. El
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escalamiento con Tg de la solución lo realizaron con la ecuación de Gordon-Taylor [].

Al analizar el escalamiento Arrhenius de los datos de viscosidad para soluciones acuosas
de sacarosa y trehalosa observaron que ambas curvas tienden a fusionarse en la región
ĺıquida normal, diluida, pero se separan en el régimen sobreenfriado Tg{T ą 0.65, donde se
hace evidente la diferencia en la fragilidad de las soluciones acuosas de azúcar. Un punto
importante en esta descripción es la temperatura de transición v́ıtrea con la que escalaron
la variable ya que depende tanto de la temperatura como de la concentración, para lo cuál
hicieron uso de la ecuación de Gordon-Taylor con parámetros de Tg “ 336K para la sacarosa
y Tg “ 388K para la trehalosa con el parámetro de ajuste k “ 4.74 y k “ 5.04 respectiva-
mente, en el caso de la temperatura de transición v́ıtrea del agua el valor tomado fue de 135K.

Al tener en cuenta que las soluciones de azúcares son frágiles, y que toda la evi-
dencia indica sin duda que a concentraciones moderadas la relajación no es Arrhenius,
los esfuerzos se centran en encontrar una expresión generalizada para los azúcares, co-
mo la ecuación WLF generalizada presentada por J. Ubbink y M. Dupas-Langlet (2020) [216].

Recientemente, I. Gazi y colaboradores [217] realizaron mediciones de la viscosidad para
soluciones de α´lactosa en concentraciones de 10, 15, 20, 30, 40 y 50 gramos de lactosa por
100g de solución, para temperaturas que van desde los 80C hasta la mı́nima de 20C, des-
pués de analizar el comportamiento exponencial de la viscosidad con la concentración y con
la temperatura, propusieron una ecuación en términos del grado de sobresaturación de la
solución dado por SS “ glactosa{100gagua asi,

ηpssq “ a1e
a2SS ` a3e

a4SS (3.11)

donde a1, a2, a3 y a4 son parámetros de ajuste, que al implementar dicha ecuación con los
datos experimentales obtuvieron,

ηpssq “ 1.8411e0.055SS ` 6.2263 ˆ 10´8e0.6594SS (3.12)

en su trabajo comentan que esta función exponencial propuesta se ajusta mejor que una
función exponencial simple ya que como observaron existen dos mecanismos que afectan la
viscosidad de las soluciones. Dado el valor de los parámetros de ajuste; para concentraciones
más bajas de lactosa, el efecto de la temperatura predomina, y a medida que aumenta
la concentración, las moléculas de lactosa comienza a interactuar y el el efecto de la
concentración predomina, para valores de sobresaturacion (SS) más altas, lo que se refleja
en el segundo término exponencial. En la figura 3.6 se muestra la gráfica de su ecuación
propuesta y la correlación con la información experimental.

La viscosidad de una solución como función conjunta de la temperatura y la
concentración

Los esfuerzos por encontrar una expresión de la viscosidad de una solución como fun-
ción de dos variables independientes como temperatura y la concentración se remonta a K.
Wagnerowski en 1976 [215,218] quién propone una expresión emṕırica para las soluciones de
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Figura 3.6: Viscosidad de soluciones acuosas de lactosa como función de la sobresaturación
SS a distintas temperaturas: ▲ 20ºC, ❐ 30ºC ●40ºC, ˛ 50ºC, ■ 60ºC, ❍ 70ºC y ◆ 80ºC .
Figura tomada del trabajo de I. Gazi et al. [217].

azúcar dada por,

log
η

η0
“ x

ˆ

a

T ` b
´ c

˙

´ d (3.13)

con x la fracción molar de azúcar, T la temperatura, η0 un valor de referencia para la
viscosidad y a “ 4120, b “ 91, c “ 11.75, d “ 2.10 parámetros de ajuste para los datos
experimentales.

Dos años más tarde, J. Genotelle [219] mediante un análisis de los resultados de la vis-
cosidad publicados por F. Schneider [219,220] en el National Bureau of Standards y de J.F.
Swindells [221] implementó una ecuación emṕırica con muy buena aproximanción,

logη “ 22.46x ´ 0.114 ` ϕp1.1 ` 43.1x1.25q (3.14)

esta expresión está dada en términos de la fracción molar de sacarosa x, aunque también
puede escribirse en términos de los grados Brix (escala utilizada comunmente en el área de
ciencia de alimentos) mediante la conversión x “ pB{1900 ´ 18Bq, ϕ es una función de la
temperatura T dada por ϕ “ p30 ´ T q{p91 ` T q.

A comienzos de este siglo, M. Migliori y colaboradores en 2007 [222] proponen una descrip-
ción para la viscosidad tipo Arrhenius modificada ya que para todas las soluciones estudiadas
se reporta un comportamiento Newtoniano al ser soluciones con bajo porcentaje de soluto,

ηpx, T q “ η0pxqexp

ˆ

Eapxq

R

ˆ

1

T

1

T0

˙˙

(3.15)

con T0 “ 293K, η0pxq y Eapxq son funciónes de la concentración molar de azúcar x dadas
por lnpη0pxqq “ pa ` bxq{p1 ` cxq y Eapxq “ pα ` βx2qR. Las concentraciones utilizadas en
este trabajo no son muy altas (10,20 y 30%) pero debido a las bajas temperaturas en un
intervalo de p´5, 20qC las viscosidades reportadas son bastante altas. Este modelo propuesto
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también fue implementado para soluciones terciarias.
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Caṕıtulo 4

El SPD y la temperatura de transici�on v��trea en

las soluciones acuosas de az�ucar

Con el objetivo de describir la viscosidad de las soluciones de azúcar en el régimen sobresa-
turado, los resultados se presentan en el caṕıtulo 4 y 5. A continuación se resume brevemente
la metodoloǵıa implementada:

(1) Se construye el diagrama de fases de suplementario (SPD) para cada solución estudia-
da, utilizando datos experimentales disponibles en literatura tanto del congelamiento,
solubilidad y la temperatura de transición v́ıtrea de la mezcla.

(2) Posteriormente se incluyen en el SPD los datos experimentales disponibles de viscosi-
dades a diferentes temperaturas y concentraciones, con el fin de reconocer aquellos que
se encuentran en el régimen sobresaturado.

(3) Mediante la temperatura caracteŕıstica T 1
g se propone una forma matemática de la tem-

peratura de transición v́ıtrea como función de la concentración Tgpcq para las distintas
soluciones.

(4) Utilizando la información experimental disponible de la viscosidad en el régimen
sobresaturado y Tgpcq se propone una expresión para viscosidad en términos de la
variable reducida pTgpcq{T q2 en el régimen sobresaturado, siguiendo la metodoloǵıa
propuesta para un ĺıquido sobreenfriado.

47
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4.1. El diagrama de fases suplementario SPD

En un SPD se incluyen regiones dentro y fuera de equilibrio como se observa en el
diagrama de la figura 4.1. Para analizar la región sobresaturada de la solución, que se
encuentra fuera de equilibrio, se construye el SPD para los sistemas estudiados en este
trabajo a partir de información experimental recopilada de la literatura.

Figura 4.1: Diagrama de fases suplementario formado por una solución de agua y una sus-
tancia polihidroxilada.

Como primer paso construimos los SPD para soluciones acuosas de sacarosa 4.2a, fructosa
4.2b, lactosa 4.2c y trehalosa 4.2d. Los diagramas se construyen a partir de información
experimental reportada por diversas fuentes. Las temperaturas de congelamiento del agua
(▲) que conforman la llamada freezing o liquidus curve son relativamente factibles de medir,
pues en este caso el agua congela fácilmente en la solución diluida, sin embargo, para el
caso de la solubilidad (♦) en este tipo de soluciones anómalas es mucho más dif́ıcil de medir
experimental y teóricamente.

En el caso de las temperaturas de transición v́ıtrea a distintas concentraciones (■) que
se dibujan en los SPDs de la figura , las mediciones son obtenidas a partir de distintas
metodoloǵıas. Sin embargo, a pesar de las discrepancias que se puedan encontrar, los
diagramas muestran claramente las regiones dentro y fuera de equilibrio como en el esquema
de la figura 4.1 que es lo que esperabamos encontrar.

Para reconocer las viscosidades en el régimen sobresaturado, dado que para algunas
temperaturas y concentraciones no se cuenta con información experimental sobre la curva de
solubilidad. Se propone definir esta frontera mediante el estudio del cambio de tendencia en
la viscosidad mediante un diagrama Logpηq vspTg{T q. Es decir, se propone un análisis local
de la gráfica de Angell [84] como se presenta en la sección 4.3. Para lo cuál, es necesario
previamente estimar los valores de la temperatura de transición v́ıtrea de la mezcla en
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h (a) SPD: agua - sacarosa [223,224].

(b) SPD: agua - fructosa [179,214,222,225]. (c) SPD: agua - lactosa [12,119,217,226,227].

(d) SPD: agua - trehalosa [120,225,228,229].

Figura 4.2: Diagramas de fase suplementario SPD de mezclas binarias de agua y azúcares
donde se incluyen la curva ĺıquidus ▲ la solubilidad ♦ y la temperatura de transición v́ıtrea
■.
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términos de la concentración.



Caṕıtulo 4 - Resultados 51

4.2. La temperatura de transición v́ıtrea como función de la con-
centración en las mezclas binarias

Las temperaturas de transición v́ıtrea para distintas soluciones acuosas de azúcar en fun-
ción de la concentración se muestran en la figura 4.3. Los datos experimentales mostrados en
las figuras son obtenidos de diversas fuentes. Los valores de Tg reportados se obtienen regular-
mente a partir de un proceso de calentamiento a razón de entre 10 y 40ºC/min en un intervalo
de temperaturas donde la capacidad caloŕıfica sufre una inflexión con la temperatura. Por
lo tanto, la temperatura de transición v́ıtrea se puede tomar en el inicio, el punto medio o el
final de dicho termograma. La figura 4.3 se construye con datos experimentales disponibles
reportados a partir de diferentes mediciones experimentales siguiendo distintas metodoloǵıas.
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Figura 4.3: Temperatura de transición v́ıtrea de distintas mezclas acuosas de azúcares: glucosa
[166,230], fructosa [231], trehalosa [120,166], estaquiosa [232], lactosa [226,227], rafinosa [233]
, maltosa [205], sacarosa [166,234]

Dado la importancia del parámetro T 1
g en este tipo de soluciones anómalas se propone

usar esta temperatura para estimar Tgpcq tal que,

ˆ

T 1
g

Tg

˙2

“ Ac ` B (4.1)

donde c es la concentración de azúcar en la solución, A y B son parámetros ajus-
tables. T 1

g es descrita como la temperatura de la máxima concentración de hielo en una
solución acuosa de azúcar, por lo que este valor se estima ya sea como la intersección
de la curva ĺıquida de equilibrio con la curva de transición v́ıtrea en el SPD o mediante
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una medición experimental. La variable en la ecuación lineal propuesta es pT 1
g{T q2. T 1

g

está descrito por F. Franks [?] como un punto cuasi-invariante pT 1
g, c

1
gq en el SPD [235].

Este valor, se ha estimado en algunos trabajos por medio de correlaciones emṕıricas [236,237].
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Figura 4.4: Gráfica de pT 1
g{T q2 vs (%c) de las soluciones de azúcar de la gráfica 4.3.

