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RESUMEN

La transicion vitrea es la ruta que siguen tanto liquidos sobreenfriados como soluciones
acuosas sobresaturadas al sufrir enfriamientos con altas tasas de rapidez. La descripcion
de esta transicion cinética se realiza a través del andlisis de los procesos de relajamiento
resultantes de la ralentizacién en la dindmica de las moléculas en su interior. El mas
conocido es aquél que resulta al enfriar un liquido por debajo de su temperatura de fusién
de manera no cuasiestatica, es decir con cierta velocidad de enfriamiento. El liquido se
sobreenfria manteniendo sus grados de libertad configuracionales y al alcanzar la llamada
temperatura de transicion vitrea, que depende fuertemente de la tasa de enfriamiento, se
convierte en un vidrio. La transicion vitrea es una transiciéon cinética, no una transicion de
fase termodinamica ya que se realiza a través de un proceso fuera de equilibrio.

De acuerdo con los enunciados de la termodinamica 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 liquidos sobreenfriados, éste se realiza a través del
comportamiento térmico de su viscosidad al bajar la temperatura. Esta alcanza valores del
orden de 10'® Poise al bajar la temperatura en una vecindad de 7T,. El segundo caso se
refiere al caso de la sobresaturacién de mezclas acuosas con solutos polihidroxidos.

El estudio de los liquidos sobreenfriados puede considerarse aun como un problema
abierto en la fisica. Su descripcién termodinamica, se ha basado en el comportamiento de
coeficientes de transporte tales como la viscosidad y el coeficiente de difusién de un trazador.

Desde los inicios del siglo XX, surgieron varios estudios acerca de la preservacion de
material bioldgico, 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 formacién
de hielo. Este comportamiento se reportaba también dentro de la ciencia de alimentos al
comenzar la industria de congelacion de alimentos.

La descripcion termodindmica de estas mezclas no corresponde a la de una mezcla eutécti-
ca y existian problemas experimentales para medir la solubilidad. La viscosidad de estas
soluciones acuosas, al bajar la temperatura y aumentar la concentracién, se volvian sobresa-
turadas, adquirian viscosidades muy altas, al igual que los sobreenfriados hasta llegar a una
temperatura, ahora dependiendo de la cantidad de soluto, a partir de la cual se formaba un
vidrio. Esta ruta hacia la transicién vitrea comenzdé a estudiarse por sus amplias aplicaciones.

Por otra parte la descripcién del comportamiento de las mezclas sobresaturadas hacia

el proceso de la vitrificacién es mas 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 concentraciéon dada, utilizando una fenomenologia semejante a la del
liquido sobreenfriado.

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



OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar el alcance de la teoria que describe a los procesos de relajacién en los liquidos
sobreenfriados simples para el estudio de mezclas sobresaturadas de agua y azucares a través
del comportamiento de la viscosidad en dicho sistema.

Objetivos particulares

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

Probar que la viscosidad de las soluciones de agua y azicar en el estado sobresaturadas
satisface teorias desarrolladas para los liquidos sobreenfriados simples fragiles.

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

Mostrar evidencias de aplicabilidad de nuestra teoria y resultados en distintos sistemas
biolégicos.
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INTRODUCCION

La transicion vitrea es la ruta que siguen tanto liquidos sobreenfriados como para
soluciones acuosas sobresaturadas al sufrir enfriamientos con altas tasas de rapidez. La
descripcion de esta transicién cinética se realiza a través del andlisis de los procesos de
relajamiento resultantes de la ralentizacién en la dindamica de las moléculas en su interior.
La descripcién de ambos fenémenos ya no es posible dentro del marco tedrico de las
descripciones diagramaticas de las transiciones de fases termodinamicas.

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

La naturaleza ha proporcionado informacién para encontrar soluciones que resuelvan el
problema de preservar células o tejidos durante periodos prolongados en un entorno desfavo-
rable. El almacenamiento hipo térmico, la vitrificacion y la liofilizacion son distintos métodos
de preservacion que se han desarrollado con el fin de extender la vida celular mas alla 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 inclusion
de hielo dado las temperaturas por bajo cero utilizadas. La formacién 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
vias, por un lado mediante la eliminacion del agua y por el otro mantener el agua liquida con
la ayuda de ciertas sustancias que inhiben la formacion y cantidad de hielo. Dado que el agua
esta 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 modificacion del am-
biente celular causando tensiones osmoticas, tensiones mecanicas y cambios conformacionales.

La criopreservacion de sistemas bioldgicos fue estudiada por primera vez por Basile Luyet
en la década de 1930, considerando este proceso como una forma de animacién suspendida.
El uso de mezclas de agua con diferentes tipos de alcoholes, como glicerol, y varios aztucares,
principalmente sacarosa y trehalosa, demostrd proteger la estructura de células y tejidos al
enfriarlos. Estos solutos, en soluciones concentradas forman una matriz amorfa que exhibe
una transiciéon vitrea a una temperatura dependiente de la concentracién por lo que los
azucares particularmente desempenan un papel muy importante como estabilizadores debido
a su renuencia a la cristalizacion.

Desde principios de la década de 1920, la fenomenologia asociada a la transicion vitrea,
han sido objeto de estudio. La descripcién calorimétrica como por ejemplo de los caramelos,



que son una mezcla acuosa azucarada sobresaturada, muestra las diferentes temperaturas
de transicién vitrea y su dependencia con la concentracién. Se observd como estas mezclas
presentan viscosidades crecientes que les permitia inhibir la separacién de fase eutéctica
permitiendo en su lugar una transiciéon vitrea.

La presente tesis estd dividida en siete capitulos, los tres primeros contienen los
antecedentes, el cuarto y quinto corresponden a los resultados, el sexto la justificacion del
trabajo y el ultimo corresponde a las conclusiones y perspectivas. A continuacion se describe
brevemente el contenido de cada capitulo :

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

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

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

» Capitulo 4: se construye el SPD para las mezclas acuosas de azicares a partir de datos
experimentales reportados en diversos articulos de investigacion. A partir de estos datos
se propone una ecuacién para la temperatura de transicién vitrea en funcién de la
concentracion. Ademads, 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.

= Capitulo 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 regién sobresaturada.

= Capitulo 6: se presentan dos de las principales aplicaciones bioldgicas de nuestro trabajo:
la criopreservacion de células y tejidos y la preservacion de las particulas nanolipidicas
utilizadas en la industria farmacéutica para preservar las vacunas de ARN mensajero.

= Capitulo 7: se presentan las conclusiones y perspectivas.

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



Parte 1

Antecedentes






CAPfTULO T o —

LAS TRANSICIONES DE FASE TERMODINAMICAS

La materia puede presentarse, en general, en tres estados de agregacion: sélido, liquido y
gas. De estos, tenemos el caso particular en el que éstas corresponden a fases termodinamicas
de equilibrio. Una sustancia pura puede transitar, cuasiestaticamente, a las tres fases. Para
comprender este comportamiento podemos estudiar las tres correspondientes proyecciones
en los diagramas pV, pT', y V'T.

A la presién atmosférica de 1 atm el agua hervird 100 °C y se convertird en hielo a
0°C, estos cambios de fase se consiguen habitualmente. Sin embargo, para otras sustancias,
transitar de una fase a otra puede ser dificil debido a las condiciones de presion y temperatura
necesarias para lograrlo. La manipulacion de estas variables permitira transitar entre las
distintas fases y definird el estado de equilibrio de nuestro sistema hecho que fue percibido
por J. Thompson quién en 1849 demostro que la temperatura de fusion del hielo disminuye
al incrementar la presion. Un ano después, su hermano William Thompson (Lord Kelvin)
confirmo este resultado experimentalmente [2].

A partir de la experimentaciéon desde comienzos del siglo XIX se observé que bajo
ciertas condiciones de temperatura y presion, algunas sustancias presentaban cambios en
sus propiedades termodinamicas y en sus funciones de respuesta. En 1861 Thomas Andrews
intento licuar el oxigeno, hidrégeno y nitrégeno sin éxito aparente, sin embargo en sus
resultados si observé lo que hoy conocemos como punto critico [3]. Su atencién se centraba
en el dioxido de carbono, por lo que tras anos de trabajo y mejoras en sus dispositivos expe-
rimentales fue hasta 1869 que logra licuar esta sustancia y confirmar la existencia del punto
critico [4], es cuando presenta por primera vez graficamente las isotermas en un diagrama P-V.

Los diagramas de fase en sus distintas representaciones son utilizados para describir
la fenomenologia de las transiciones de fase de una o més componentes quimicas, asi las
variables termodinamicas que se pueden controlar en nuestro sistema termodinamico son la
presién, la temperatura y en el caso de sistemas multicomponente, la composicion quimica.
En este tltimo 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 dificil obtener las curvas de coexistencia para todas temperaturas y
concertaciones [5].

1.1. Transiciones de fase en sistemas de una componente

Una transicion de fase, ocurre en un sistema debido a las condiciones de temperatura,
presién y composicion impuestas. Cualquier proceso espontaneo que tenga lugar a tempe-
ratura y presion constantes conduce a una disminucion del potencial quimico del sistema
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y alcanza su valor minimo cuando el sistema esta en equilibrio. En otras palabras, a una
temperatura y presion dadas, una sustancia pura es mas estable en una fase en la que tiene
el minimo potencial quimico, o en sistemas compuestos, la minima energia libre de Gibbs.
Si se toma T o P constantes en un proceso termodinamico, el potencial quimico se expresa
como funciéon de la variable restante. En la figura 1.1 se muestran los cambios de fase
gas-liquido a la presion Py, liquido-sélido a la presion P, con T constante por un lado, y por
otro los cambios de fase sélido-liquido a la temperatura 77 y liquido-gas a la temperatura 75
con P constante.

iz

Gy Liquido Sélido Sélido Liquido

P P, P T Ty T

Figura 1.1: El potencial quimico como funcién de la presién y/o la temperatura en un proceso
termodindmico y los cambios de fase correspondientes [6].

En el caso de una sustancia pura donde la composiciéon no es variable, cualquiera de los
diagramas termodindmicos P — V, T'—V 6 P — T, nos ayudan a describir graficamente
una transicion de fase termodindmica. Estos diagramas representan una proyeccién de la
superficie P —V — T [7]. En el diagrama P — V de la figura 1.2 se dibuja una isoterma T}
por debajo de la temperatura critica T, en donde se observa la transicién de fase gas-liquido.
En el caso de una isobara en el diagrama V' — T se observa la discontinuidad en el volumen
durante la transiciéon gas-liquido y liquido-sélido. En el capitulo siguiente se retomara el
diagrama V —T para contrastarlo con la fenomenologia de la transicion vitrea y la transicion
liquido-sélido.

El diagrama P — T se le denomina diagrama de fases para una sustancia pura dado que el
potencial quimico depende de las variables intensivas 7'y P, u = u(T, P). En la figura 1.3a
se muestra el diagrama de fases del didéxido de carbono que es una sustancia que se contrae
al enfriarse como se observa en la pendiente de la coexistencia sélido-liquido, caso contrario
para el agua en la cual la curva de coexistencia solido-liquido tiene una pendiente negativa
lo que a su vez permite que el hielo flote y sus ya conocidas implicaciones criobioldgicas.

Cualquier punto de la curva que se muestra en la figura 1.3b representa la coexistencia
de las fases a v B3, donde se cumple la condicién de equilibrio u® = p®. Asi, cuando los
potenciales quimicos son iguales a la misma 7'y P, dado que du = —SdT + VdP en la curva
de coexistencia de las fases a y 8 se tiene que, du® = du” asi,

—S%dT + V*dP = —SPdT + VPdP (1.1)
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Liquido

Liquido

v T T
Ve
Figura 1.2: Diagramas P — V (izquierda) y V — T (derecha) que muestran el proceso de
licuefaccién y condensaciéon de un gas en los respectivos procesos isotérmico e isobdrico [8].

donde dT y dP son los cambios infinitesimales en la temperatura y la presion. Asi, de la
relacion 1.1,

(Ve —VPdP = (SP — S*)dT (1.2)

dP_(SB—SO‘)_AS 13
dT — (Ve —V8) AV (13)
donde AS y AV son los cambios de entropia y volumen respectivamente en la transicion de
fase f — «, a esta expresién se le conoce como la ecuacion de Clapeyron. Esta ecuacién se
puede expresar en términos de la entalpia dado que Ay = AH — TAS = 0 para un cambio
de fase de primer orden, para un proceso isotérmico reversible por tanto AS = AH/T, de

donde se obtiene la conocida ecuacién de Clausius-Clapeyron,

dP AH

dT ~ TAV (1.4)

Esta expresion describe las condiciones de presién y temperatura de la coexistencia de las
fases liquido-gas, gas-sélido, liquido-sélido [6].

El equilibrio de fases entre un gas y un liquido o un sélido, el volumen del gas es mucho
mayor que el de cualquiera de las dos fases condensadas a temperaturas menores que la
critica, por lo que para resolver la ecuacion de 1.4 se considera que Vo — Vi s & Va5 ademas
si se considera que es un gas ideal, se puede obtener explicitamente la ecuacion de la curva
de coexistencia. La ecuacion 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 sélido-liquido se
puede hacer una aproximacion, dado que el cambio de volumen, entalpia y entropia asociado
es muy pequeno comparado con el intervalo de presiones empleado, por tanto el cociente
entre estas cantidades se puede aproximar como constante y sélo se tendra como resultado
un cambio en la temperatura.

Asi como el agua la podemos encontrar en la naturaleza ya sea en su fase vapor, liquida
o como hielo en una de sus fases cristalinas, dadas las condiciones de presién y temperatura,
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Figura 1.3: Diagrama de fases P — T de una sustancia pura.

todas estas fases son estados de equilibrio de un sistema macroscopico, que tienen la carac-
teristica de ser homogéneas en sus propiedades fisicas y en su composicién quimica. En un
sistema termodinamico compuesto de un numero k£ de especies quimicas que lo conforman,
se puede determinar el nimero de fases en equilibrio p que pueden existir en el sistema a
partir de la llamada regla de fases de Gibbs [10],

p+f=Fk+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 termodinamico,
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, asi p = 3 — f; por tanto, si
tenemos dos grados de libertad para un sistema simple podremos tener una sola fase para
distintas 7" 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 7' a una presién dada. Por ultimo, si quitamos dos grados de li-
bertad tendremos coexistencia de un maximo de tres fases a una cierta temperatura y presion.

En el caso de sistemas binarios, el nimero de variables intensivas se incrementa, por
tanto, si k = 2, el nimero de fases en coexistencia esta 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 presion constante o en algunos casos en el diagrama
P — x con T constante, donde x es la fraccion molar de una de las componentes y x — 1
la fraccién molar del compuesto restante [11]. En la siguiente seccién se tratarda con este
tipo de sistemas binarios, en particular las soluciones liquido-solido 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 termodindmicas que se deriven dependera del
numero de moles de cada especie quimica en el sistema. Asi, la composiciéon de cada una
de las especies quimicas presentes, puede estar dada por la fraccion molar, la concentracion
molar, la molaridad, la molalidad o en porcentaje en masa [12]. El porcentaje en masa de
una especie quimica i en la mezcla se expresa como (w;/wy) x 100 %, donde w; es la masa
del componente 7 y wy,; es la masa total. En este trabajo la composicién en las soluciones se
expresan como porcentaje en masa pues.

En el marco tedrico de la termodinamica la descripcién de un sistema multicomponente
se estudia mediante el potencial quimico, mediante el calculo de las diferencias entre
los potenciales quimicos de las sustancias puras y en la mezcla; para lo cual, se elige
un estado estandar especificando valores de temperatura y presién, con respecto al cual
se calcula la diferencia ante un cambio de estado. A partir de este potencial es posible
determinar las demads variables termodinamicas ya que las ecuaciones de estado no son in-
dependientes [13]. En el apéndice A.1 se presenta un breve resumen de la teoria de soluciones.

Suponga que un sistema de dos fases a y [ en cierto momento se encuentra fuera de
equilibrio, a una cierta temperatura y presién, de la expresién A.23 (ver apéndice A.1), para
una sustancia ¢ se tiene que pufdn$ + ,uf dnf < 0 si se supone que para alcanzar el equilibrio
dn; moles de la sustancia i fluyen de la fase o a la fase 3, (,uf3 — p)dn; < 0 dado que dn; > 0,
entonces (,LLZB — p¥) < 0, por tanto uf < p$, hay un desbalance en el potencial quimico,
por tanto la sustancia fluird de la fase o (con mayor potencial quimico) a la fase § hasta
que se cumpla con la condicién de equilibrio quimicoA.22, pf'dng + uf dnf = 0 pero dado
que dny = —dn; y dnf = dn;, la condicién de equilibrio quimico serd cuando pf = uf . La
materia fluye de manera espontanea de la fase con un potencial quimico mayor a uno menor
para lograr el equilibrio quimico. El potencial quimico menor tendrd que incrementarse
debido tnicamente al flujo de materia de aquella fase con potencial quimico mayor dado
que Ty P se encuentran fijas, por tanto el estado de equilibrio se alcanzara debido a los
procesos de difusién impulsados por la diferencia de potencial [14]. En cuanto més 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 adicién de un soluto al solvente a una cierta temperatura y presiéon disminuye el
potencial quimico del solvente en la solucién, y este cambio en el potencial quimico del
solvente tiene como consecuencia un cambio en la presiéon de vapor, la temperatura de
ebullicion, la congelacion asi como la presion osmotica, las conocidas propiedades colliga-
tivas [11, 15-18]. Dado que el potencial quimico es una medida de la tendencia de escape
de la sustancia ¢ de la solucién, la disminucion de p; significa que la temperatura de fusion
de la solucién (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 ' (curva B de la figura 1.4). El quimico fisico

"La solubilidad se define como la maxima cantidad de soluto que puede ser disuelta en un solvente, cuando
dadas una cierta presién, temperatura y concentracién se cumplen las condiciones de equilibrio y estabilidad
termodinamicas.
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holandés J. H. van’t Hoff a finales de la década de 1880 describi6 el efecto del la variacién de
la concentracién del soluto en una solucion diluida, como por ejemplo la presiéon de vapor,
el descenso del punto de congelacion, la elevacion del punto de ebullicién y la presion osmotica.

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

T Solucion i + j

Curva B
Curva A

Solucién + i(s)
Solucién + j(s)

0 Te 1
L
Figura 1.4: Diagrama eutéctico simple. Las curvas A y B se encuentran en el punto eutéctico
(T, x.). Por debajo de estas curvas se tendra coexistencia de dos fases la solucién liquida
t+ J v el soluto i o j dependiendo de la composicién ya sea para composiciones menores o
mayores a x.. Por debajo de la T, para toda composicion sélo se tendra la mezcla sélida i+ j.

En los sistemas binarios soélido-liquido dentro de todas las combinaciones posibles, se
tendra el caso donde tanto la fase liquida como la sélida son miscibles" y el caso donde
solo la fase liquida es miscible y la sélida inmiscible. El conocido diagrama eutéctico simple
pertenece al segundo caso. Como se observa en la figura 1.4 donde dadas las sustancias ¢ y
J son miscibles en la fase liquida ¢ + j pero son inmiscibles en la fase sélida a cierta Ty z;
a P constante. Por tanto, al enfriar una solucion liquida de 7 + j se producira ya sea ¢ 0 j
puro que se precipita de la solucion, y solo a T, x;, P se precipitaran conjuntamente las fases
sélidas 7 y 7 [6]. Una solucién de naftaleno y benceno es un ejemplo de este tipo de diagrama
eutéctico simple sin formacion de compuestos en todo el intervalo de concentraciones [5].

En la figura 1.5 se presenta el diagrama de fases del agua y N,Cl que cuenta con
un punto eutéctico a una concentracion del 23.3% y a una temperatura de 252.05K, a
mayores concentraciones este diagrama muestra formaciéon de compuestos y situaciones mas
complejas que no abordaremos en este trabajo. Cuando se anaden cristales de NaC'l al agua

"Ta 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 — H,O. Este diagrama de fases
muestra la composicién y las temperaturas cercanas al punto eutéctico donde coexisten la
solucién liquida y la sélida [20]

y el sistema permanece a una cierta temperatura y presion el sistema buscara el equilibrio
quimico entre las fases cumpliendo con los criterios de equilibrio y estabilidad; por tanto
los cristales de sal se disolveran en el agua pasando de un potencial quimico mayor en su
estado solido a uno menor en solucién acuosa, de esta manera conforme los cristales de
sal se disuelven en el agua el potencial quimico de la solucién acuosa aumenta hasta que
alcanza el equilibrio quimico cuando p3ide = y5cuose Cuando se cumpla esta condicién, ya
no se disolverd mas sal en el agua y la solucién se encuentra saturada. Desde hace mas de
un siglo, se han desarrollado modelos matematicos y técnicas computacionales para predecir
la descripcion de equilibrio termodinamico de los diagramas eutécticos. Uno de los mas
estudiados es el de la mezcla acuosa de cloruro de sodio debido a sus multiples aplicaciones,
en particular a sus aplicaciones geofisicas en diferentes cuerpos de agua tales como el agua
de mar.