Se ha demostrado que este valore de T 1
g en la solución acuosa aumenta con el peso

molecular de algunos malto-oligosacáridos a partir de mediciones experimentales de DSC
con muestras de 20% de azúcar [138]. Slade y Levine reportan una serie de valores experi-
mentales de T 1

g para distintas mezclas [238–240]. Dado que este parámetro está relacionado
con un proceso cinético, no es un valor único al igual que Tg, por lo que el intervalo de
temperaturas reportadas podŕıa variar de 5 a 10 grados [236]. Estas discrepancias aumentan
según la medición calorimétrica tomada. Por ejemplo, para soluciones acuosas de fructosa, la
temperatura reportada por Roos et al [172] es de -57ºC tomada en el inicio del termograma,
Slade y Levine informaron -41ºC en el punto final y Ablett et al [231] informaron -48ºC con
un c1

g del 79%. Se encuentran discrepancias similares para soluciones binarias acuosas de
agua-trehalosa [228] y para otras mezclas binarias acuosas [129].

En la Figura 4.4 se presenta la variable reducida pTg1{Tgq2 en función de la concentración
c para ocho soluciones diferentes de azúcar en agua. Los valores tomados en este trabajo son
aquellos reportados experimentalmente por L.Slade and H. Levine [136, 238] reportados en
la Tabla 4.1 donde además se incluyen los valores de las pendientes y las intersecciones para
cada solución de azúcar. Con esta nueva variable, la temperatura de transición v́ıtrea de la
mezcla como función de la concentración se puede escribir como,

Tgpcq “
T 1
g

?
Ac ` B

(4.2)
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Azúcar T 1
g rKs A B

Glucosa 230 -0.023 2.903
Sacarosa 241 -0.028 3.388
Fructosa 231 -0.024 3.015
Trehalosa 243.5 -0.027 3.200
Maltosa 243.5 -0.025 3.007
Lactosa 245 -0.028 3.136
Estaquiosa 249.5 -0.026 3.006
Rafinosa 246.5 -0.023 2.780

Cuadro 4.1: Parámetros del ajuste lineal a partir de la temperatura reducida de transición
v́ıtrea en función de la concentración de azúcar de la Figura 4.4. Los valores de la concen-
tración máxima de congelación T 1

g y los parámetros del ajuste lineal de la ecuación 4.2 para
cada solución acuosa de azúcar.

A partir del análisis de los parámetros de ajuste lineal A y B en la Tabla 1, a cierta
concentración c1, la temperatura de transición v́ıtrea es proporcional a T 1

g.

Esta ecuación propuesta se ajusta a distintas de concentraciones desde un 10% de azúcar
en el caso de trehalosa, maltosa y lactosa acuosas. Comparando la ecuación lineal propuesta
en soluciones de glucosa, la temperatura experimental de transición v́ıtrea para la solución
de glucosa con 60% de concentración de azúcar es de 190.5 K y la temperatura calculada
por la ecuación propuesta es de 186.46, el valor informado con el modelo GT es de 179.36
tomando los parámetros de ajuste reportados por Constantin et al. [166] con el Tg2 “ 304
K, el Tg1 “ 138 K y el parámetro de ajuste K “ 4.5 de la ecuación Gordon-Taylor. Por lo
tanto, a pesar de que la temperatura calculada para este caso está cuatro grados por debajo
de la medición experimental, es una buena aproximación.

Las temperaturas de transición v́ıtrea de mezclas acuosas binarias se han modelado recu-
rriendo a enfoques teóricos basados en la teoŕıa del volumen libre de los ĺıquidos.

4.2.1. La temperatura de transición v́ıtrea como función de la con-
centración en los alimentos

Los alimentos son mezclas complejas de sólidos y agua, mientras que los poĺımeros
se componen principalmente de unidades repetidas de moléculas bien caracterizadas.
Sin embargo, la ciencia de poĺımeros ha sido base para caracterizar a ciertos alimentos, lo
cuales pueden ser caracterizados mediante ciertas propiedades termodinámicas [130,138,241].

El aumento del volumen libre en los poĺımeros aumenta el movimiento de la molécula
provoca una disminución de la temperatura de transición v́ıtrea y este efecto lo causa
un llamado plastificante como lo es el agua en los alimentos. El estudio de la relación
de diferentes propiedades termodinámicas en poĺımeros como el coeficiente de expansión
térmica y el volumen espećıfico en función de la temperatura con su estructura molecular
permiten el desarrollo de conceptos y teoŕıas.
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Figura 4.5: Temperatura de transición v́ıtrea como función del porcentaje de sólidos para
distintos alimentos dulces.

Un plastificante facilita el movimiento de moléculas grandes en el sistema y la vitrifica-
ción. Las teoŕıas sobre este efecto plastificante se desarrollaron a mediados del siglo XX. En
particular, se adaptó la teoŕıa del volumen libre para explicar los efectos viscosos. Proporcio-
nando una descripción termodinámica y matemática del mecanismo de los plastificantes [242].

La teoŕıa del volumen libre explica satisfactoriamente la disminución de la temperatura
de transición v́ıtrea con el aumento del plastificante. Los modelos matemáticos presentados
se basan en la descripción de la temperatura de transición v́ıtrea de la mezcla, poĺımero y
plastificante, con su correspondiente temperatura de transición v́ıtrea respectivamente. Aśı,
a menor agua, menor volumen libre, menor movimiento molecular, menor degradación de
los alimentos y una mayor temperatura de transición v́ıtrea. Este efecto en el aumento de
la temperatura de transición v́ıtrea con la disminución del agua se observa en la figura 4.5
construida a partir de mediciones experimentales reportadas por diversas fuentes [243–248].

El modelo más utilizado en la ciencia de alimentos es el conocido por Gordon y Taylor en
1952 [249]. Por tanto, en este trabajo al igual que las mezclas de azúcares se propone utilizar
la ecuación 4.2 para el estudio de la temperatura de transición v́ıtrea como función de la
concentración de sólidos en los alimentos.

Como se observa en la figura 4.6, al igual que para las mezclas binarias, mediante el
parámetro T 1

g se sigue una tendencia lineal para estos alimentos dulces. En la tabla 4.2 se
reportan estos valores y los parámetros correspondientes.
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Figura 4.6: Gráfico de pT 1
g{T q2 como función del porcentaje de sólidos para distintos alimentos

dulces.

Fruta T 1
g A B

Uva 222.7 -0.021 2.718
Fresa 222.9 -0.023 2.800
Mora azul 218.35 -0.019 2.509
Piña 221.5 -0.020 2.582
Persimon 216.5 -0.024 2.754
Grosella 215.9 -0.022 2.461
Frambuesa 226.15 -0.026 3.176
Datil 225.15 -0.027 3.264
Naranja 220.75 -0.027 3.222
Mango 218.55 -0.026 3.122
Tuna 218.05 -0.019 2.542

Cuadro 4.2: Valores de T 1
g y los parámetros de la expresión lineal para distintos alimentos.
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4.3. El régimen sobresaturado en las mezclas de azúcar: estimación
de una frontera
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Figura 4.7: El logaritmo de la viscosidad de la solución acuosa de sacarosa en función de
la temperatura reducida pTg{T q a diferentes concentraciones: ⃝65, ˝ 70, ˛ 72, △75, ▽ 78,
Ÿ 80. Las soluciones se vuelven sobresaturadas alrededor de las ĺıneas verticales Tg{Ts para
cada caso, los valores se reportan en la tabla.

Como se estudió en el caṕıtulo de la termodinámica de las soluciones, en el caso del
sistema binario sólido-ĺıquido uno de los diagramas de fase que se puede encontrar para este
caso es el eutéctico simple donde por debajo de cierta temperatura y composición eutécticas,
la solución liquida se precipita en una mezcla sólida de cristales de ambos compuestos. Sin
embargo, al estudiar los procesos de cristalización como método de purificación de sustancias
se encontró que en algunos casos muy particulares este procedimiento tiene que ser inducido
ya que naturalmente se tiende a la sobresaturación hasta formar un vidrio en lugar de
precipitar como se encontró para los azúcares. Existen dificultades experimentales para
realizar mediciones de algunos datos sobre la hipotética curva de saturación en el SPD. Aśı,
dado que la curva de solubilidad en un diagrama eutéctico describe los estados de equilibrio
que se encuentran en una mezcla binaria simple y las soluciones acuosas de azúcar inhiben
la cristalización, se propone estimar esta curva en otros términos, mediante el análisis de la
viscosidad en el régimen no saturado y el sobresaturado.

Al no existir una frontera ni una condición de equilibrio termodinámica entre las regiones
no saturada y sobresaturada, proponemos encontrar una vecindad para una concentración
dada donde puede ocurrir el cambio. Al estar el régimen sobresaturado proponemos analizar
el cambio de la viscosidad alrededor de esta vecindad. En la figura 4.7 se muestra una
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Azúcar Concentración c Tg/Tm Regimen no saturado Regimen sobresaturado
rpromNS rpromSS

Lactosa 20 0.5295 4.842 3.3498
30 0.5327 5.576 6.828
40 0.5064 7.181

Trehalosa 38.3 0.5513 6.009 8.729
39.2 0.5493 10.606
48.1 0.5696 6.048 9.65
54.85 0.5751 6.021 10.191
60.6 0.5862 8.382 11.302

Fructosa 70 0.6497 11.4089 17.6821
75 0.6382
80 0.6406
85 0.6566

Sacarosa 65 0.6641 11.31 15.32
70 0.622 10.51 14.8
72 0.611 10.74 14.12
75 0.6 14.97
78 0.594 15.73
80 0.593 15.25

Glicerina 80 0.682 11.483 20.72
90 0.661 12.451 21.652

Cuadro 4.3: Los valores correspondientes de concentración, la temperatura de transición
v́ıtrea, y la razón de cambio promedio del regimen no saturado al sobresaturado.

gráfica de Angell para el logaritmo de la viscosidad y analizar la razón con la que cambia la
viscosidad, a una concentración dada en una vecindad de un punto de saturación medido. El
ejemplo mostrado es el caso de una solución acuosa de la sacarosa para varias concentracio-
nes. Para hacer el análisis se calcula la razón de cambio promedio de la viscosidad alrededor
las temperaturas reportadas. En la figura 4.8 se muestran los casos para la lactosa, fructosa,
trehalosa y glicerina.

En la tabla 4.3 presentamos las razones de cambio promedio para distintas soluciones. El
cambio de reǵımenes puede ser estudiado en términos del aumento de la viscosidad alrededor
de Tg{Tm donde Tg es la temperatura de transición v́ıtrea de la mezcla y Tm la temperatura
de fusión de la mezcla a una concentración dada respectivamente. La comparación entre las
razones a la izquierda rpromNS y la derecha rpromSS nos indica el cambio de la viscosidad.
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h

(a) Logpηq vs pTg{T q para concentraciones de ⃝ 30, ˝ 40, ˛

50 del porcentaje en peso de lactosa.

(b) Logpηq vs pTg{T q para concentraciones a con-
centraciones de ⃝ 80 y ˝ 90 por ciento en peso
de glicerina.

(c) Logpηq vs pTg{T q para concentraciones de ⃝
70, ˝ 75, ˛ 80, △85 de fructosa.

(d) Logpηq vs pTg{T q para concentraciones para concentra-
ciones ⃝ 38.3, ˝ 39.2, ˛ 48.1, △54.85, ▽ 60.6 de porcentaje
en peso de trehalosa.

Figura 4.8: Razón de cambio de la viscosidad al pasar del regimen no saturado (U) al sobre-
saturado (S).
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Universalidad en la viscosidad de las soluciones

sobresaturadas de azucares

Una vez que se construyen los SPDs para las soluciones estudiadas y se reconoce la región
fuera de equilibrio, la región sobresaturada. Se incorporan a los diagramas las temperaturas
y concentraciones de las viscosidades reportadas experimentalmente en diversos art́ıculos de
investigación disponibles en literatura como se observa en la figura 5.1 para la sacarosa y en
la figura 5.2 para las demás azúcares, trehalosa, lactosa y fructosa.