La curva de solubilidad, definida mediante una sucesién de estados de equilibrio puede
describirse en funcién de la temperatura y presion, pero generalmente se suele considerar el
efecto de la presion como despreciable para la mayoria de los casos de interés. Experimental-
mente esta curva puede determinarse por calorimetria ya que el sistema absorbe o libera calor
llegado el estado de saturacion, sea el caso en el que el soluto se precipita o se disuelva [21].
Teéricamente una de las expresiones mas utilizadas para determinar la curva de solubilidad
es mediante un ajuste polinomial ¢ = A+ BT +CT?+- -, donde A, By C son los coeficientes
del polinomio cuadratico y donde la composicion de la solucion ¢ es funcion de la temperatura
T. Ademas de esta, se han propuesto otras expresiones logaritmicas semi empiricas basadas
en termodinamica de equilibrio de fases. En el caso de las soluciones ideales, la curva de
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solubilidad se puede predecir por la ecuacién de van’t Hoff

In(x) = % [Tif _ H (1.6)

donde x es la fracciéon molar del soluto en la solucién, T' es la temperatura, Ty y AH; son
la temperatura de fusion y la entalpia de fusién del soluto respectivamente. Sin embargo,
la mayoria de las soluciones no se comportan idealmente, por lo que esta expresién no es
valida.

Las soluciones no ideales, son aquellas que no se describen por las ecuaciones ideales
y que se demarcan por una notable desviacién 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 tedricos y experimentales para
determinar las actividades y los coeficientes de actividad en los sistemas no ideales lo que
permite determinar las demas propiedades termodinamicas de la solucién asi 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 presién
de vapor de los componentes en la solucién. La condicién para el equilibrio de fases entre
una solucién y su vapor es cuando para cada especie i, el potencial quimico en la solucién
debe ser igual al potencial quimico i en la fase de vapor, es decir cuando p = u;"". Se
asume que el vapor estd en equilibrio con la solucién y se comporta como una mezcla de
gases ideales. En el caso de las solucién de un sélido en un liquido, la presién parcial de
vapor del soluto sobre la solucion es dificil de medir debido a que es muy pequena, por
lo que no es 1util para determinar el coeficiente de actividad y se determina de forma in-
directa mediante la relacion termodinamica de Gibbs-Duhem y la presion parcial del solvente.

En la tabla 1.1 se muestran algunos coeficientes de actividad para soluciones acuosas
de sacarosa a una temperatura de 25°C que son calculados indirectamente. Debido al gran
tamano de las moléculas de sacarosa comparadas con las de agua, a pesar de que podria
considerarse bastante diluida la solucién con una concentracién de solo 0.1 de CioH2011,
hay una cercania entre las moléculas del soluto, por lo que la desviaciéon de la idealidad donde
~ = 1 es considerable. A partir de los valores mostrados en la tabla y720 < 1y y¢12H2201 > 1,
se infiere que las interacciones entre agua y sacarosa son mas favorables que sacarosa-sacarosa
a la temperatura y concentraciones dadas.

x (Hy0) 0.999 | 0.995 | 0.980 | 0.960 | 0.930 | 0.900
v (H0) 1.000 | 0.999 | 0.999 | 0.990 | 0.968 | 0.939
v (C12H011) | 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 congelacién. En muchos casos este coeficiente
puede ser aproximado por ajustes polinomiales de los datos experimentales y también
mediante modelos fisico estadisticos. A partir de analizar los coeficientes de los polinomios
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para distintas soluciones binarias. En 1920, J. Hildebrand propuso expresiones empiricas
dependiente de la temperatura [23].

Se han desarrollado otros modelos de correlacion entre las propiedades termodinamicas
considerando a una molécula como un agregado de grupos funcionales, 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
‘contribucién de grupos’ se introdujeron a inicios de los 60’s [24,25]. Cualquier método de
contribucion de grupos, se basa en que de los tantos compuestos quimicos de interés, el
numero 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 numero reducido de pardametros (funcionales), que si se considera todas las
contribuciones de grupos individuales. Cualquier método de contribuciéon de grupos es una
aproximacion.

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 ecuacién de estado de la mezcla a través de la
cudl calcularon diferentes funciones termodinamicas y compararon sus resultados con datos
experimentales.

Tos grupos funcionales son agrupaciones especificas de dtomos dentro de las moléculas. Algunos ejemplos
de grupos funcionales son los alcoholes, alquenos, alquinos, aminas, acidos carboxilicos, aldehidos, cetonas,
ésteres y éteres, entre otros.






CAPfTULO D —————————————————

TRANSICIONES CINETICAS: LA TRANSICION VITREA EN
LIQUIDOS SIMPLES SOBREENFRIADOS

Uno de los retos mas importantes dentro del estudio de la materia condensada blanda se
refiere a la fundamentacion fisica del fenémeno de la transicion vitrea. Desde hace mas de
un siglo se ha tratado de establecer la descripcion de esta transicion cinética a través de los
procesos de relajamiento que se llevan a cabo dentro de un liquido sobre enfriado en su ruta
hacia la formacion de un vidrio. Cabe resaltar que, a diferencia de las transiciones de fase
termodindmicas que sufre un liquido a través de una sucesién de estados de equilibrio, una
transicién cinética es aquella para la cual los cambios temporales de las variables medibles
son comparables con los tiempos de relajacion del sistema, en este caso en el liquido sobre
enfriado.

El siglo XVII fue reconocido como el comienzo del desarrollo moderno de la cristalografia.
Se descubrieron cristales con diferentes formas de diferentes sustancias como sales y azticares,
incluido el descubrimiento de la caracteristica forma hexagonal de los copos de hielo [33].
Son muchas las variables asociadas al proceso de nucleacién y crecimiento de los cristales a
partir del liquido, como la preparacion y el tamano de la muestra asi como la velocidad de
enfriamiento entre otras [12]. El grado o la capacidad de cristalizacién de una sustancia estd
asociada con el grado de sobreenfriamiento, esto es, cuanto mas se logre mantener la fase
liquida de una sustancia por debajo de su temperatura de fusién significa que su grado de
sobreenfriamiento es mas grande y por tanto tanto su grado de cristalizacién es bajo. El caso
contrario, un grado de cristalizacién alto, significa que el liquido no permanecera por mucho
tiempo sobreenfriado, promoviendo la cristalizacion rapidamente como sucede para el agua.

Las mediciones de las presiones de vapor del agua y el comportamiento de la densidad
y el coeficiente de expansion térmico a bajas temperaturas incluidas aquellas por debajo
de su temperatura de cristalizacién a principios del siglo XIX ampliaron los estudios de
los liquidos sobreenfriados incluyendo el el agua [34]. Fue a finales del siglo XIX cuando
G. Tammann escribié sobre la posibilidad de evitar la cristalizacién de distintas sustancias
mediante un proceso de enfriamiento rapido [35], obteniendo en su lugar un vidrio. En casos
extremos, este enfriamiento debe ser tan grande del orden de 10° K/s (caso del agua) [36].
Se ha estimado en simulaciones computacionales que liquidos como el argdén necesitarian un
enfriamiento de 10 K/s [37]

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

15
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Para el estudio de este capitulo, se definen distintos conceptos como el liquido sobre-
enfriado y el vidrio, asi como su caracterizacion por medio de la viscosidad con el fin de
exponer la transicién vitrea que toma lugar en el proceso de enfriamiento. Se explica su
caracter cinético a diferencia de las transiciones de fase termodinamicas expuestas en el
capitulo anterior.

2.1. El liquido sobreenfriado y la transiciéon vitrea

Cuando un liquido se enfria por debajo de su temperatura de fusion 7},, en el caso de una
sustancia pura si este proceso se realiza de forma cuasiestatica, de la fase liquida se formara
un solido cristalino pasando asi por una transicion de fase termodinamica liquida < sodlida
descrita en la seccién 1. Sin embargo, cuando el proceso de enfriamiento es lo suficientemente
'rapido’, no cuasiestatico es posible inhibir el proceso de cristalizaciéon en T}, y mantener la
fase liquida por debajo de esta temperatura. Los liquidos que pueden enfriarse por debajo de
su temperatura de fusién se les conoce como liquidos sobreenfriados ya que se encuentra en
un estado fuera de equilibrio termodinamico.

V ’\&)\

Cristal

T, T

Figura 2.1: Diagrama V — T' que muestra el cambio de volumen durante el enfriamiento de
un liquido.

Si la temperatura del liquido sobreenfriado continiia disminuyendo, la viscosidad de
este liquido sobreenfriado aumentara de tal forma que a una cierta temperatura T}, este
coeficiente alcanzara un valor de ~ 10'3 Poise, donde dicho liquido queda atrapado en una
configuracion determinada, es decir, forma un vidrio. A esta temperatura donde sucede esta
"transicion cinética’ se le conoce como la temperatura de transicién vitrea 7, la temperatura
de transicién vitrea T, no es unica ya que depende de la razén de enfriamiento [38,39], sin
embargo, este intervalo de temperaturas estd muy bien caracterizado y definido [40]. En
la figura 2.1 se describe graficamente el comportamiento del volumen como funcién de la
temperatura para los dos procesos de enfriamiento mencionados.
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2.1.1. La temperatura de transicion vitrea

Una de las técnicas experimentales mds utilizadas para determinar 7, es mediante
calorimetria diferencial de barrido o DSC como se observa en la figura 1.1, usualmente
la razon de enfriamiento experimental es dentro de un intervalo de 1 — 10 K/s. A pesar
de que tedricamente cualquier sustancia puede vitrificarse, tanto sustancias puras como
mezclas [41], un buen liquido formador de vidrio es aquel que se sobreenfria fécilmente
dentro de este intervalo de velocidades de enfriamiento [42]. Los polimeros, azicares
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 estd relacionada con una alta simetria molecular y grandes momentos dipola-
res [43]. Los aziicares son buenos formadores de vidrio porque tienen caracteristicas opuestas.

A lo largo de los afnos, se han estudiado experimentalmente diferentes tipos de vidrios.
Dependiendo del area de interés, se ha investigado materiales metalicos, principalmente
silicatos de sosa y 6xidos de boro, asi como organicos, incuyendo diferentes tipos de
carbohidratos y polimeros [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 tecnologias de enfriamiento el intervalo de temperatura del agua
sobreenfriada disminuyé 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
dificiles dado que el agua cristaliza facilmente ante una fluctuacién muy pequena [50]. Para
vitrificar el agua se requieren velocidades de enfriamiento extremadamente grandes [36], lo
que se conoce en inglés como "hyperquench’, y ain asi sélo seria posible obtener agua vitrea
en porciones muy pequenas, gotas micrométricas de agua dado su gran momento dipolar y
su alta simetria molecular haciendo casi imposible la cristalizacién [51], en anos recientes este
procedimiento ha tenido mejoras considerables. Actualmente existen varios procedimientos
para la obtencién de agua vitrea en laboratorios [52]. Sin embargo, la discusién en torno a
la temperatura de transicion vitrea del agua sigue abierta debido a las dificultades de su
medicién.

Posiblemente, la primera observacion de agua sobreenfriada fue realizada en 1724 por
D. Fahrenheit [53]. Quién en sus muy extendidas bitdcoras de trabajo, reporté después de
dudar un poco sobre los resultados, lo que parecia a simple vista un tono opaco en sus
muestras, lo que significaria la nula formacién de hielo en las condiciones que él ya habia
reconocido deberia hacerlo, pero no se aventurd como él lo describe, a sacar una conclusion
sobre sus observaciones. La primera vez que se obtuvo agua vitrea en el laboratorio fue
mediante la deposicion de vapor; método propuesto en 1933 E. W. Wasburn y obtenido
experimentalmente dos anos después por Burton y Oliver [54,55]. En este trabajo observaron
la existencia de un temperatura por debajo de la cual el agua permanece vitrea, el valor
estimado fue de 163K. En 1987, casi cincuenta anos después de este hecho, el valor reportado
por calorimetria fue de 136K [56]. En 2001 V. Velikov et al reportaron una temperatura de
165 K [57]. En un trabajo de investigacién muy reciente de P. Lucas et al después de un

analisis exhaustivo sugiere que 7T, del agua debe ser superior al valor generalmente tomada
de 136K [58].
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Otra manera de obtener agua vitrea es de forma indirecta, esto es utilizando una solucién
vitrificadora y estimar mediante algin ajuste el valor de la transicion vitrea del agua, este
procedimiento lo implementé A. Angell en 1995 [42] con la ayuda de una mezcla acuosa de
nitrato de calcio usando la ecuacién de E. Jenckel y H. Heusch (JH) propuesta en 1953 [59].
En los capitulos subsiguientes se explora la temperatura de transicion vitrea de las mezclas
y la dependencia con la concentracion.

2.1.2. La viscosidad en un liquido sobreenfriado simple

El proceso de vitrificaciéon un liquido se caracteriza por una disminucién simultanea
de la entropia, la capacidad calorifica y por el gran aumento de la viscosidad conforme se
aproxima a Ty. El andlisis de los procesos de relajacién La descripcion fisica de los procesos de
relajacion, introducidos por Glasstone, Laidler y Eyring [60] como rate processes” (procesos
de tasa de cambio), incluyen a la electroquimica, la descripcién temporal de las reacciones
quimicas y a los fluidos viscosos centrados dentro de la termodinamica fiera de equilibrio.
Una de las propiedades mas importantes utilizadas para describir la fenomenologia hacia
la transicion vitrea es el comportamiento de la viscosidad de un liquidos sobreenfriado a
acercarse a la region de la transicién vitrea [61-63].

Un tiempo de relajacién es aquella escala de tiempo caracteristica, en la que un sistema
se relaja o regresa desde un estado perturbado hasta llegar a un estado de equilibrio. Este
tiempo de restauracién, 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 relajacién depende de la temperatura, presién y las
caracteristicas propias del sistema.

La relajacion de un pardmetro fisico o, puede describirse como

o(t) = op + 00(t) (2.1)

donde o4, y 0 son constantes y ¢() es la funcién de relajacién normalizada [64]. Una funcién
de relajacién ¢(t) es aquella que describe el comportamiento de un sistema cuando vuelve
al equilibrio después de haber sido perturbado o sometido a un estimulo externo [65]. En
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muchos casos, la funcién de relajacién puede seguir un comportamiento Arrhenius'™ [68],

t

o e (1) e

donde A es una constante y T es el tiempo de relajacion. Este parametro determina la razon
de decaimiento o incremento de la funcién de relajacién,

do 1
% = —7—_<O'(t) - Uoo) (24)

Existen diferentes pruebas dieléctricas o calorimétricas, para estudiar el comportamiento
dinamico experimental de diferentes tipos de liquidos. Dentro de las muchas técnicas experi-
mentales para medir el tiempo de relajacion en los liquidos sobreenfriados las mas comunes
son: el Analisis Mecdnico Dindmico (DMA) mediante una deformacion 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 disminucién de la intensidad de la fluorescencia o por reologia mediante el estudio de
flujos y deformaciones del material. La técnica experimental a utilizar dependera del sistema
bajo estudio y su sensibilidad ante perturbaciones externas.

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

t

o(t) = exp | — (7—,>B (2.5)

donde ¢(t = 0) = ¢ y 0 < <= 1. Esta funcién empirica 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 polimeros [71, 73]. Esta relacién es muy
utilizada debido a que en el dominio temporal, solo hay dos parametros de ajuste: el
exponente 3 y el tiempo de relajacién 7. Para tiempos cortos (t < 7T) y o largos (t > T),
mas alld de del intervalo de estudio se tendran desviaciones de la forma KWW [74].

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

VS. Arrhenius, en 1889 present6 una relacion entre la velocidad de reaccién como funcién de la temperatura,
para la conversién quimica de la sacarosa en solucién de fructosa y glucosa por medio de acidos [66], In[k(T')] =
InA — (E,/RT), donde la constante E, la energia requerida para convertir la sustancia reactiva en la forma
activa. La ecuacién de Arrhenius fue reescrita en su forma equivalente como [67],

k(T) = Aexp(—E,/RT) (2.2)

esta expresion describe la dependencia de las rapideces de reaccién con la temperatura de distintas reacciones
quimicas asi 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 E, pueden tomarse como
constantes por lo que estos casos la representacién gréfica exponencial tipo Arrhenius in(k)vs(1/T) es usada
ampliamente [10].
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que el tiempo de relajaciéon depende de la temperatura y puede estar relacionado con la
viscosidad de corte del sistema [75],

n~GT (2.6)

donde G es el modulo de corte. Asi, cuando el tiempo de relajacion, se ralentiza con la
disminucién de la temperatura tal que supera la escala de tiempo experimental mas larga,
tipicamente de ~ 100s, es cuando se forma un sélido no cristalino fuera de equilibrio
termodindmico: un vidrio [43]. Este incremento en el tiempo de relajacién corresponde a un
aumento en la viscosidad 7 que en la transicién vitrea corresponde a una viscosidad de 10'2
Pas.

Para estudiar las propiedades fisicas de los coeficientes de transporte, serd mediante el
Factor de Desplazamiento Logaritmico (LSF) [76],

_ oo, T(T)
LSF =log(ar) = logn(Ts) = logT(Ts)

(2.7)

con Ty una temperatura de referencia.

La descripcién de los procesos de relajacién en liquidos sobreenfriados simples comenzé
a ser formulada desde la década de los anos veinte del siglo pasado para diversas sustancias.
Una de las primeras expresiones para expresar al el tiempo de relajacion como funcion de la
temperatura para este tipo de liquidos en la vecindad de T}, fue formulada empiricamente
por H. Vogel en 1921 [77], esta relacién matematica tiempo después fue empleada por G.
Tammann y G. Hesse [78,79]. G. S. Fulcher present6 esta ecuacién empirica para silicatos
de forma independiente, en este trabajo analizé la expresion cambiando el porcentaje de
NaOs [80]. A esta expresion se le conoce como la ecuacion de Vogel-Fulcher-Tammann (VEFT),

B
T -1y

loglar) = A — (2.8)
con Ty una temperatura de referencia, denominada isentrépica, término que retomaremos
mas adelante, A y B pardmetros constantes ajustables [81].

En 1955, por su parte, M.L. Williams, R.F. Landel y J.D. Ferry [76] presentaron una ecua-
cién alternativa para el LSF de un liquido sobreenfriado fragil. La ecuacién WLF considera
una temperatura de refencia Ty, y dos parametros C; y Cs,

M)\ _ -G(T-T,)
LSF = log (U(Ts)) ~ G T T (2.9)

Los parametros, C; y C, inicialmente fueron considerados como valores constantes para
distintos formadores de vidrios, sin embargo, conforme esta ecuacién se estudié en otras sus-
tancias se determino que es realidad son parametros variables ajustables para cada sustancia.
las dos expresiones descritas previamente 2.9 y 2.8 son validas en el regimen sobreenfriado y
predicen para la viscosidad en la vecindad de T}, un valor de 10" Poise.

A. Angell, uno de los mas destacados investigadores de tiempos recientes en los procesos
de relajacion y transicion vitrea, propuso una clasificacion de los liquidos sobreenfriados en
términos del comportamiento de su viscosidad con la temperatura, en fuertes y frégiles [84].
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Figura 2.2: Clasificacién de vidrios fuertes y fragiles [82,83].