Figura 5.1: Diagrama de fase suplementario SPD de la mezcla binaria de agua y sacarosa
donde se incluyen la congelación ▲ la solubilidad ♦, la temperatura de transición v́ıtrea ■

aśı como la viscosidad en los reǵımenes no saturado ` y sobresaturado ˝ [215,223,224].

Como se observa, para todas las soluciones se dispone de mediciones de la viscosidad en
los dos reǵımenes no saturado (`) y en el sobresaturado ( ). Los datos de viscosidad para la
solución de lactosa 5.2c incluyen solo tres concentraciones diferentes: 30, 40 y 50% en peso,
debido a las dificultades experimentales [217] dado que esta azúcar es menos soluble que
otras [250] pero son suficientes para realizar su análisis.

59
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h (a) SPD: agua - trehalosa [120,215,225,228,229].

(b) SPD: agua - fructosa [179,214,222,225]. (c) SPD: agua - lactosa [12,119,217,226,227].

Figura 5.2: Diagramas de fase suplementario SPD de mezclas binarias de agua y azúcares
donde se incluyen la congelación ▲ la solubilidad ♦, la temperatura de transición v́ıtrea ■

aśı como la viscosidad en los reǵımenes no saturado ` y sobresaturado ˝.



Caṕıtulo 5 - Resultados 61

5.1. La viscosidad en las soluciones sobresaturadas de azucares

A partir del comportamiento de la viscosidad y su dependencia con la temperatura y la
concentración se ha mostrado que la dependencia de este coeficiente de transporte satisfacen
las mismas ecuaciones teóricas que los ĺıquidos sobreenfriados frágiles por lo que pueden ser
descritas a través de las ecuaciones utilizadas para explicar el comportamiento de los ĺıquidos
frágiles simples sobreenfriados. En la figura 5.3 se muestra esta dependencia de la viscosidad
con la temperatura ηpT q para una mezcla de agua y sacarosa a concentración constante.
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Figura 5.3: Viscosidad de la solución de agua y sacarosa como función de la temperatura a
distintas concentraciones.

En la Figura 5.4, separamos los valores de las viscosidades para los reǵımenes no saturado
y sobresaturado para para soluciones de sacarosa, fructosa, trehalosa y lactosa incluyéndolos
en el SPD respectivo presentado en la figura 4.2. Dado que la región sobresaturada ha sido
descrita como frágil [84], trazamos la en la Figura 5.4 el LSF para los datos de viscosidad
en este régimen, en todos los casos en función de la temperatura, para diferentes concen-
traciones, en términos de la variable reducida pTg{T q2 para verificar si la viscosidad de las
soluciones en esta región sigue una ecuación tipo WLF , es decir la ecuación propuesta 2.11.
Para diferentes concentraciones, el LSF puede representarse mediante funciones lineales,
aparentemente con pendientes similares pero con diferentes intersecciones. La temperatura
de transición v́ıtrea Tgpcq mediante la expresión 4.2 utilizando los datos correspondientes de
la tabla 4.1 para cada caso.

En trabajos previos con formadores de vidrio sobreenfriados simples y frágiles, se ha repor-
tado un comportamiento universal. Para verificar la posibilidad de encontrar un comporta-
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(d) LSF para soluciones sobresaturadas de agua y fructosa.

Figura 5.4: LSF vs pTg{T q2 para distintas soluciones acuosas sobresaturadas de azúcares.
Barras de error del 3%.
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miento universal similar entre diferentes soluciones azúcar-agua en el régimen sobresaturado,
aplicamos el mismo procedimiento que el utilizado anteriormente para obtener los estados
correspondientes mediante la construcción de gráficas maestras [92,93] para cada solución de
azúcar. Para lo cuál se elige una nueva temperatura de referencia Tb tal que todas las rectas
que representan el LSF caigan en una sola, sumando un factor ψ a cada ecuación a una
concentración determinada, aśı,

LSFTb
“ log

ηpT q

ηpTbq
“ LSFTg ` ψ

que se reecribe como

LSFTb
“ log

ηpT q

ηpTgq
“ log

ηpTgq

ηpTbq
“ m

ˆ

Tg
T

˙2

` bpTgq ` ψ

por tanto,

ψ “ log
ηpTgq

ηpTbq
“ ´log

ηpTbq

ηpTgq
“ ´m

ˆ

Tg
T

˙2

´ bpTgq

aśı, podemos encontrar en cada caso el valor de Tb

Tb “

«

c

´pbpTgq ` ψ

m

ff´1

“ fTg

Este procedimiento se desarrolla de igual forma en el caṕıtulo 2 para los ĺıquidos
sobreenfriados. Este calculo se repite para todas las concentraciones disponibles. En la figura
5.5 se presentan los gráficos maestros para cada solución y en la tabla 5.1 se reportan los
valores correspondientes para cada solución.

Como se observa, hemos obtenido un resultado similar sobre la universalidad para
cada solución de azúcar, en el régimen sobresaturado, en términos de concentración, al que
obtuvimos anteriormente en el caso de los ĺıquidos sobreenfriados en términos de temperatura.

Los parámetros de ajuste lineal se reportan en la tabla 5.1 donde se incluye el factor f
que nos ayuda a relacionar el valor de la nueva temperatura de referencia con la temperatura
de transición v́ıtrea correspondiente para cada soluto. Los valores de estos factores son muy
similares para diferentes concentraciones. En el caso de ĺıquidos sobreenfriados simples, un
valor similar f „ 1.2, teńıa un significado f́ısico definido en términos de la temperatura de
entrecruzamiento. En el caso de soluciones acuosas de azúcar sobresaturadas, actualmente
se carece de información experimental sobre los valores de la viscosidad para temperaturas
más bajas, por lo que es no se puede predecir cualquier interpretación.

Finalmente, en la Figura 5.7 se presenta el LSF pTbq de las soluciones de trehalosa y
lactosa. Para establecer una posible universalidad entre distintas azúcares se procede a la
construcción de un gráfico maestro adicional para estas dos soluciones de azúcar diferentes
(Fig.5.7b). Para esta universalidad se emplea un desplazamiento de -0.23 para trehalosa a
nuestros valores de referencia. Siguiendo los cálculos correspondientes a través de LSF pT 1

bq.
Estos resultados que se muestran en las figuras 5.7 y 5.6 sugieren que la viscosidad de estas
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(a) LSF pTbq para soluciones sobresaturadas de agua y sacarosa.
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(c) LSF pTbq para soluciones sobresaturadas de
agua y lactosa.
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(d) LSF pTbq para soluciones sobresaturadas de agua y fructosa.

Figura 5.5: Estados correspondientes para los datos de viscosidad de soluciones sobresatura-
das en función de la temperatura reducida pTb{T q2. Barras de error del 3%.
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Azúcar Concentración Tgpcq ψ m bpTgq f Tbpcq
Sacarosa 65 192.18 -0.05 11.164 -17.644 0.797 153.086

70 202.29 -0.04 10.966 -17.529 0.792 160.184
72 209.32 0.03 9.91 -17.165 0.76 159.189
75 216.52 0.03 10.669 -17.475 0.781 169.036
78 224.53 0.02 11.515 -17.863 0.802 180.172
80 228.47 -0.04 11.058 -17.552 0.795 181.549
83 238.54 0 12.222 -18.17 0.82 195.637
85 246.04 0.03 11.959 -18.055 0.813 200.077
LSF 14.877 -16.797

Fructosa 70 202.32 0 12.519 -18.776 0.816 165.187
75 212.54 0.05 13.016 -19.079 0.827 175.776
80 224.47 0.48 12.903 -19.509 0.823 184.835
85 238.67 0.15 13.805 -19.682 0.841 200.662
LSF 14.469 -14.7

Lactosa 30 161.69 0.02 6.047 -16.337 0.609 98.434
40 172.57 0 6.249 -16.379 0.618 106.59
50 185.97 0.04 6.525 -16.508 0.629 117.064
LSF 14.078 -16.112

Trehalosa 38.3 165.52 0.4 7.415 -16.529 0.678 112.222
39.2 166.45 0 8.586 -16.638 0.718 119.572
48.1 176.69 0.25 7.883 -16.624 0.694 122.59
54.9 185.85 0.17 8.517 -16.783 0.716 133.063
60.2 194.88 0.1 9.02 -16.904 0.733 142.779
LSF 15.028 -16.314

Cuadro 5.1: Valores correspondientes de ψ , f y la temperatura Tb.
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Figura 5.6: Universalidad para las soluciones sobresaturadas de sacarosa ⃝ y fructosa ˝.

soluciones, en el régimen sobresaturado, puede tener comportamientos similares. En cuanto
a su uso en protocolos de criopreservación para evitar la formación de hielo, se pueden usar
diferentes soluciones de azúcar en diferentes concentraciones, para lograr resultados similares.
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Figura 5.7: Universalidad para las soluciones sobresaturadas de lactosa y la trehalosa.
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Los az�ucares y sus aplicaciones biol�ogicas

Algunos seres vivos tienen la habilidad de sobrevivir durante largos peŕıodos de tiempo
bajo condiciones de muy bajas temperaturas al no presentar daños por la inhibición de
la formación de hielo dentro de sus estructuras. A partir del final del siglo XIX, varios
botánicos se dieron cuenta de que algunas plantas sobreviv́ıan las bajas temperaturas del
invierno acumulando sus propias azúcares presentando una alta concentración de las mismas
en hojas y ráıces. Este comportamiento se notó también en otros tipos de organismos
tales como la rana del bosque (Lithobates sylvaticus) y los tard́ıgrados (Tardigrada). Esta
sobrevivencia conocida como “animación suspendida” se realiza a través de la deshidratación
de parte del organismo y la śıntesis de las azúcares presentes generando una transición
v́ıtrea. Estos comportamientos naturales llevaron a que varios cient́ıficos a principios del
siglo XX comenzaran a proponer mecanismos para generar una criopreservación artificial en
células y tejidos en el laboratorio emulando esta transición v́ıtrea agregando diferentes tipos
de azúcares. Una de las contribuciones más importantes fue realizada por Basile Luyet,
quién se basó en los trabajos de Tammann acerca de la transición v́ıtrea. La ciencia de
alimentos contribuyó a estos resultados y a las teoŕıas que se generaron.

Al d́ıa de hoy, la criopreservación por vitrificación de soluciones acuosas de azúcares tiene
muchas aplicaciones tanto para células y tejidos y en la industria farmacéutica aśı como
en la ciencia de alimentos. En este trabajo se presentan aplicaciones en los dos primeros
campos. Las aplicaciones en la ciencia de alimentos utilizando nuestros resultados es un
trabajo que aún se encuentra en proceso.

6.1. La relevancia de los azúcares en los procesos de criopreserva-
ción por vitrificación

El agua es esencial en la vida y está presente tanto dentro como fuera de las células en
una cantidad mayor al 70%, por lo que se suele decir que las células son pequeños sacos de
agua. El contenido de agua adecuado es factor clave en el correcto funcionamiento de los
organismos. Las propiedades fisicoqúımicas del agua como por ejemplo una menor densidad
en estado sólido, y como consecuencia la flotación del hielo en la superficie, permiten la vida
en el fondo de las aguas.

La preservación de células, tejidos u órganos se realiza a bajas temperaturas, donde bajas
temperaturas son aquellas denominadas criogénicas por debajo de 0°C. En la figura 6.1 se
describe brevemente algunas de los efectos de las bajas temperaturas en los sistemas biológi-
cos.

El desarrollo de la preservación celular se vio impulsada por la tecnoloǵıa de bajas tem-
peraturas a finales del siglo XIX, como la del helio o nitrógeno liquido („ ´200C) [251]. Sin
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Figura 6.1: Intervalos de temperatura y las distintas implicaciones en los sistemas biológicos.