Una anécdota de C. Alba-Simionesco [85] cuenta como en el laboratorio de A. Angell
ubicado en el sétano del Edificio de Quimica de la Universidad de Purdue en Arizona, un
gran equipo de estudiantes y posdoctorados proporcioné de informacién experimental para
que Angell formulara el concepto de fragilidad en 1985 [86]. El concepto de fragilidad fue
un intento de describir la dindmica involucrada en liquidos sobreenfriados y caracterizar
la razén de cambio de los coeficientes de transporte hacia la temperatura de transicion
vitrea. Anos después este concepto fue formalmente propuesto [87,88]. En la figura 2.2
se muestra esta clasificacion [82], los vidrios fuertes son aquellos cuya viscosidad n(7")
exhibe una dependencia exponencial tipo Arrhenius. Por su parte los liquidos sobreen-
friados fragiles no se describen mediante una relacién tipo Arrhenius, por lo que se han
formulado distintas teorias y formulaciones matematicas que describan este comportamiento.

El primer modelo fisico estadistico para un liquido sobreenfriado fue propuesto por
Walter Kauzmann en 1948 en el cudl asocia el aumento de la viscosidad y de los tiempos
de relajamiento del mismo con las propiedades calorimétricas del sistema, esencialmente
de la entropia, y propone que los tinicos grados de libertad que contribuyen son los
configuracionales. Para evitar que la entropia del liquido sea mayor que la del cristal a
temperaturas cada vez mas bajas, propuso una temperatura, la temperatura de Kauzmann
Tk para la cudl la entropia configuracional se hace cero.

A partir de la evidencias acerca del aumento en la viscosidad del liquido al ir disminuyen-
do la temperatura, los movimientos moleculares deben tornarse cada vez mas lentos, en 1965
G. Adam y J. H Gibbs [89] presentaron un nuevo modelo fisico estadistico para un liquido
sobreenfriado, suponiendo que solamente mantiene grados de libertad configuracionales, a
través del cual establecen una relaciéon matemaética entre el tiempo de relajamiento y la
entropia configuracional del sistema. Es importante subrayar que el modelo de Adam Gibbs
(AG) permanece como el modelo fisico estadistico para la descripcion de formadores de vidrio
referente a partir del cudl se han propuesto algunos cambios sin perder sus consideraciones
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fisicas basicas.

A partir del conjunto representativo isobarico isotérmico, dividen al liquido 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 configuracion si reciben una fluctuacion de energia
suficiente. Estos conjuntos se conocen como regiones de rearreglos cooperativos (CRR).
AG propone que los tiempos de relajamiento de las moléculas estan relacionados con la
probabilidad de que existan estos rearreglos cooperativos. En el apéndice A.2 se desarrolla
brevemente este modelo tedrico.

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 transicién vitrea de sustancias poliméricas, con

1
ACp = Aﬁ + BT — CT? (2.10)
donde A, B y C son constantes que dependen del liquido, P. Goldstein y colaboradores
en 1993 [91] encontraron una forma lineal tedrica para el factor logaritmico LSF dada en

términos de la variable reducida (TT)Q dada por,

LSF —m <§)2 - H(T) (2.11)

donde T es una valor de referencia, con m la pendiente de una recta y b la ordenada al origen,
ambas constantes dependen de la naturaleza de la sustancia. Esta expresion es equivalente a
las ecuaciones WLF y VFT. Después de emplear esta expresion en distintos liquidos sobreen-
friados fragiles, incluyendo polimeros, polioles y varias mieles de diferentes zonas geogréficas
considerando la temperatura de referencia 7y = T,, y usando graficos maestros se mostré
que la ecuacién 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 transicién vitrea T, para cada
sustancia descrita, la viscosidad en el liquido sobreenfriado simple se expresa como

LSF = log (;7(%) —m (%)2 +b(T}) (2.12)

Al dibujar la grafica de la ecuacién 2.12 para diferentes liquidos sobreenfriados se obtienen
rectas que comparten el mismo valor en la pendiente m, solo separadas por un factor c. Por
esta razdén se introduce una nueva temperatura de referencia 7;, asi

log <g<(£))> — LSF + ¢ = log <;7<(£))> +e=m (%)2 +HT) +c  (2.13)

dado que

log (n(T) ) = logn(T') — logn(Ty) + logn(T,) — logn(T}) (2.14)
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Figura 2.3: Gréfica de LSF vs. (T,/T)? para los liquidos sobreenfriados: PIB(), PV Ac(R) y PS
(#) para temperaturas dentro del intervalo T,,, < T < T, donde T,, y T, son la temperatura
de fusién y de entrecruzamiento respectivamente. Figura tomada de [93].

se tiene que el factor ¢ esta dado por,

(2.15)

log (Zgz%) —m (%)2 +b(T,) = —c (2.16)

finalmente mediante las ecuaciones 2.15 y 2.16, se puede determinar la temperatura de refe-
rencia 7j en términos de la temperatura de transicion vitrea del liquido T,

T, = Tg< LW>_ — IT, (2.17)

entonces,

m

Al evaluar este factor f con los ajustes para cada liquido sobreenfriado, A. Andraca y colabo-
radores determinaron ademés que 7, = fT, ~ T,. Mediante un escalamiento con la variable
(T,/T)? se establece una curva maestra como se observa en la figura 2.4. El andlisis de la
viscosidad por medio de T, como la temperatura de referencia, permite a los investigadores
establecer una ley de estados correspondientes [94], como se mostré en el trabajo descrito,
asi el comportamiento de las viscosidades de de distintas sustancias sobreenfriadas pueden
ser descritas en un grafico unico (master plot).

El principio de los estados correspondientes fue propuesto por Van der Waals en
1873 y permite establecer una tunica expresiéon matematica que describa la dependencia
entre las variables de sistemas termodinamicos de distinta indole por medio de variables
reducidas [95], lo cual resulta 1til ya que permite predecir una fenomenologia generalizada
y particularizar para un sistema de interés cuando se requiera partiendo de una base
comun [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. (T,/T)? para liquidos sobreenfriados simples fréagiles
para temperaturas dentro del intervalo T,, < T < T, donde T,, y T. son la temperatura de
fusion y de entrecruzamiento respectivamente. Los liquidos sobreenfriados aqui mostrados
corresponden a PDE (A), TNB (A) OTP (%) PIB(), PV Ac(H) y PS (¢). Figura tomada
de [93].

equilibrio termodinamico’ 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 liquidos sobreenfriados
simples

A inicios de los 90 Rossler et al [99] analizaron las viscosidades de distintos liquidos sobre-
enfriados organicos utilizando distintas temperaturas de referencia con el fin establecer una
ley de estados correspondientes, es decir, una relaciéon que describa las viscosidades de distin-
tas sustancias y reducir el comportamiento en un grafico inico (master plot). Sin embargo,
se mostré que para distintas temperaturas de referencia 7, se infiere un comportamiento
distinto por arriba y por abajo de una cierta temperatura 7, comprendida entre T, y T,.
Esta temperatura T, demarca el comportamiento universal y el individual para los liquidos
sobreenfriados ya que ocurre la ruptura de la relacion de Stokes-Einstein lo cual es un indi-
cador de un cambio en la difusién en el liquido sobreenfriado por arriba y por debajo de esta
temperatura [94].

Se determiné que 7, = 1.27, como aquella temperatura a la cudl existe un cambio de
régimen, donde la relaciéon de Stokes-Einstein cambia y por tanto el proceso de difusién.
El origen de un segundo proceso de difusion no fue muy claro hasta entonces, ya que al
contrario del relajamiento « el 8 persiste debajo de T,. Por tanto un liquido sobreenfriado
pasa de un mecanismo de difusién traslacional « a un rotacional 5 en T, [100].

La viscosidad 7 estd relacionada inversamente con el coeficiente de difusion traslacional

VEn un trabajo titulado ’corresponding states for perfect liquids’ K.S. Pitzer en 1939, partiendo de ciertas
suposiciones y haciendo uso de fisica estadistica deduce la teoria de los estados correspondientes de van der
Waals, sus resultados los analiza para argén, criptén y xenén, y de hecho al usarlos como referencia los
denomina liquidos perfectos [97]
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D, de acuerdo con la relaciéon de Stokes-Einstein (SE):
D = kgT/(6mnr) (2.18)

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, y r es el radio de la particula
difusiva. La relacion de SE describe la autodifusion de una particula de prueba esférica en
un fluido viscoso. Esta ecuacién se basa en la hidrodindmica clésica y teoria cinética [101].
Los liquidos que se encuentran por arriba de la temperatura de fusién (7,,,), la relacién 2.18
generalmente es valida para cuando la particula de prueba es muy pequena. Sin embargo, en
un liquido sobreenfriado (T < T,,,) conforme disminuye la temperatura y se aproxima a la
temperatura de transicion vitrea a una cierta temperatura 7T, la temperatura de entrecruza-
miento, la relaciéon SE generalmente subestima al coeficiente de difusion D en relacion a la
viscosidad 7 en varios érdenes de magnitud, asi cuando se rompe la relacion de SE ya no se
cumple la relacién D ~ n~!. Cuando ocurre este rompimiento habra una dependencia de 7
con un exponente &

D~n¢ (2.19)

donde x es un exponente cuyos valores en los liquidos sobreenfriados normalmente se
encuentran en el rango de 0.6 — 0.9, ademas, se ha observado una dependencia significativa
con el tamano de la particula de prueba en la difusién traslacional, donde la desviacion del
comportamiento SE es mas pronunciada para aquellas méas pequenas. Sin embargo, se ha
podido establecer universalidad para temperaturas menores que la de entrecruzamiento [93].






CAPfTULO S ——

TRANSICIONES CINETICAS: LA TRANSICION VITREA EN
SOLUCIONES SOBRESATURADAS

La fragilidad de un liquido sobreenfriado es uno de los factores a tomar en cuenta en los
liquidos formadores de vidrios tanto en sustancias puras como en mezclas. Es fundamental
comprender el fenémeno de la cristalizacion, ya que los procesos de nucleacion y crecimiento
de cristales determinara si el liquido se convertira en vidrio o no durante el enfriamiento.
Optimizar el proceso de vitrificacion tiene implicaciones importantes en diversas aplicaciones
tecnologicas.

Fue hasta finales del siglo XIX cuando se planted la posibilidad de inhibir la cristalizacion
mediante un proceso de enfriamiento rapido [35]. En en el caso del agua, se necesita una
velocidad de enfriamiento enorme [36] y sélo para obtener pequenas gotas [51] vitreas. Sin
embargo, anos posteriores se descubrié otra forma de obtener agua vitrea interrumpiendo
el proceso de nucleacién mediante la adiciéon de sustancias externas y vitrificando en la
solucién como fue descrito para el caso de sustancias coloidales en 1926 por Moran [102],
quien descubrié que si hay menos del 35% de agua en una mezcla de agua y gelatina, la
cual segun su reporte no se congela y queda atrapada en el gel, abriendo la posibilidad de
obtener sustancias vitreas en solucion, teniendo a la concentracién como variable ya no a la
temperatura. Este fenémeno 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 acumulacién de aztcares 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 precipitacién del soluto
mas alla de la sobresaturacion 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 fenomenologia es necesario otro tipo
de diagrama que incluya estados fuera de equilibrio termodinamico. En el apéndice A.3 se
describe brevemente la solubilidad y la sobresaturacién en sistemas binarios.

3.1. El diagrama suplementario (SPD)

El azicar es bastante soluble en agua bajo las condiciones de temperatura y presion
ambientales. El problema surge al aumentar la concentracién y bajar la temperatura ya que
diversas investigaciones reportan dificultades experimentales para determinar la solubilidad
en las soluciones de azucar, mostrando una tendencia a la sobresaturaciéon evitando la
cristalizacion espontanea [104]. De hecho, desde comienzos del siglo XX experimentando
con sales de agua marina Van’t Hoff se percatd que ésta no se precipitaba ain forzando la

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

3
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(a) Diagrama de fases de la solucién acuosa de (b) Diagrama de fases de la mezcla de sacarosa
lactosa reportada por Herrington [106]. y agua reportada por F. Young y F. Jones [107].

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

Los primeros reportes experimentales sobre la dificultad de los azticares para precipitar
en la solucién 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 descubrié que la forma de obtener cristales
de azicar es posible con la ayuda de impurezas u otras fuerzas impulsoras adicionales [33].
De hecho, Herrington en su trabajo reporté la obtencién de cristales de lactosa por medio
de siembra y la adicién de alcohol [108].

A inicios de los 50’s la investigacién 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 aparicion de la fase solida 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
cientifica, 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 asi que en 1960 presenté un diagrama para la solucién acuosa
de glicerina [114] donde ademds de las curvas de cristalizacién y solubilidad, agregé la
temperatura de transicion vitrea de la solucién. 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 investigacién sobre los
liquidos sobreenfriados y la sobresaturaciéon motivaron a B. Luyet a incluir esta curva de
transicion vitrea al diagrama de fases para completar la fenomenologia observada. En 1968,
en colaboracion con Rasmussen, Luyet presenté un diagrama de fases de sacarosa acuosa
y glucosa [115]. El mismo ano, Rasmussen y MacKenzie presentaron el mismo diagrama
para agua y dimetilsulf6xido [116]. Diez afios mds tarde, MacKenzie cambié el nombre de
este diagrama de fases a diagrama de fases suplementario (SPD) (Supplemented Phase Dia-
gram) porque implica no sélo 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 ademas
de las curvas de coexistencia caracteristicas y de la temperatura de transicion vitrea
se muestran algunas otras temperaturas caracteristicas 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 investigacion.

Para una mezcla de agua y sacarosa la temperatura eutéctica tedrica se alcanzara en
aproximadamente —14°C', pero la sacarosa no cristaliza a partir de la solucién, por lo que
el diagrama de fases no muestra un punto eutéctico, y la curva liquidus se extiende mas
alla de este punto. Cuando la nucleacién del soluto es muy lenta como en este caso, la
sobresaturacién puede persistir durante mucho tiempo, tiempos de relajaciéon grandes [117].
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Figura 3.3: Diagrama de fases complementario (SPD) para una solucién acuosa de sacarosa.
La curva F representa la curva de congelacién de la solucién y la curva S es la curva hipotética
de solubilidad. La transicion vitrea T,(c) se estima mediante datos experimentales.

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

La curva de equilibrio entre la solucion y el hielo, la curva F' del diagrama de la figura
3.3 puede determinarse tedricamente o experimentalmente. Experimentalmente se puede
determinar el equilibrio de fases en un intervalo de concentraciones de sacarosa muy bajas,
no méas alld del 40%. Sin embargo, fuera de ese intervalo la medicién experimental se
dificulta, sobre todo a concentraciones mayores dado que para este tipo de soluciones la
sobresaturacion impide la formacion 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 correlacién [104, 118-120]. Tomando el mismo intervalo de
temperaturas, la fructosa tiene la solubilidad més alta en comparacion con la sacarosa, la
glucosa, la trehalosa, la maltosa y la lactosa en ese orden. Propuestas tedricas desde el
punto de vista termodindmico y molecular intentan explicar este comportamiento. Algunas
conclusiones cuantifican a las interacciones entre las moléculas de la solucién 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 caracteristicas
moleculares de la solucién acuosa con su capacidad crioprotectora debido principalmente
al aumento su viscosidad por sobresaturacion y la formacion vitrea. Dado el incremento de
la viscosidad en la regiéon sobresaturada de esta y otras soluciones similares, proponemos
determinar una posible regién donde la curva de solubilidad podria delimitarse en términos
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del cambio de la viscosidad, del régimen saturada al sobresaturada.

Se han desarrollado otros modelos de correlacion entre las propiedades termodinamicas
para este tipo de sistemas mediante grupos funcionales. El método de solucién analitica de
grupos (ASOG) fue propuesto por G. M. Wilson et al [121], donde el coeficiente de actividad
se obtiene como la contribucién debidas a las diferencias de tamano molecular asi como la in-
teraccién entre las componente de la mezcla. Anos mas tarde, en 1975 J. M. Prausnitz y D-S.
Abrams propusieron dos modelos fisicos estadisticos para describir una solucién no eutéctica.
El primero es el modelo (UNIQUAC) Universal quasichemical model el modelo cuasiquimico
universal (UNIQUAC/Functional group activity coefficients model) [122] para describir
una mezcla no electrolitica de dos liquidos. Este modelo es utilizado principalmente en la
descripcion del equilibrio liquido-vapor y liquido-liquido. El modelo UNIQUAC [123] es una
combinacion de contribuciones debida a diferencias en tamano y forma de las moléculas en la
mezcla y de grupos funcionales, ademés de una parte residual debida a las interacciones [6,23].

Posteriormente diferentes autores modificaron estos modelos introduciendo diferentes
condiciones termodindmicas [124], en particular para el caso de mezclas binarias acuosas con
azuicares [125-128]. Se puede encontrar un resumen de las distintas teorfas en dos articulos
de revisién publicados como reportes de la IUPAC [129,130] donde los autores reconstruyen
un diagrama SPD utilizando los resultados matematicos para los lugares geométricos de
ambas curvas de liquidus y el perfil de la temperatura de transicién utilizando la ecuacién
de Gordon-Taylor.

La posibilidad de encontrar este comportamiento en mezclas sobresaturadas sigue
siendo una tarea pendiente. Recientemente un modelo utilizado para calcular propiedades
termodinamicas de diferentes mezclas acuosas de azucares, sin tener suficiente precision en
la regién sobresaturada es el llamado SAFT (Statistical Association Fluid Theory). Este
modelo considera al fluido formado por esferas duras, al cudl se le asigna un potencial
para tener en cuenta la interacciéon entre las esferas de pozo cuadrado o Lennard-Jones.
Ademas se les permite la formacion de cadenas y la unién de estas ultimas. Asimismo, se
han propuesto distintas variaciones de este modelo [131].

Mas recientemente el models COSMO-SAC (COnductor-like Screening MOdel-Segment
Activity Coefficient), basado en célculos de quimica cuéntica, predice propiedades de la mez-
cla con resultados no muy adecuados en la region de la posible curva de saturacién [132,133]

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

3.2. La viscosidad y la temperatura de transicién vitrea en las
soluciones sobresaturadas

A diferencia de los liquidos simples sobreenfriados, la viscosidad de una mezcla binaria
acuosa es una funcién tanto de la temperatura como de la concentracion del soluto a
una presién dada. Al reducir su temperatura en las cercanias del régimen sobresaturado,
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la viscosidad se incrementa dependiendo de ambas variables del orden de ~ 10! 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], criopreservacion de tejidos bioldgicos, [150—-154]
y el almacenamiento farmacéutico de medicamentos asi como las vacunas de ARN [155-162].

3.2.1. La temperatura de transicién vitrea en una mezcla binaria

Las sustancias quimicas pueden existir como un vidrio ya sea de forma natural o artificial
mediante diferentes técnicas. Como sabemos, la via mas habitual para formar un vidrio
es a través de un enfriamiento rapido desde el liquido evitando la cristalizacion. Como
se describi6 para una sustancia pura, 7, depende ademas de la velocidad de enfriamiento
también de la composicién quimica de la sustancia, asi como las propiedades fisico-quimicas
que la describen debido a las interacciones moleculares. En una mezcla esta interaccion
entre moléculas de dos o mas sustancias provoca cambios importantes en las llamadas
propiedades coligativas como se describié en el capitulo 2. Por tanto es de esperarse que la
temperatura de transicién vitrea de una sustancia pura se vea influenciada por la adicién de
otra sustancia [163]. Esta influencia fue observada por B. Luyet para el caso de la solucién
de agua y glicerina en 1960 [114].

Los estudios de la temperatura de transicion vitrea y su dependencia con la composicion
en una mezcla fue motivada por distintas areas de investigacion. Por un lado, para evitar
la formacién de hielo en la criopreservacién, como una manera de obtener agua vitrea [7].
Por otro lado, desde la ciencia de polimeros se desarrollo la mayor investigacion tedrica, al
igual que para las sustancias puras poliméricas. Cuando esta teoria fue llevada a la ciencia
de alimentos permitié igualmente un amplio desarrollo de ambas areas .

La temperatura de transicion vitrea en funcién de la concentracién en una soluciéon
acuosa de azicar se mostrd por primera vez en un diagrama de fase en 1968 [115], aunque
la influencia de la cantidad de soluto en la solucién y el incremento o decremento de T}, de
la solucién fue estudiado para una solucién acuosa de glicerina [114,164].