Proceso CPAs Tiempo de alma-
cenamiento

Tipo de célula y
desaf́ıos

Almacenamiento
hipotérmico

Isotérmico „ 4C PBS, sales, etc. periodos cortos
( dias)

células (glóbulos
rojos)

Criopreservación Enfriamiento
lento
p0.1´ 50qºC/min

Bajas concentra-
ciones de CPAs

Largos periodos
de tiempo, tem-
peraturas bajas
„ ´150C

células reproduc-
tivas

Vitrificación Enfriamiento
rápido
ą 100C{min

Altas concentra-
ciones de CPAs

Largos perio-
dos de tiempo
vitrificadas, tem-
peraturas bajas
„ ´150C

embriones, célu-
las madre, repro-
ductivas, tejidos,
órganos.

Cuadro 6.1: Distintos procesos de preservación.

embargo, sus oŕıgenes se remontan a los estudios y observaciones en los procesos adaptativos
desarrollados por diversos organismos en la naturaleza a inicios del siglo XX [252]. Estos
mecanismos de supervivencia son procesos adaptativos de conservación desarrollados por
las condiciones extremas del medio ambiente [253], los cuales se dividen en dos principales
grupos: la tolerancia al hielo formado y la prevención a la formación de hielo. Siendo el hielo,
el principal enemigo de la célula a temperaturas bajo cero, ya que causa muerte celular.
Uno de los ejemplos más interesantes es una tolerancia natural desarrollada en al menos
cuatro especies de ranas que hibernan en tierra como la rana sylvatica [254]. De hecho,
fue en la década de 1880, cuando Muller y Thurgau documentaron la relación entre la for-
mación de hielo y la deshidratación celular como la causa principal de la muerte celular [103].

Con el surgimiento de la criopreservación y la crioboloǵıa, estos procesos adaptativos
naturales en los organismos se estudian e implementan de forma artificial en el laboratorio
con el fin de preservar células, tejidos, órganos, etc. durante largos periodos de tiempo que
van desde d́ıas, semanas o años [255].

Se han desarrollado distintos métodos de preservación a bajas temperaturas, en la tabla
6.1 se describen brevemente algunas técnicas y su principal campo de aplicación. En el
almacenamiento hipotérmico, las temperaturas rondan alrededor de los 4°C, al ser una
temperatura baja pero por arriba de la temperatura de cristalización del agua, ralentiza
los procesos biológicos celulares pero sin dañarlas, los otros métodos descritos utilizan
temperaturas por debajo de los 0°C, por lo que la formación de hielo es inminente siendo
esta la principal causa de muerte de las células y tejidos.
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La gran cantidad de agua en el ambiente celular hace casi imposible la formación de
hielo durante la criopreservación aún utilizando velocidades de enfriamiento muy grandes.
Sin embargo, es posible minimizar la cantidad de hielo formado, como por ejemplo retirando
cierta cantidad de agua o agregando sustancias a la solución. Agregar un soluto al agua
perturba el sistema completo causando variaciones en las propiedades termodinámicas,
las llamadas coligativas, como se vio en los caṕıtulos anteriores. Estas acciones permiten
minimizar la cantidad y el tamaño de los cristales de hielo formado, sin embargo, causan
efectos nocivos no deseados, lo que se conoce como toxicidades, como por ejemplo cambios
conformacionales en la membrana celularvi, o inclusive problemas en la motilidad de los
expermatoziodes por nombrar un ejemplo en particular. Actualmente existen otras técnicas
que prometen mejorar los procesos de criopreservación minimizando la cantidad de hielo
por medio de pulsos electromagnéticos [256], ondas de sonido [257] o mediante procesos
isocóricos [258–260].

Mecanismos e implicaciones en el proceso de congelación de célular

Durante el proceso de preservación celular se identifican ciertos eventos f́ısicos importantes
dependiendo de la velocidad de enfriamiento como se observa en la figura 6.2. De acuerdo al
diagrama entre los ´2 y ´5 ºC debido a los solutos agregados a la solución, se baja el punto
de congelación y es a partir de esta temperatura que el hielo puede comenzar a aparecer, por
lo que la célula no tiene daño aparente. A temperaturas menores el hielo inminentemente
aparece y dependiendo de la velocidad de enfriamiento pueden ocurrir tres eventos distintos:
i) si la velocidad de enfriamiento es lenta se formará hielo en el exterior de la célula ya sea
de forma homogénea o heterogénea que irá incrementando de tamaño conforme disminuye
la temperatura, causando que el agua disponible dentro de la célula se transporte hacia
afuera por la diferencia de potencial qúımico y la célula se deshidrate, se cree que esta agua
intracelular no se congela debido a que la membrana bloquea el crecimiento del hielo en el
citoplasma. ii) Si el enfriamiento es intermedio, el hielo se formara tanto en el interior como en
el exterior de la célula, pero su tamaño será pequeño a comparación de i), esto debido a que
una mayor cantidad de agua permanece dentro de la membrana e inminentemente aparecerá
el hielo a bajas temperaturas. iii) en este último caso si la célula se enfŕıa demasiado rápido,
la cantidad de hielo formada en ambos lados de la célula será mı́nima, quedando vitrificada,
pero en el momento de calentar la muestra estos cristales crecerán a menos que se inhiba de
alguna manera. En los dos últimos casos se mantiene la tonicidad celular.

Los azúcares juegan un papel muy importante en la criopreservación, por un lado tienen
una temperatura de transición v́ıtrea mucho mayor que la del agua, varios cientos de grados,
haciendo que la solución contenedora de las células o tejidos incremente la temperatura
de transición siendo más fácil el proceso de vitrificación. Además se ha mostrado que la
interacción de los azúcares con la membrana celular previene estos cambios conformacionales
reemplazando las moléculas de agua y creando una especie de capsula [262]. En estos proce-
sos, la viscosidad es un factor clave, pues el incremento de la viscosidad con la temperatura
disminuye el proceso de trasporte de moléculas de agua para formar los cristales, quedando

viEsto es generado por los esfuerzos mecánicos a causa de la presión osmóticas generada por variaciones
en la concentración de la solución estabilizadora
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Figura 6.2: Esquema de los eventos fisicoqúımicos en la célula durante el congelamiento. Los
exágonos dibujados son cristales de hielo formados, el tamaño variable también se incluye de
forma ilustrativa sobre el crecimiento de los cristales dependiendo del proceso [261].

atrapada en una matriz vitrificada.

6.1.1. Los azúcares como agentes crioprotectores (CPAs)

Como es sabido la temperaturas más bajas en la tierra suelen registrarse en territorios
de Rusia, de hecho la temperatura mas baja registrada aparentemente ha sido de poco mas
de -90ºC en la estación Vostok ubicada en la Antártida [263]. En muchos territorios del
planeta, los inviernos o durante todo el año, los seres vivos sobreviven a temperaturas bajo
cero. En 1907 Lidfors se percató que el sabor del camote cambiaba en las estaciones más
fŕıas del año, volviéndose más dulce, y estudio sobre la acumulación de azúcar durante el
inverno en las plantas de hoja perenne, hecho que derivó en la hipótesis del la acumulación
de azúcar al disminuir la temperatura [264]. En investigaciones posteriores, Maximov [264]
documentó los cambios en la concentración de azúcar en la savia de las plantas de su jard́ın
como en la Petunia y la Magnolia, además estudió la variación de otras sustancias durante
el enfriamiento como las sales. Con todas estas evidencias sobre el rol protector de los
azucares, en 1927 Akerman [265] añadió de forma intencional en sus experimentos azúcares
y otras sustancias como glicina, urea y eritrita en las muestras biológicas, percatándose
particularmente de la caracteŕıstica no penetrante del azúcar y sus propiedades ’protectoras’.

Tres años después de este experimento, W. Stiles publicó sobre la existencia de soluciones
at́ıpicas que forman una gelatina grumosa en lugar de una separación eutéctica [103].
Además reportó sus resultados experimentales al utilizar diferentes procesos de congelación
a partir de los cuales concluyó que el mejor proceso para la supervivencia celular es aquel
que minimiza los núcleos cristalinos aśı como el tamaño del cristal, esta relación entre
cristalización y la velocidad de enfriamiento fue el trabajo desarrollado sobre los ĺıquidos
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sobreenfriados por G. Tammann varios años antes [266]. Aśı, la razón de enfriamiento fue
introducida como una nueva variable en los procesos de criopreservación por Basile Luyet a
fines de 1930 inspirado por el trabajo de G. Tammann en los poĺımeros.

 Cronología

 1886 Muller-Thorgau  formación de hielo y muerte celular

 1907 Lidforss
 Acumulación de azúcar como 
 protección - implementación artificial

 1912 Maximov
 Incremento en la concentración de 
 azúcar a bajas temperaturas

 1927 Akerman
 Los azúcares como CPAs no 
 penetrantes

 1930 B. Luyet / W. Stiles
 Vitrificación como método de 
 preservación

 1949 Polge, Smith, Parkes  Descubrió la glicerina como CPA

 1986 F. Franks
 Soluciones sobresaturadas y la 
 metastablidad

 1952 Luyet, Keane Descubrió el DMSO como CPA

 1963 Mazur
 La razón de enfriamiento y sus 
 implicaciones

 1969 Karow Clasificación de los CPAs

 1977 MacKenzie Establecimiento del SPD

 1985 Crowe
 Teoría de reemplazo de agua por 
 azúcares en la membrana celular

Figura 6.3: Cronoloǵıa de algunos hechos importantes en el desarrollo de la las tecnoloǵıas
de criopreservación y la relevancia de los azúcares.

B. Luyet fue el pionero en utilizar la vitrificación como un método de criopreservación, en
sus primeros experimentos mostró este hecho usando espermatozoides de rana en soluciones
de sacarosa, donde reportó la disminución del porcentaje de espermatozoides muertos [267].
En sus muchos trabajos publicados, Luyet también presentó varios análisis sobre el proceso
de vitrificación y sus implicaciones en las soluciones, como por ejemplo las distintas estruc-
turas y tamaño del hielo formado en las soluciones de azúcar [112]. En base a este trabajo se
evidenció que los principales factores a mejorar en los distintos procesos de criopreservación
son tanto la velocidad de enfriamiento como el tipo y cantidad de los agentes crioprotectores o
CPAs (por sus siglas en ingles) en la solución amortiguadora o conocido como buffer [114,268].

Clasificación de los CPAs

De la termodinámica de las soluciones y de los procesos de cristalización estudiados en
los primeros caṕıtulos, se sabe que la adición de ciertas sustancias a la solución pueden
favorecer o disminuir la formación de cristales en influir en el tamaño y forma, aunque
el proceso de cristalización son muchas más las variables involucradas. Los CPAs, son
todas aquellas sustancias qúımicas que se agregan a la solución con el fin de mejorar la
supervivencia celular durante cierto proceso. Se ha estudiado extensamente la cantidad y
tipos de CPAs adecuados para cada caso, ya que como efecto secundario produce toxicidades.