Se han propuesto varias ecuaciones para determinar la temperatura de transicién vitrea de
una solucion a partir de estudios tedricos y experimentales [165,166]. Algunas expresiones son
propuestas empiricas, semi empiricas y las ecuaciones tedricas se corroboran para las regiones
de aplicacién mediante la experimentacién. Las investigaciones se han visto motivadas por
resolver distintos problemas. Sin embargo, en la ciencia de polimeros, dado que ya se sabia
que estas sustancias son sustancias que vitrifican facilmente, se esperaba algo similar para
las mezclas de los mismos, es asi que en esta area se presenta por primera vez casi al mismo
tiempo una una ecuacién empirica por E. Jenckel y R. Heusch en 1953 [59] y una ecuacién
tedrica por M. Gordon y J. Taylor [167]. Esta ultima, es una de las ecuaciones més famosas
de T, como funcién de la concentracién ¢ desarrollada para una solucién de copolimeros
ideal. La ecuacién de Gordon-Taylor (GT) se basé en la aditividad de volumen de los dos
componentes poliméricos, y asumié una temperatura de transiciéon de segundo orden donde
el volumen es continuo en la temperatura de transiciéon 7y, la transicién vitrea de la mezcla
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en funcion de la concentracién propuesta es,

_ w1T91 + ’(ng’TgQ
wy + wak

T,

g

(3.1)

con w; y wy son las concentraciones de los componentes. Ty, y Ty, son las temperaturas
de transicion vitrea de las sustancias puras, k es un parametro ajustable. El parametro de
ajuste k se estimo con la ayuda de mediciones experimentales asumiendo un comportamiento
ideal. En 1977, varios anos después de presentar la ecuaciéon GT, J.M. Gordon, G.B. Rouse,
J.H. Gibbs, y W.M. Risen [168], presentaron un andlisis cuantitativo sobre la constante
k de esta ecuacién mediante la entropia configuracional, concepto desarrollado anos antes
precisamente por J.H. Gibbs y EA Dimarzio en 1959 [169]. Desde la termodinamica clésica,
la temperatura de transicién vitrea no es una transicion de fase, sin embargo, de acuerdo
con la ecuaciéon GT, T, podria clasificarse como una transicién de segundo orden ya que la
entropia es continua en 7,. Alternativamente, el cardcter no ideal de una solucién podria
incluirse en la ecuacién GT a través de un pardmetro de interaccién [170]. Entonces, la
ecuaciéon GT describe la temperatura de transiciéon vitrea de varias mezclas ideales y no
ideales debido al parametro de ajuste k.

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

Una ecuacién muy interesante para describir la T, de varias soluciones no poliméricas
es la misma propuesta para polimeros en el articulo publicado por E. Jenckel y H. Heusch
(JH) en 1953 [59]. La expresién matematica desarrollada es simple pero bastante 1til, pues
describe la temperatura de transicion vitrea de soluciones de distinta composicion quimica,
esto debido al término «, un parametro de ajuste, asi la ecuacién JH esta dada por

Ty =Ty, we + Ty, wp + awawy (3.2)

esta expresion estd dada en términos de la T, de las sustancias puras (7, y T,,) y de la
concentracion de las sustancias w, y wy al igual que la ecuacion GT. Con la introduccion
de este parametro de ajuste «, se probd esta ecuacion para varias mezclas incluidos algunos
alcoholes polihidroxilados o polioles. Estos autores, también incluyeron en su analisis el efecto
de los diluyentes sobre los polimeros, donde el diluyente generalmente es aquel compuesto de
menor tamafio y tiene un efecto plastificante para la solucién. Los plastificantes se agregan
comuinmente a polimeros como plasticos y caucho, ya sea para facilitar el manejo de la
materia prima durante la fabricacion o para satisfacer las demandas de la aplicacién del
producto final.

La adicion de un plastificador a la solucién, o si alguno de los compuestos es una sustancia
plastificante, la cantidad de esta sustancia modificara la temperatura de transicion vitrea
de la mezcla, cuanto mayor sea el plastificante menor serd la Tj, de dicha mezcla. Es muy
complicado obtener agua vitrea en laboratorio al igual que la medicion de su temperatura
de transicion, por esto, en los anos 70’s las incertidumbres en las posibles mediciones eran
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mayores dada la instrumentacién de aquel tiempo. Una alternativa para estimar la T, del
agua indirectamente es por medio de la ecuacién de JH, dado el efecto plastificante del agua
en algunas soluciones. Asi la temperatura de transicién vitrea del agua la determiné A.
Angell en 1967 con la ayuda de una mezcla acuosa de nitrato de calcio [173] y una mezcla
acuosa de glicerina [174]. Varios afios después, en 1971 H. Rasmussen y A.P. MacKenzie [175]
, inspirados en el trabajo de Angell, utilizaron la ecuacién de JH para ampliar el estudio
de la T, de soluciones acuosas de etilenglicol y metanol para resolver problemas derivados
de la criobiologia reportados experimentalmente por B. Luyet para una soluciéon acuosa de
glicerol [114,176]. En los afos ochenta se establecieron las bases del agua como plastificante
en soluciones acuosas de azicares y otros compuestos organicos como principal diluyente
en la industria alimentaria y muestras biol6gicas [177,178]. Asi, varios trabajos propusieron
la aplicabilidad con gran éxito de las ecuaciones desarrolladas previamente para mezclas
de polimeros [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 relacién empirica en la que no se necesita ningtin
parametro de ajuste, por lo que la T, de la mezcla estd dada tUnicamente en términos de
las fracciones en masa m; y mg asi como las temperaturas de transicién 7,1 y 7,2 de los
componentes,

In(T,) = miln(T,1) + maln(T,2) (3.3)

esta ecuaciéon se implement6 en soluciones de multiples componentes, incluidos polimeros y
alcoholes.

Recientemente J.E.K. Schawe [181] presenté un enfoque termodindmico para describir
temperatura de transicion vitrea de soluciones binarias de agua-azicar y azicar-azicar. Su
analisis se basd en la entalpia de exceso de la solucién binaria y un parametro molecular
relacionado con enlaces de hidrégeno para plantear una ecuacion de GT generalizada.

3.2.2. La viscosidad en las mezclas binarias de azicares

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

Los primeros estudios de la viscosidad y su dependencia con la temperatura y la con-
centracion 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], asi observando sus
resultados en soluciones no electroliticas y algunas sales, se dio cuenta que en la mayoria de
los casos de estudio la viscosidad relativa se puede representar mediante la relacién,

n = A*BY (3.4)
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Figura 3.4: Viscosidad de la solucién de agua y sacarosa como funcién de la temperatura y
la concentracion.

en esta ecuacién empirica A y A son constantes caracternisticas de las dos sustancias a una
temperatura constante, x y y el volumen porcentual de las sustancias.

Asi a principios del siglo XX se propusieron varias ecuaciones empiricas y semi empiricas
para muchas soluciones. Los esfuerzos fueron en la direccién de relacionar la viscosidad de la
solucion con la viscosidad de sus constituyentes a cierta temperatura y concentracién bajo la
hipétesis de aditividad, hecho que fue muy criticado por EC Bingham [183]. Algunos trabajos
mas antiguos muestran una expresion empirica de la viscosidad para distintas soluciones
propuesta por C. H. Lees en 1901 [184],

B () ()

con m un parametro de ajuste, 1, y 7o las viscosidades de los constituyentes con vy y vy
sus volumenes molares respectivamente. Esta ecuacion se analizé para mezclas de glicerina
con agua, agua salada y para soluciones de azicar de 0 a 40 % sacarosa y para tempe-
raturas de 0, 40 y 80°C. Esta ecuacion se ajusté con precision a los resultados experimentales.

Por su parte, en 1906 A. Einstein [185], dedujo un expresion tedrica para la viscosidad de
una soluciéon diluida, considerando que las sustancias no se disocian en la solucién, ademas
consideré a las moléculas como esferas rigidas y la molécula de la sustancia disuelta es mucho
més grande que la molécula del solvente. En 1911, A. Einstein [186] retomd su trabajo de 1906
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y corrigié un error en la deduccién de este primer articulo y obtuvo la conocida expresion,

n =mno(1+ 2.5¢) (3.6)

donde 7 es la viscosidad de la soluciéon, ¢ la fracciéon de volumen de la sustancia disuelta en
un solvente de volumen unitario cuya viscosidad es 7. Esta expresion solo es valida para
soluciones muy diluidas donde las moléculas de soluto son muy grandes en comparacién con
las del solvente bajo la suposicion esférica de las dos moléculas. Aunque las suposiciones no
aplican para soluciones muy diluidas de agua y azicar dada la forma de las moléculas y la
interaccién entre éstas obtuvo una buena aproximacion comparando resultados experimen-
tales para una concentracién del 1% a 40°C. La mayorfa de las ecuaciones utilizadas para
soluciones de polimeros infinitamente diluidas son comparables a la relaciéon de Einstein 3.6,
por lo que como se vera mas adelante las ecuaciones desarrolladas para estas soluciones
poliméricas son la base de las relaciones empiricas utilizadas en las soluciones de azucares y
otros compuestos similares.

En 1917 S. Arrhenius [187] presenté un analisis exhaustivo de la ecuacién de 3.6 y comparé
el intervalo de validez con su ecuacion propuesta en 1887, al final de su estudio concluyd que
en todo caso, la expresion de Einstein es una aproximacion limite para distintas soluciones
muy diluidas, debido a la innegable interacciéon molecular de las distintas especies quimicas
involucradas cuando la concentracién aumenta. Debido a las limitaciones de la ecuacion de
Einstein, varios anos después S. P. Moulik presenté una expresion modificada de la relacion
3.6 para distintas soluciones acuosas valida para mayores concentraciones de soluto [188].
A comienzos de este siglo K. Toda y H. Furuse (2006) [189] derivaron una ecuacién para
la viscosidad de soluciones acuosas concentradas de glucosa y sacarosa a partir de la teoria
hidrodinamica de Einstein de 1906, la expresiéon modificada esta dada por,

i (3.7
(1—9¢)°
con 7, es la viscosidad relativa de la solucién y ¢ la fracciéon volumétrica de las moléculas de
soluto. Aparentemente obtiene resultados similares para las dos soluciones pero no menciona
la temperatura de comparacion utilizada.

En 1917 Kendall y Monroe [190], alumnos de S.Arrhenius notaron que la ecuacién
propuesta en 1887 [182] seguia 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 aromaticos, mostraron que de las muchas
ecuaciones propuestas en ese momento no se ajustaron a los datos experimentales solo la
propuesta por Lees con m = 1/3. En ese mismo ano E. C. Bingham y R. F. Jackson [192]
publicaron mediciones experimentales de la viscosidad de soluciones acuosas de sacarosa a
diferentes temperaturas (0-100°C) y para concentraciones de 20 y 40 % en peso. De hecho,
la finalidad del trabajo era la calibracion de los viscosimetros y la necesidad de utilizar otras
sustancias aparte del agua. También presentan una discusién sobre la ventaja de expresar la
viscosidad en centipoise, asi el valor reportado para el agua a 20°C fue de 1.0005¢P.