En 1966, G.F. Doebbler [162] presentó una revisión de casi cincuenta tipos diferentes de
CPAs utilizados hasta esa fecha, en su listado incluyo en que casos fue usada, su estructura
molecular, su comportamiento en soluciones acuosas y también sus implicaciones en la
actividad crioprotectora de cada uno. Resumió una lista de compuestos polihidroxilados,
polisacáridos y poĺımeros entre otros. El glicerol, más conocido como glicerina , fue un CPA
incluido de forma accidental a finales de la década de 1940, cuando C Polge trabajaba
con semen de pollo y de toro, sin saberlo lo agregó a las muestras teniendo un éxito
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Azúcares y
polialcoholes Alcoholes y
derivados Poĺımeros Sulfóxidos y amidas Aminas Amidas
Glucose Metanol Polietilenglicol(PEG) Dimetilsulfóxido Prolina
Galactosa Etanol Polivinilpirrolidona(PVP) Acetamida Glutamina
Lactosa Glyerol Dextrano Formamida Betaina
Sacarosa Propilenglicol Ficoll Dimetilacetamida(DMA)
Trehalosa Etilenglicol
Rafinosa
Fructosa
Glucosa
Manitol
Solbitol

Cuadro 6.2: Agentes crioprotectores comúnmente utilizados en el laboratorio [272].

inusual en la recuperación celular después del proceso [269, 270]. Tal fue el éxito que
tuvo una fuerte importancia económica en la industria de la inseminación artificial, de
hecho la investigación en esta área fue impulsada principalmente por la preservación de
las células reproductivas de los caballos y otros animales de gran valor como los toros.
El primer mamı́fero reproducido de forma artificial con espermatozoides criopreservados
fue un ternero, en el año de 1951 [255]. La motilidad del espermatozoide es el criterio
que te suele tomar en cuenta para evaluar el éxito del procedimiento de congelación. Se
ha demostrado que una concentración demasiado alta de glicerina en el semen ĺıquido
disminuye la fertilidad ya que se daña la membrana celular del esperma. Los primeros expe-
rimentos sobre la criopreservación de espermatozoides humanos fueron reportados en 1940
y el primer embarazo a partir de un embrión humano criopreservado se reportó en 1983 [271].

Los CPAs se suelen clasificar en dos grupos principales: penetrantes y no penetrantes, los
primeros se caracterizan por poseer un bajo peso molecular permitiéndose el paso a través
de la membrana celular, caso contrario de los agentes no penetrantes que suelen ser de alto
peso molecular como los azúcares impidiéndoles el paso por la membrana. Esta clasificación
se propuso desde los 70’s por A. Karow [273]. Los agentes penetrantes presentan una mayor
toxicidad provocando diversos efectos adversos como daño o rompimiento en la membrana
celular, afectación en las funciones enzimáticas, disminución en el desarrollo celular y
embrionario, afectación en la motilidad del esperma (como el caso de la glicerina), e inclusive
puede causar reducción en la función de la mitocondria o dañar el ADN directamente. En
general, los CPAs del tipo penetrantes causan modificaciones en los procesos bioqúımicos
dentro de las células. Es por esto que se suelen usar en pequeñas cantidades. Por otro lado,
los CPAs no penetrantes pueden ser menos tóxicos pero la protección que brindan en algunos
casos puede ser menos efectiva. Ya que ofrecen protección extra celular pero no intracelular.

Los investigadores que trabajan en el laboratorio suelen decir que ’determinar la causa
del daño a menudo es más dif́ıcil que identificar la existencia del daño’. En este sentido,
la toxicidad puede ser espećıfica, es decir, que proviene de un crioprotector en particular
(toxicidad espećıfica) o una puede ser una toxicidad que es consecuencia propia de los CPAs
(no especifica) [274]. Las diferencias en los grados de toxicidad de los distintos CPAs se
deben principalmente a las diferentes condiciones experimentales, como a la temperatura, la
concentración y el tiempo de exposición al CPA.
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Con la experimentación se demostró que la mezcla diferentes CPAs aumenta la supervi-
vencia celular [275], ya que ofrece una protección más amplia. Sin embargo, algunos de los
CPAs presentados en la lista de A. Karow son inviables debido a sus efectos secundarios
por tanto a partir de los resultados experimentales, la cantidad de agentes crioprotectores
se redujo a la mitad. Aśı, G. D. Elliott y colaboradores (2017) presentaron una lista más
reducida de sustancias viables [272]. En la tabla 6.2 se incluyen los distintos CPAs. En los
últimos cuarenta años se han estudiado combinaciones de los diferentes CPAs, en la actua-
lidad ya se cuenta con muchas soluciones de formulación patentada listas para ser usadas
en laboratorio como el FucoPol [276]. Formulaciones similares son por ejemplo el VS55,
VS1, M22 o DP6 [277–279]. Cada formulación se recomienda para diferentes tejidos y células.

Otro tipo de sustancias utilizadas son los solventes eutécticos profundoso o DESs por
sus siglas en ingles (Deep Euthectic Solvents), que incorporan moléculas biocompatibles
a los CPAs [280–284]. Los NADES son capaces de minimizar la cristalización a bajas
temperaturas alcanzando altas viscosidades favoreciendo la vitrificación.

Los azúcares como CPAs

Los azúcares son excelentes agentes crioprotectores debido a que no son tóxicos y
tienen la capacidad de proteger las membranas celulares [285]. Por ejemplo, D. Martinetti
y colaboradores observaron que, para las células madre, el uso de trehalosa mejora la
supervivencia celular en concentraciones altas (0.3 M-1.25 M), obteniendo los mejores
resultados a concentraciones altas [286] a diferencia de un estudio similar en las mismas
células donde la sacarosa mostró un mejor desempeño [287].

A concentraciones muy bajas, se ha informado que la trehalosa no presenta diferencias
notables en comparación con otros disacáridos como la sacarosa, la maltosa y la lactosa en
espermatozoides de cabra [288]. Sin embargo, a medida que aumenta la concentración de
trehalosa, se observa un claro aumento en la recuperación con diferencias significativas, en
este estudio se utilizaron seis azúcares diferentes: galactosa, glucosa, meliobiosa, lactosa,
trehalosa y sacarosa, en tres concentraciones diferentes. Después de un amplio análisis,
de todas las azúcares descubrieron que tanto trehalosa y la lactosa brindan una mayor
viabilidad de las celular en comparación con los demás azúcares [289]. Como se ha mencio-
nado, los azúcares y en general todos los CPAs tiene efectos diferentes en diversos tejidos y
células biológicas, es por esto que se han refinado los protocolos para cada tejido celular [290].

Se ha mostrado en diversas investigaciones la baja toxicidad de los azúcares [274], además
de su capacidad que tienen en la estabilización de la membrana celular disminuyendo la de-
formación debido a la conformación de las moléculas de azúcar [291], este efecto favorecedor
se ha documentado particularmente relevante con la trehalosa como concluye el grupo de in-
vestigación de L. M. Crowe después de treinta años de investigación [292,293]. Sin embargo,
dado que los azúcares son no penetrantes, los efectos positivos que tienen este tipo de sustan-
cias sólo se tienen en el exterior de la célula, es por esto que actualmente se esta investigando
lo que se conoce como ’artificial sugar delivery’, es decir, en introducir los azúcares o molécu-
las grandes al interior de la célula de forma artificial. En la figura 6.4 se muestran algunas



Caṕıtulo 6 - Aplicaciones biológicas

formas artificiales de introducir los azúcares en la célula. A principios del siglo A. Eroglu y
su equipo [152] crearon poros en la membrana de células madre para introducir trehalosa,
como resultado el porcentaje de supervivencia fue mayor que cualquier otro método usado,
esto abrió la puerta a nuevos protocolos de criopreservación.

Figura 6.4: Formas de introducir artificialmente los azúcares al interior de la célula.

Actualmente ya se tiene implementado en diversos protocolos algunas técnicas de este
tipo y han mostrado muy buenos resultados. Algunas de estas técnicas utilizan ultrasonido,
nanopart́ıculas en forma de nanocápsulas portadoras [294, 295], electroporación o electro-
permeabilización [296], choques térmicos [297] entre otros [298]. Por ejemplo, B. Dovgan y
colaborarores [299], quienes criopreservaron dos tipos de células estromales mesenquimales
humanasvii. Sin embargo, comparando los resultados finales con los métodos convencio-
nales utilizando dimetilsulfóxido no fue muy diferente la superviviencia celular. Pero esto
puede ser debido a los tipos de células tratados, ya que se tiene bien documentado que
en el caso de espermatozoides la afectación en la motilidad debido al DMSO es alta [300,301].

6.1.2. Evidencias de universalidad en la criopreservación celular

En el año 2008 Yu. A. Petrenko y D.R.E. Jones diseñaron un protocolo con el fin de
evaluar el efecto de la adición de sacarosa a distintos medios de criopreservación de células
progenitoras hematopoyéticasviii derivadas del h́ıgado fetal humano, su principal objetivo

viiLas células madre mesenquimales, también conocidas como células estromales multipotentes o células
estromales mesenquimatosas, son células madre adultas no hematopoyéticas multipotentes que están presentes
en múltiples tejidos como en la médula osea y el tejido adiposo.
viiiSon células inmaduras que se puede transformar en todos los tipos de células sangúıneas, como glóbulos

blancos, glóbulos rojos y plaquetas
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fue reducir la concentración de DMSO debido a sus efectos adversos [302]. Las células fueron
preservadas en soluciones con distintas concentraciones de DMSO con o sin sacarosa. Los
resultados finales fueron comparados con una solución estándar de criopreservación. En
este experimento utiliza una razón de enfriamiento de 1 °C/min hasta los -80°C usando
nitrógeno y después las muestras son almacenadas a -196 °C durante 3 meses. Para su
análisis posterior, las muestras se descongelaron en un baño de agua a 37 °C, se retiran los
CPAs mediante un lavado y finalmente se determina la tasa de recuperación y la viabilidad
celular.

En un trabajo publicado en el año 2012 por G. Quan y sus colaboradores sobre el
congelamiento de espermatozoides de cabra reportaron que tras comparar la eficacia tipo
de solución patentada de uso común denominado ’NS’ con soluciones de azúcares como
trehalosa, sacarosa y maltosa, el efecto de la criopreservación en la motilidad de las células
con azúcares fue significativamente menor que la de que aquellos tratados con la solución
NS, pero la presencia de disacáridos mostró mayor protección del acrosomaix. Además, para
los casos de sacarosa y maltosa la diferencia en el resultado no es diferente, lo que implicaŕıa
una protección común posiblemente derivado de propiedades fisicoqúımicas semejantes en
solución. Quizá la superviviencia y motilidad abŕıan sido mayores, pero no se agregó glucosa
que resulta ser esencial para la supervivencia de los espermatozoides de cabra durante la
congelación.

Recientemente Mutsenko et al [303] preservaron células madre mesenquimalesx del
cordón umbilical humano utilizando azúcares como el CPA único mediante electroporaciónxi.
Evalúan tres azúcares diferentes: sacarosa, trehalosa y rafinosa para distintas concentracio-
nes. Después del procedimiento experimental descrito previamente, observaron una mejora
proporcional con la concentración obteniendo un porcentaje muy alto de células viables
alrededor de 80% utilizando la concentración máxima. Independientemente del tipo de
azúcar, a altas concentraciones, la supervivencia celular es similar. Como los investigadores
declaran en su trabajo, estos hallazgos sugieren un comportamiento universal de los
resultados obtenidos con diferentes soluciones de azúcar.

Se demostrado una mejora en la supervivencia gracias al uso de los azúcares en diferentes
circunstancias [304–309]. Sin embargo, aún hay muchas preguntas sobre los resultados
obtenidos pues los mecanismos f́ısico qúımicos implicados son muy dif́ıciles de describir
debido a la complejidad de los procesos, el número de variables a considerar y todas las
interacciones involucradas. A partir de diversos estudios, la evidencia muestra que los
azúcares y su interacciones con la membrana celular son responsables de su preservación
durante los procesos de desecación y congelación. Sin embargo, el mecanismo molecular
mediante el cual los azúcares ofrecen esta protección no está del todo comprendida [157].

Desde un punto de vista macroscópico se ha atribuido los buenos resultados gracias

ixEl acrosoma es un pequeño depósito situado en el extremo de la cabeza del espermatozoide que contiene
las enzimas necesarias para la penetración del esperma en el óvulo

xLa función de estas células es reparar tejidos y órganos, mejorar su función, modular el sistema inmu-
nológico y reducir la inflamación

xiEsta técnica permite la apertura de canales en la membrana celular lo que facilita la penetración de
sustancias al interior de la célula
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a que las soluciones de azúcares vitrifican gracias al aumento de la viscosidad con la
concentración y la disminución de la temperatura. Este comportamiento está relacionado
con el coeficiente de actividad de este tipo de soluciones, cuyo valor negativo implica una
interacción más fuerte entre las moléculas de agua y azúcar que entre las moléculas de
agua, lo que reduce la formación de hielo. Recientemente, C. Olsson y J. Swenson [250]
mostraron que la presencia de trehalosa ’perturba’ la estructura general de la solución
y esto modifica el proceso de cristalización del agua, efecto similar para la sacarosa. De
estas observaciones hay algunas diferencias notables principalmente a bajas concentraciones
pero conforme se incrementa la concentración estas desaparecen. Todas las teoŕıas apuntan
como resultado común una universalidad en las propiedades f́ısicas de las soluciones de azúcar.

6.2. Las part́ıculas liṕıdicas nanométricas (LNPs) y las vacunas

En los últimos 30 años, el estudio de diferentes nanoportadores para mejorar la entrega
de ARNm ha sido muy importante para desarrollar nanomedicamentos para tratar diversas
enfermedades y prevenir infecciones a través de vacunas [155, 310–313]. Las nanopart́ıculas
liṕıdicas (LNPs) más importantes pueden atravesar la membrana celular y transmitir
información genética. Se han propuesto diferentes métodos tecnológicos para encapsular
y crear LNPs para entregar un tipo espećıfico de ácido ribonucleico mensajero (ARNm)
para atacar tejidos y células espećıficos con la respuesta inmune deseada, presentando baja
toxicidad y su posterior biodegradación dentro de la célula [314]. Uno de los principales
problemas a considerar es la estabilización del LNP donde se encapsula el ARNm para ser
entregado a tejidos y células espećıficos para silenciar o expresar ciertos genes.

Las nanopart́ıculas basadas en ĺıpidos, part́ıculas liṕıdicas o mejor conocidas como LNPs
(lipid nanoparticles) son part́ıculas portadoras capaces de encapsular los ácidos nucleicos
en su interior, inhibiendo su degradación con el fin de transportar estas moléculas hacia
un objetivo determinado. Después de años de investigación, las LNPs han probado ser el
mejor método para introducir de manera eficiente y segura el ADN [315], siARN [316] y
recientemente mARN [317] a las células.

Las LNPs suelen estar formuladas con un ĺıpido catiónico ionizable, un ĺıpido auxiliar,
colesterol y un ĺıpido PEGilado. En la figura 6.5 se muestra la conformación de las LNPs
aśı como su composición. Esta composición de las LNPs facilita la entrada a la membrana
celular para permitir la liberación de los ácidos nucleicos del endosoma y finalmente los
liberan en el citosol de la célula donde se activan. Cada componente proporciona la acción
requerida del LNP para la entrega precisa del ARNm al objetivo deseado [318]. Debido a esta
composición, las LNP son capaces de cruzar la membrana celular y liberar los compuestos
qúımicos que se transportan en su interior [319].

La estabilidad de un fármaco es uno de los desaf́ıos más grandes. Y siendo las LNPs
un medio transportador, también tiene que asegurarse su estabilidad en el medio, con
la preservación de su forma y tamaño. Se han realizado numerosos experimentos con el
fin de mejorar la formulación, eficiencia y seguridad, de estas part́ıculas en condiciones
de laboratorio y en vivo aśı como durante el almacenamiento y transportación. Para
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Figura 6.5: La estructura y composición de los LNPs utilizados para las vacunas contra el
covid-19 basadas en ARNm. Los fosfoĺıpidos son los componentes principales con colesterol
y ĺıpidos PEGlicados incrustados para disminuir la degradación de LNP. En la formulación
se incluyen azúcares como sacarosa y trehalosa para reducir los efectos oxidativos sobre los
fosfoĺıpidos, la agregación o fusión de nanopart́ıculas y la permeabilización gradual de la
bicapa liṕıdica evitando fugas.

mejorar su almacenamiento y funcionalidad, los LNP deben almacenarse a temperaturas
muy bajas introduciéndolos en nitrógeno ĺıquido. Varios estudios han demostrado que los
azúcares, los CPA no penetrantes, especialmente la sacarosa, estabilizan las capas liṕıdicas
de las LNP, ya que presentan una estructura similar a la de una membrana celular. El
ARNm se empaqueta en su interior y ambos se congelan mediante vitrificación, evitando
esfuerzos elásticos y térmicos. En literatura se reporta que mediante diferentes métodos,
diferentes azúcares, sacarosa, trehalosa o glucosa, en diferentes concentraciones, presentan
resultados similares [157–159, 320]. Los disacáridos presentan baja movilidad molecular
debido al aumento de la viscosidad al bajar la temperatura promoviendo la vitrificación [321].

Es importante mencionar que las nanopart́ıculas se ensamblan por śı mismas debido a
interacciones hidrofóbicas-hidrof́ılicas y electrostáticas entre sus diferentes componentes, y ya
se tienen bien establecidos los protocolos para su formulación. Sin embargo, es inevitable que
pasado un tiempo tiendan a desintegrarse. Se tiene bien definido al menos dos mecanismos
involucrados en la inestabilidad de las LNPs, por un lado los esfuerzos mecánicos, que
pueden provocar daños en la membrana liposomal, y por otro lado las transformaciones
qúımicas que pueden afectar su funcionamiento. Algunos de los problemas más comunes
que causan esta degradación incluyen la oxidación de los fosfoĺıpidos, la agregación y
fusión de las nanopart́ıculas y la permeabilización gradual de sus membranas causando
con fugas. Estos efectos adversos en las LNPs se pueden disminuir mediante el uso de
agentes estabilizadores como el polietilenglicol (PEG), agentes crioprotectores (CPAs) como
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por ejemplo la sacarosa y la trehalosa entre otras [322], y su preservación en ambientes
con bajo contenido de agua, es decir la liofilización ya sea por congelación y o secado al vaćıo.

El ARN mensajero es usado para la prevención y el tratamiento de una amplia gama
de enfermedades. El éxito alcanzado más reciente que todos hemos conocido es el de las
dos vacunas de mRNA contra en covid-19 producidas por los laboratorios de Moderna
y Pfizer-BioNTech [323]. El premio Nobel de medicina del año pasado 2023 se otorgó a
Katalin Karikó y Drew Weissman por el desarrollo de esta vacuna. En la última década, la
FDA aprobó más de 10 medicamentos diferentes basados en la administración de ARNm a
través de LNP, como vacunas de ARN personalizadas para prevenir varios tipos de tumores
cancerosos y otras enfermedades [155,156,160,311,314].



Parte III

Conclusiones

79
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Conclusiones y perspectivas

Un gran número de CPAs se han incluido en los distintos procesos de criopreservación,
sin embargo los azúcares han demostrado ser el CPA menos tóxico y se han utilizado
para preservar diversos tipos de tejidos aśı como par estabilizar fármacos. Los agentes
criopreservadores están siendo sustituidos por azúcares por lo que actualmente se están
desarrollando varias técnicas para mejorar la difusión de los azúcares a través de las mem-
branas celulares [161]. El estudio de su viscosidad a temperaturas bajo cero es sumamente
importante, ya que inhibir la formación de hielo dentro de la célula es vital.

Desde un punto de vista termodinámico de equilibrio, no podemos reconocer un ĺımite
f́ısico entre la solución no saturada y la región sobresaturada, ni como una curva de
coexistencia ni como el lugar geométrico de mediciones experimentales de saturación. Se ha
comentado sobre los obstáculos experimentales que pueden encontrarse para su identificación
en procedimientos experimentales. El análisis de la razón de cambio de la viscosidad en
las proximidades de esta región utilizando un diagrama de Angell, puede proporcionar
una alternativa para una determinación f́ısica de esta frontera mediante el incremento de
este coeficiente de transporte. Desafortunadamente, en algunos casos no hemos encontrado
más datos experimentales para las viscosidades en esta vecindad y nuestro análisis es limitado.

Este trabajo contribuye en la descripción de un sistema fuera de equilibrio, como una
alternativa a las aproximaciones presentadas en diversos estudios partiendo de un estado de
equilibrio.

Una de las principales aplicaciones de las soluciones acuosas que hemos presentado es
su eficacia en los procedimientos de la criopreservación de material biológico y productos
farmacéuticos ejerciendo una acción protectora al descender la temperatura mediante la
vitrificación. En este trabajo se presentó evidencia sobre el comportamiento universal de
la viscosidad en soluciones acuosas de azúcar a distintas concentraciones en la región
sobresaturada.

A partir de la ecuación presentada para la viscosidad se estableció un comportamiento
universal entre distintas soluciones como lo son la trehalosa y lactosa por un lado y la
sacarosa y fructosa por otro. Este resultado, evidencia de alguna manera la universalidad
entre diferentes azúcares en diferentes concentraciones en varias soluciones crioprotectoras
comerciales que presentan resultados similares [290,324]. En el caso de los nanomedicamentos
basados en ARNm, la estabilidad de los LNP se ha modelado y medido utilizando diferentes
azúcares obteniendo resultados similares [157–159].

Quedan aún algunos estudios adicionales que debemos terminar y posteriormente
presentar en un futuro cercano.
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En esta tesis nos enfocamos a las mezclas sobresaturadas acuosas con azúcares. Queda
pendiente corroborar la validez de nuestra propuesta con otros solutos tales como el glicerol.
En este caso, tenemos ya algunos resultados para esta sustancia y seguimos buscando otros.

Como mencionamos, la determinación del lugar geométrico para la frontera entre las
regiones diluida y sobresaturada es un problema abierto y cabe la posibilidad de encontrar
más datos experimentales para otros solutos.

Por último, queda por reportar los resultados que hemos comenzado a estudiar en los
procesos de congelación de varios alimentos tales como frutas y verduras.



Apéndice A

Ap�endice

A.1. Termodinámica de las soluciones

La termodinámica de las soluciones se formula en términos de las cantidades o propiedades
molares parciales, ya que las propiedades de las soluciones no pueden determinarse a partir
del promedio de las propiedades de los componentes puros que la conforman. Por ejemplo,
considere dos volúmenes de agua diferentes V1 y V2, si se mezclan estos dos volúmenes, el
volumen final será Vmez “ V1 ` V2 pues se trata de la misma sustancia. Si ahora el volumen
V2 fuese alcohol en lugar de agua, el volumen de la solución de estas dos sustancias ya no
será aditivo y por tanto Vmez ‰ V1 ` V2. Pero, lo deseado es contar con una ecuación aditiva
para calcular el volumen total de una mezcla a partir del volumen molar parcial V como
Vmez “ V 1 ` V 2. Aśı, para k especies qúımicas, el total se expresa como

Vmez “

k
ÿ

i“1

V i (A.1)

donde V i “

´

BVmez

Bni

¯

X,Y,nj‰i

es el volumen molar parcial de la especie qúımica i. Una

propiedad molar parcial, es la razón a la que una propiedad extensiva de la mezcla cambia
con el número de moles del componente i en la mezcla cuando la temperatura, la presión y
el número de moles de todos los componentes distintos a i permanecen constantes. Además,
es una propiedad intensiva de la mezcla y no solamente una propiedad de la componente i,
que depende de la composición de la mezcla, aśı como de la temperatura y la presión [6].

En una mezcla, los parámetros termodinámicos extensivos se expresan de forma molar
parcial, es decir, con Y cualquier variable extensiva, el correspondiente parámetro molar
parcial de la componente i, es Y i,

Y i “

ˆ

BY

Bni

˙

X,Y,nj‰i

(A.2)

De la misma forma que se definió en la ecuación A.11, el potencial de Gibbs molar parcial,

G “

ˆ

BG

Bni

˙

T,P,nj‰i

“ µipT, P, nj‰iq

Aśı, la enerǵıa libre de Gibbs G de una solución de k componentes en una fase está dado
por,

G “

k
ÿ

i“1

Gi “

k
ÿ

i“1

niµi (A.3)
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donde dadas las interacciones moleculares, el potencial qúımico µi depende de T, P y las
fracciones molares xi‰j, siendo a su vez una variable dependiente de las propiedades de
la solución. La importancia en este potencial radica en las variables independientes de la
representación y que determina el equilibrio de fases y de reacción (si fuese el caso) para
el sistema termodinámico [325]. Como se expuso en el caṕıtulo anterior, las condiciones de
equilibrio termodinámico se deben cumplir para establecer las fases y su coexistencia para
sistemas multicomponentes, lo que conlleva el establecimiento de los valores mı́nimos del
potencial qúımico dadas la presión, la temperatura y la composición en este tipo de sistemas.

Dentro del marco teórico de la termodinámica es posible establecer relaciones funcionales
entre los distintos potenciales y representaciones para aśı derivar todas las demás propiedades
del sistema a partir del potencial qúımico, mismo que se puede determinar de forma teórica
y/o experimental. Por tanto dado a partir de las expresiones,

´Si “

ˆ

Bµ

BT

˙

P,nj

“

ˆ

BG

BT

˙

P,nj

(A.4)

V i “

ˆ

Bµ

BP

˙

T,nj

“

ˆ

BG

BP

˙

T,nj

(A.5)

se puede obtener la entalṕıa molar parcial mediante µi “ H i´TSi de donde se puede obtener
CP,i, además de obtener la enerǵıa U i “ H i ´ PV i. A partir de estas relaciones se obtiene
por ejemplo, el volumen V de la solución, es decir, su ecuación de estado.

La ecuación fundamental para un sistema, se puede obtener por medio de la cinética
molecular o mediante el estudio fenomenológico controlado (v́ıa experimental) y las ecua-
ciones de estado. En el laboratorio las variables que generalmente se pueden controlar y
medir son la presión P , temperatura T aśı como la cantidad de sustancia ni, por lo que, el
potencial termodinámico de la enerǵıa libre de Gibbs cuyas variables independientes son las
mencionadas, G “ GpT, P, nkq, es el potencial clave para describir el cambio de fases y los
diagramas de fases de un sistema termodinámico en sus distintas representaciones.

Dado el potencial de Gibbs, G “ GpT, P, n1, ¨ ¨ ¨ , nkq en términos de sus variables inde-
pendientes, la diferencial total de este potencial está dado por la siguiente expresión,

dG “

ˆ

BG

BT

˙

P,ni

dT `

ˆ

BG

BP

˙

T,ni

dP `

ˆ

BG

Bn1

˙

P,T,ni‰1

dn1 ` ¨ ¨ ¨ `

ˆ

BG

Bnk

˙

P,T,ni‰k

dnk (A.6)

si se suman los términos de las derivadas parciales molares se tiene,

dG “

ˆ

BG

BT

˙

P,ni

dT `

ˆ

BG

BP

˙

T,ni

dP `

k
ÿ

i“1

ˆ

BG

Bnk

˙

P,T,ni‰k

dni (A.7)

Además se sabe que,

dG “ ´SdT ` V dp `

k
ÿ

i“1

µidni (A.8)
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de donde al comparar las dos ultimas expresiones,

´

ˆ

BG

BT

˙

P,ni

“ SpT, P, niq (A.9)

ˆ

BG

BV

˙

T,ni

“ V pT, p, niq (A.10)

ˆ

BG

Bni

˙

T,P,nj‰i

“ G “ µipT, P, nj‰iq (A.11)

donde G es el potencial de Gibbs molar parcial y µipT, P, nj‰iq el potencial qúımico de
la componente i, y como se verá en el caṕıtulo siguiente las cantidades molares parciales son
las propiedades mediante las cuales se describe la termodinámica de las soluciones [326]. Aśı,
en el caso particular de una sustancia pura, de la ecuación A.11, el potencial de Gibbs molar
parcial G es igual al potencial qúımico µ del sistema,

G “

ˆ

BG

Bn

˙

T,P,n

“ µpT, P q (A.12)

En la ecuación A.11 se denota expĺıcitamente la dependencia del potencial qúımico tanto
de la temperatura como de la presión aśı como de la composición en caso de tener una mezcla
de sustancias. Por ejemplo, para una sustancia pura A cuyo potencial qúımico se define por
µA y una sustancia B con µB, de la ecuación A.8 se tiene el potencial de Gibbs de la mezcla
como

dG “ ´SdT ` V dp ` µAdnA ` µBdnB (A.13)

con
$

’

’

&

’

’

%

µA “

´

BG
BnA

¯

T,P,nB

µB “

´

BG
BnB

¯

T,P,nA

La expresión A.8 se aplica a soluciones de una sola fase con k especies qúımicas. Sin
embargo, si el sistema termodinámico tiene más de una fase, para describirlo es necesario
diferenciar todas las fases presentes en el sistema. Aśı, la enerǵıa libre de Gibbs en la fase α
descrito como Gα será,

dGα
“ ´SαdT ` V αdP `

ÿ

i

µα
i dn

α
i (A.14)

donde Sα y V α son la entroṕıa y el volumen de la fase α y el potencial qúımico de la sustancia
i en la fase α µα

i es,

µα
i “

ˆ

BGα

Bnα
i

˙

T,P,nα
j‰i

(A.15)

donde nα
i es el número de moles de i en la fase α. Por tanto, si el sistema se compone de α

fases, el diferencial total de la enerǵıa libre de Gibbs será la suma de las enerǵıas de cada
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una de las fases presentes, aśı

dG “
ÿ

α

´SαdT `
ÿ

α

V αdP `
ÿ

α

ÿ

i

µα
i dn

α
i (A.16)

donde Sα y V α, son la entroṕıa y el volumen de la fase α mismas que al ser cantidades
extensivas S “

ř

α S
α y V “

ř

α V
α.

El potencial qúımico de la sustancia i en la fase α a una cierta T y P será

µα
i “ µα

i pT, P, xα1 , x
α
2 , ¨ ¨ ¨ , xαk q (A.17)

donde xα1 , x
α
2 , ¨ ¨ ¨ son las fracciones molares de las sustancias 1, 2, ¨ ¨ ¨ en la fase α. La suma

de las fracciones molares de todo el sistema son la unidad. De acuerdo a la ecuación A.17 el
potencial qúımico de una sustancia depende tanto de su fracción molar como de las fracciones
molares de las otras componentes, ya que existe interacción de todas las componentes del
sistema [16].

Considere un sistema aislado que contiene dos fases α y β, donde se permite un intercambio
de masa y enerǵıa entre estas dos fases. En el caso de que no haya reacción qúımica, los valores
totales de enerǵıa interna, volumen y número de moles se pueden expresar como,

U “ Uα
` Uβ

“ cte ñ dUα
“ ´dUβ

V “ V α
` V β

“ cte ñ dV α
“ ´dV β

n “ nα
` nβ

“ cte ñ dnα
“ ´dnβ

Suponga que un proceso arbitrario produce cambios en el sistema adonde la entroṕıa de
las fases cambia tal que

dSα
“

1

Tα
dUα

`
Pα

Tα
dV α

´
G

α

Tα
dnα (A.18)

dSβ
“

1

T β
dUβ

`
P β

T β
dV β

´
G

β

T β
dnβ (A.19)

por tanto, el cambio de estroṕıa del sistema es,

dS “

ˆ

1

Tα
´

1

T β

˙

dU `

ˆ

P β

T β
´
Pα

T β

˙

dV ´

˜

G
α

T β
´
G

β

T β

¸

dn (A.20)

La condición de equilibrio se satisface cuando dS “ 0, por tanto de la ecuación A.20,
las condiciones de equilibrio termodinámico que se deben cumplir entre la fases α y β son

con Pα “ P β, Tα “ T β y G
α

“ G
β
. En el caso de que el sistema sea multicomponente, con

k fases, la condición de equilibrio qúımico con T y P es cuando para toda i se cumpla la
condición

µα
i “ µβ

i “ µδ
i “ ¨ ¨ ¨ (A.21)

Considere por ejemplo un sistema con presión y temperatura constantes, de la ecuación
A.16 y la condición para el equilibrio material o qúımico en un sistema multicomponente se
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tiene que,
ÿ

α

ÿ

i

µα
i dn

α
i “ 0 (A.22)

esta expresión es la condición de equilibrio qúımico en un sistema cerrado. Si el sistema no
se encuentra en equilibrio esta expresión será una desigualdad dada por

ÿ

α

ÿ

i

µα
i dn

α
i ă 0 (A.23)

Por tanto, en el equilibrio, el potencial qúımico de una sustancia es el mismo en todo el
sistema, independientemente de cuántas fases estén presentes.

La expresión más simple que se tiene para el potencial qúımico es el caso de un gas ideal.
Como se trata de una sustancia pura µ solo depende de la T y P , aśı la diferencial total está
dada por

dµ “ ´sdT ` vdp (A.24)

con s “ S{n y v “ V {n la entroṕıa y el volumen molar respectivamente. Integrando la
ecuación A.24, desde una presión P0 hasta una cierta P y manteniendo la temperatura
constante T , dT “ 0,

µpT, P q “ µpT, P0q
0

`

ż P

P0

vpP ˚, T qdP ˚ (A.25)

con µpT, P0q
0 “ µ0 un valor de referencia. Si se considera el caso de un mol de gas ideal cuya

ecuación de estado está dada por PV “ RT , se obtiene el potencial qúımico

µpT, P q “ µ0
` RTln

ˆ

P

P0

˙

(A.26)

si se toma el valor de referencia P0 “ 1bar la expresión anterior se simplifica aún mas,

µ “ µ0
` RTlnpP q (A.27)

este el es potencial qúımico de un gas ideal como función de la presión a cierta temperatura
T .Si se conocen los potenciales qúımicos como funciones de la temperatura, la presión y la
composición, las derivadas parciales de µi respecto de éstas variables permite determinar la
entroṕıa, el volumen y la entalṕıa molar parcial aśı como las capacidades caloŕıficas.

Para estudiar el equilibrio de las soluciones es necesario conocer la variación de la enerǵıa
de Gibbs con la composición. Para su cálculo se parte del hecho que en el equilibrio, el
potencial qúımico de una sustancia presente en su fase gaseosa debe ser igual a su potencial
qúımico en su fase ĺıquida. Desde el punto de vista termodinámico macroscópico, una solución
ideal se define como aquella cuyo potencial qúımico de cada una de las componentes en la
solución está dado por

µi “ µ0
i pT, P q ` RTlnpxiq (A.28)

donde µ0
i pT, P q es el potencial qúımico de la sustancia pura i, en el estado estándar, es

decir, un valor de referencia del potencial qúımico y xi la correspondiente fracción molar. La
diferencia entre el potencial qúımico de la componente i en la solución real y el potencial
qúımico de i considerado como un componente ideal es el potencial qúımico en exceso µE

i
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dado por
µE
i “ µi ´ rµ0

i pT, P q ` RTlnpxiqs (A.29)

Para estudiar la termodinámica de las soluciones se parte de la definición del potencial
qúımico de una mezcla ideal y al igual que para el modelo del gas ideal se analizan las
desviaciones de la idealidad y sus consecuencias.

Para cuantificar las desviaciones del comportamiento ideal, se introduce el coeficiente de
actividad del componente i, γi, que se define en términos del potencial qúımico de exceso,

γi “ eµ
E
i {RT

“
1

xi
epµi´µ0

i q{RT (A.30)

γi es el coeficiente de actividadxii con respecto a la fracción molar. De las expresiones ante-
riores se deduce que

µi “ µ0
i pT, P q ` RTlnpγixiq “ µ0

i pT, P q ` RTlnpaiq (A.31)

el producto γixi se le denomina la actividad del componente i, ai “ γixi. La actividad ai
sustituye a la fracción molar xi en la ecuación A.31 para el potencial qúımico ideal tal
que cuando el componente i de la solución está en el estado estándar, µi “ µ0

i y ai “ 1.
Dado que la actividad y el coeficiente de actividad está definido por el potencial qúımico de
exceso, se infiere la dependencia de estos parámetros tanto de la concentración como de la
temperatura y la presión. Aśı, con µi dependendiente de T y P , ai “ aipT, P, x1, x2, ¨ ¨ ¨ q y
γi “ γipT, P, x1, x2, ¨ ¨ ¨ q, estas son cantidades positivas adimensionales [14].

A.2. Teoŕıa f́ısica estad́ıstica de G. Adam y H. Gibbs

La primera hipótesis formulada por Adam y Gibbs es suponer que el ĺıquido sobreenfriado
conserva únicamente sus grados de libertad configuracionales por lo que la termodinámica
del sistema se refiere a la parte configuraciones. Dividen al ĺıquido en N subconjuntos que
cuentan con un número z de moléculas. Del número total N , existe un numero n de regiones
donde dada una fluctuación adecuada de enerǵıa, las moléculas pueden re acomodarse de
manera cooperativa hasta llegar a una nueva configuración. Estas regiones se conocen como
regiones de rearreglos cooperativos (CRR) en la figura A.1 se muestra un esquema.

El modelo de Adam Gibb describe estad́ısticamente al ĺıquido a través del ensamble
isotérmico isobárico cuya función de partición ∆ está dada por

∆pz, P, T q “
ÿ

E,V

wpz, E, V qexpp´E{kBT qexpp´PV {kBT q (A.32)

donde w representa la degeneración del nivel de enerǵıa E, P es la presión y V es el volumen
del subsistema. kB es la constante de Boltzmann.

xiiEl concepto de actividad en qúımica fue propuesto por primera vez por el qúımico estadounidense Gilbert
N. Lewis en la década de 1900. La actividad sirve como base para comprender el comportamiento de las
sustancias en sistemas no ideales.
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Figura A.1: Regiones de rearreglos cooperativos(CRR).

A partir de esta función de partición, se separa la contribución configuracional ∆c, rela-
cionada con la enerǵıa potencial para describir las n CRR

∆cpz, P, T q “
ÿ

Epot,V

wcpz, Epot, V qexpp´Epot{kBT qexpp´PV {kBT q (A.33)

A partir de la cuál se puede calcular la enerǵıa de Gibbs configuracional, Gc,

Gc “ zµc “ ´kBT ln∆c (A.34)

Donde el potencial qúımico configuracional µc se interpreta como la barrera de enerǵıa poten-
cial configuracional necesaria para llevar a cabo un cambio de configuración. La probabilidad
de que ocurra un re arreglo configuracional, W pT q , es proporcional a la fracción de regiones
CRR

W ˜n{N

de donde encuentran que
W pT q “ Aexpp´z ˚ ∆µ{kBT q (A.35)

donde A representa un factor de frecuencia, y z ˚ ∆µ “ µc ´ µ “ Gc ´ G.

Proponen la existencia de un valor cŕıtico para el valor mı́nimo de z en una CRR ,z˚, para
el cuál existe una probabilidad de transición, caracterizada por una entroṕıa configuracional
cŕıtica s˚c

z˚c “
NAs˚c
Sc

(A.36)

donde NA es el número de Avogadro.
La probabilidad promedio de una transición puede reescribirse como,

W pT q “ Aexp

ˆ

´
∆µs˚c
kBTSc

˙

(A.37)

donde A es es un factor independiente de la temperatura.
Debido a que los tiempos de relajamiento están relacionados rećıprocamente con la pro-

babilidad de transición, se puede escribir logaT ,
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LSF “ logpaT q “ log
T pT q

T pTsq
9

1

W pT q
(A.38)

donde Ts es una temperatura de referencia.
Finalmente se encuentra la llamada ecuación de Adam Gibbs en términos de la entroṕıa

configuracional

´LSF pTsq “ 2.303
∆µS˚

c

kB

„

1

TsScpTsq
´

1

TScpT q

ȷ

(A.39)

donde ∆µ es el potencial qúımico configuracional, entendido como la barrera de enerǵıa
potencial que debe ser superada para producir un reordenamiento de las moléculas dentro
de una región de reordenamiento cooperativo CRR, kB es la constante de Boltzmann, S˚

c

representa una entroṕıa cŕıtica configuracional y Sc y es la entroṕıa configuracional del
sistema. Puede evaluarse mediante ∆CP .

A.3. La solubilidad en sistemas binarios

Una solución se dice que se está saturada cuando se encuentra en equilibrio termo-
dinámico con la fase sólida, es decir, cuando el potencial qúımico de la solución es igual
al potencial qúımico del soluto µsol “ µst a una cierta temperatura. Más allá de este
ĺımite, en el llamado sobresaturado, el soluto se precipitará de la solución en su fase
sólida, dado que el sistema buscará su estado de equilibrio más próximo de acuerdo a lo
expuesto en el caṕıtulo 1. Es aśı que la sobresaturación es un factor inicial del proceso
de cristalización. Sin embargo, la sobresaturación no es una condición suficiente para que
un sistema cristalice. Antes de que un cristal se desarrolle debe existir en la solución
un cierto número de semillas/núcleos/embriones que actúen como centros de cristaliza-
ción [12] lo cuales deben crecer hasta un cierto tamaño ’critico’ para que la cristalización
se desarrolle, la cuál se presentará de forma espontánea o de forma inducida (artificialmente).

La cinética del proceso de nucleación proviene de las diferencias de densidad y/o compo-
sición del sistema creando cambios en su estructura en su retorno al equilibrio [327]. Una
fluctuación en el sistema provoca una respuesta que la contrarresta, en este caso la respuesta
es pasar a una fase estable. Sin embargo, cómo y cuando se formará un núcleo cristalino en
la mezcla aún sigue siendo un evento no determinado pero si se pueden establecer ciertas
teoŕıas de aproximación.

El estudio de las soluciones, las condiciones de equilibrio y estabilidad comenzaron a
finales del siglo XIX. Y para el año de 1897 W. Ostwald [328] diferenció la sobresaturación
para clasificar aquellas soluciones en las que se observó la nucleación espontánea como
lábiles o inestables y las que no lábiles o metastables. Las primeras son aquellas en las que
el proceso de cristalización es espontáneo y las segundas aquellas en las que es necesario la
creación de una fluctuación para iniciar este proceso, para forzarlo como sucede para las
soluciones acuosas de azúcares. En 1907 Miers e Isaac proponen un diagrama de equilibrio
solubilidad-supersolubilidad como el que se observa en la figura A.2. En este diagrama se
observan las tres zonas propuestas por Ostwald: la no saturada donde la solución está en
equilibrio, la metastable más allá del saturado y la lábil o inestable en las que se formarán
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Figura A.2: Diagrama de equilibrio solubilidad-supersolubilidad.

los cristales y crecerán dependiendo del tipo de solución.

Por ejemplo, si se colocara un núcleo de cristal de azúcar en una solución que se encuentre
en la zona metastable de la solución sobresaturada se favorecerá la cristalización ya que
al tratarse de un estado fuera de equilibrio, se verá favorecido hacia un estado de menor
enerǵıa. Este método es el usado en la gran industria azucarera. De hecho para este tipo de
mezclas sin esta ’ayuda’ la cristalización por si sola no ocurre.
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[219] M. Mathlouthi and J. Génotelle, “Rheological properties of sucrose solutions and sus-
pensions,” Sucrose: Properties and applications, pp. 126–154, 1995.

[220] F. Schneider, D. Schliephake, and A. Klimmek, “
”
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“Demonstration of the cryoprotective properties of the fucose-containing polysaccharide
fucopol,” Carbohydrate polymers, vol. 245, p. 116500, 2020.

[277] B. Wowk, “How cryoprotectants work,” Cryonics, vol. 3, p. 28, 2007.

[278] S. Phatak, H. Natesan, J. Choi, K. G. Brockbank, and J. C. Bischof, “Measurement
of Specific Heat and Crystallization in VS55, DP6, and M22 Cryoprotectant Systems
with and Without Sucrose,” Biopreservation and Biobanking, vol. 16, no. 4, pp. 270–
277, 2018.

[279] M. S. Bhattacharya, “A review on cryoprotectant and its modern implication in cryo-
nics,” Asian Journal of Pharmaceutics (AJP), vol. 10, no. 3, 2016.

[280] V. I. Castro, R. Craveiro, J. M. Silva, R. L. Reis, A. Paiva, and A. R. Ana, “Natural deep
eutectic systems as alternative nontoxic cryoprotective agents,” Cryobiology, vol. 83,
no. April, pp. 15–26, 2018.

[281] E. L. Smith, A. P. Abbott, and K. S. Ryder, “Deep Eutectic Solvents (DESs) and Their
Applications,” Chemical Reviews, vol. 114, no. 21, pp. 11060–11082, 2014.

[282] A. R. Jesus, L. Meneses, A. R. C. Duarte, and A. Paiva, “Natural deep eutectic systems,
an emerging class of cryoprotectant agents,” Cryobiology, vol. 101, pp. 95–104, 2021.

[283] R. Raju, S. J. Bryant, B. L. Wilkinson, and G. Bryant, “The need for novel cryopro-
tectants and cryopreservation protocols: Insights into the importance of biophysical
investigation and cell permeability,” Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects,
vol. 1865, no. 1, p. 129749, 2021.

[284] A. Paiva, R. Craveiro, I. Aroso, M. Martins, R. L. Reis, and A. R. C. Duarte, “Natural
deep eutectic solvents - Solvents for the 21st century,” ACS Sustainable Chemistry and
Engineering, vol. 2, no. 5, pp. 1063–1071, 2014.

[285] W. F. Wolkers and H. Oldenhof, “Principles underlying cryopreservation and freeze-
drying of cells and tissues,” Cryopreservation and freeze-drying protocols, pp. 3–25,
2021.

[286] D. Martinetti, C. Colarossi, S. Buccheri, G. Denti, L. Memeo, and L. Vicari, “Effect of
trehalose on cryopreservation of pure peripheral blood stem cells,” Biomedical reports,
vol. 6, no. 3, pp. 314–318, 2017.

[287] S. Mantri, S. Kanungo, and P. C. Mohapatra, “Cryoprotective Effect of Disaccharides
on Cord Blood Stem Cells with Minimal Use of DMSO,” Indian Journal of Hematology
and Blood Transfusion, vol. 31, no. 2, pp. 206–212, 2015.



Bibliograf́ıa

[288] G. B. Quan, Q. H. Hong, Z. G. Lan, H. Y. Yang, and S. S. Wu, “Comparison of the effect
of various disaccharides on frozen goat spermatozoa,” Biopreservation and Biobanking,
vol. 10, no. 5, pp. 439–445, 2012.

[289] J. L. Chaytor, J. M. Tokarew, L. K. Wu, M. Leclre, R. Y. Tam, C. J. Capicciotti,
L. Guolla, E. Von Moos, C. S. Findlay, D. S. Allan, and R. N. Ben, “Inhibiting ice
recrystallization and optimization of cell viability after cryopreservation,” Glycobiology,
vol. 22, no. 1, pp. 123–133, 2012.

[290] M. Amini and J. D. Benson, “Technologies for vitrification based cryopreservation,”
Bioengineering, vol. 10, no. 5, p. 508, 2023.
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