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 interaccién molecular de suspensiones
de esferas rigidas con una concentracién volumétrica deriva una ecuacion tedrica generalizada
para la viscosidad relativa de la solucién dada por,

ag

Inn) = 155 (33)
con a una constante, ) un factor de interaccién y ¢ la fraccion volumétrica del soluto.
Esta ecuacién también puede ser expresada en términos de el volumen molar del soluto
hydratado V}, y la concentraciéon molar del soluto ¢, Inn, = V,c¢/(1 — QVje). En un caso muy
particular si no toma en cuenta la interaccién molecular recupera la ecuacién de Arrhenius
(3.4). En un tercer trabajo de 1947 [195] con el fin de proporcionar un ejemplo practico
los resultados tedricos 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 concentraciéon. El intervalo de temperaturas considerado fue de 0-100°C.
Anos mas tarde S. P. Moulik y D.P. Khan retoman estos trabajos de Vand y los combinan
con su teoria de la viscosidad y con la de Thomas en una expresion general, que aproximé
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
correlacion universal para las soluciones de compuestos polihidroxilados como funcion de la
concentracion a temperatura constante.

Un modelo semi empirico que describe la viscosidad de distintas azicares y sus soluciones
a concentraciones (de hasta 80 %) mucho més altas de las que hasta el momento habian
sido estudiadas fue publicado por J. Chirife y M.P. Buera en junio de 1977 [197]. Su modelo
se basd en una teoria originalmente desarrollada para predecir la viscosidad de soluciones
concentradas de electrolitos, asi la expresion propuesta esta dada como,

py = exp(XE) (3.9)

con u, la viscosidad relativa, a y E pardmetros de ajuste, la concentracién estd dada por
la fraccién molar X. Esta ecuacion se utilizé para describir la dependencia de la viscosidad
con la concentracion de soluciones de sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa, lactosa y jarabe
de maiz. De acuerdo a sus analisis de datos, el peso molecular del azicar fue un factor
importante en la determinacion del valor del pardmetro E, que tedricamente podria estar
relacionado con la energia libre de activacion para el flujo viscoso.

El trabajo de tesis de J. L. Flores de 1979 fue la conexién entre las teorias desarrolladas
sobre la viscosidad en los liquidos sobreenfriados simples, la transiciéon vitrea en una
solucion y la viscosidad dependiente de la concentracién. en su trabajo experimental preparo
soluciones acuosas de fructosa y sacarosa a concentraciones superiores al 80 % y un intervalo
de temperaturas de 0-80°C, llegando a tener valores de la viscosidades de hasta 10'0
mPa.s(cP), de hecho muy préximas a la transicién vitrea. 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 liquidos puros motivé a T. Soesanto y M. C. Williams [201]
a estudiar estas soluciones desde la transicién vitrea desarrollada principalmente para la
ciencia de polimeros y para distintas concentraciones empleo las ecuaciones de WLF y VFT



Capitulo 3 - Antecedentes

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 ecuacion 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 polimero o plédstico, para aumentar su flexibilidad
y maleabilidad por tanto esto disminuye la temperatura de transicion vitrea de la mezcla.
El agua se considera un plastificante de los azticares porque tiene la capacidad de reducir la
temperatura de transicion vitrea de los aziicares.

Estudios posteriores con distintos tipos de azicares han demostrado la aplicabilidad
de la ecuacion 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.
Asi, dado que la temperatura de transicién vitrea aumenta con el contenido de soluto, se
estimé que aproximadamente por debajo de T, y por encima de T, + 100C es aplicable
una dependencia tipo Arrhenius y dentro del intervalo se espera un comportamiento no
Arrhenius, como una expresion WLF [137]. Al igual que para los liquidos simples, varios
experimentos demostraron que los parametros de ajuste de la ecuacion WLF dependen
de las sustancias en estudio como concluye M Peleg después de su exaustivo andlisis en
mezclas de polimeros y soluciones de azicar [204]. Como WLF y VET son modelos equiva-
lentes, ambos se utilizan para describir la viscosidad en soluciones de azicar, 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 bioldgicas, pues el agua es esencial para todas
las formas de vida y la gran mayoria de las interacciones moleculares en los sistemas
vivos ocurren en un entorno acuoso. Por tanto, las propiedades fisicoquimicas del medio
en que las muestras biolégicas son manipuladas determinaran el resultado final ya sea de
crecimiento, supervivencia o viabilidad después de un cierto proceso. Por tanto, desde que
accidentalmente se anadié 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 azucares fue factor clave para el mejoramiento
de los procesos de criopreservacion celular desde inicios del siglo pasado ya que la viscosidad
esta directamente relacionada con el proceso de cristalizacion y que determinara la cantidad
y tamano de hielo formado al bajar la temperatura.

Con el objeto de esclarecer las razones que hacen de la trehalosa el agente criopreservador
mas efectiva en comparacién con otras azicares como sacarosa y maltosa debido a la
'proteccién’ que brinda a los organismos contra la deshidratacién y la congelacién en 1999 S.
Magazu et al (1999) [207] investigaron los la viscosidad y la difusién 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. Asi, calcula la fragilidad para las distintas soluciones y
dado el grado de fragilidad del sistema estas soluciones resultan claramente no Arrhenius y
aproxima la ecuacién VFT para todas las concentraciones. De las tres azicares la trehalosa
tiene una mayor fragilidad dédndole este cardcter de agente crioprotector resultado de una
temperatura de transicion vitrea mas alta que otras azucares como se vera mas adelante.

14 —5 14
12+ . o ® so, 12
r A pure trehalose
i a ° W triphenyl phosphite ]
10 - s 10
- 15 R
8 ‘g = 8
6 I = d
—_ e 6
&’ [ 2
e 4p20 4
=)] B 4
2 |.— 2
0 25 PR S S fragile 0
L “0a35 o040 o045 050 055 060 = 4
2r T P 1-2
4 - - 4
M U N R B B S P B B

00 01 02 03 04 05 06 07 08 08 10
TJT

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

En las soluciones acuosas de azicar, la cristalizacién del soluto a alta concentracion
o baja temperatura puede ser inhibida debido a un aumento en la viscosidad y una
disminucién asociada en la tasa de difusiéon dentro de la soluciéon a medida que se incrementa
la sobresaturacion.

En el ano 2000 M. Rampp et al [208], presenta sus resultados experimentales de soluciones
acuosas de azucares incluyendo la leucrosa, sus mediciones incluyeron la viscosidad y la
difusién. Sus estudios en el caso de la fructosa los realizé 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 pardametro para todas sus soluciones y de este analisis es claro que
todas las mezclas estudiadas son fragiles, 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 azicares estudiadas, la difusion es normal, pero a concentraciones mas altas, donde
las moléculas de los carbohidratos se encuentran en contacto directo entre si, se observan
diferencias significativas en los procesos de difusién, por lo que para ¢ > 50 % en peso y
temperaturas T > 300K, la ecuacion de Stokes-Einstein muestra un desacoplamiento lo cudl
se hace méas evidente conforme se baja la temperatura. La superdifusién de las moléculas de
agua segun su analisis se podria explicar por la formacién de una red tridimensional rigida
y abierta de los azicares los que se encuentran unidos por enlaces de hidrégeno, a través de



Capitulo 3 - Antecedentes

la cual las moléculas de agua se pueden difundir en el régimen sobresaturado.

Al estudiar las soluciones en concentraciones muy altas ya se habia notado un compor-
tamiento anémalo en la difusién, sin embargo a comienzos de este siglo con el trabajo de
Rampp fue que se consider6 un rompimiento de la relacién de Stokes-Einstein al igual que
para una sustancia pura sobreenfriada muy cercano a su temperatura de transicién vitrea.
En esta direccién D. Champion et al (1997) en su trabajo de la difusién translacional en
soluciones de sacarosa en las cercanias de su temperatura de transicién vitrea, reportaron
un aparente cambio de difusién para concentraciones de sacarosa por encima del 65 % para
T,/T ~ 0.86 [209] pero dado que Tg dependende de la concentracién no resulta ser un
parametro generalizado el que se propone. A mediados del ano 2016 H. C. Price [210] estudi6
la difusién para este tipo de soluciones para concentraciones mas altas que en el trabajo de
Champion, comparé la difusién 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 < 1.5, pero de acuerdo a sus andlisis ocurre cerca de la transicién vitrea tan-
to para la difusion de sacarosa como para la difusion del agua, siendo mayor para esta ultima.

Recientemente, Longinotti y Corti [211] estudiaron la difusién 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 region de sobresaturacion en la solucion que va desde 278 a 298 K. Esto llevo a que se ob-
servara un desacoplamiento de la viscosidad y el coeficiente de difusién en T'g/T* ~ 0.75 [212].

Usando soluciones de sacarosa del 70 al 85 % de porcentaje en peso y con un intervalo
de temperaturas de 0-100°C, 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 saturacion y en cambio para concentraciones por encima
de la saturacién, la expresién tipo WLF describe la dependencia de la viscosidad con la
temperatura. Para otras azicares 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 saturacién o solubilidad como la posible regién que separa
dos regimenes. Faltaban por transcurrir dos anos mas para que se estableciera el diagrama
de fases complementario y se determinara claramente la frontera entre un régimen y otro.

Ademas de definir la regiéon de saturacion de las soluciones, para asi definir que tipo de
relajacién se tiene en el sistema binario, hacia falta ademas clasificar esta relajaciéon al igual
que para los liquidos sobreenfriados simples, en comportamiento Arrhenius o no Arrhenius,
es asi 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
demostré A. Angell y el trabajo de S. Magazi de 1999, en la regién delimitada sobreenfriada
propusieron una ecuacién polinomial de la variable T,/T" dada por,

2 3
o Iy Iy Iy

loglon*—a+b<T)+c(T +d T (3.10)

con a,b,c y d parametros ajustables y n= un valor de referencia. Esta escuacién se describe

dentro del intervalo de concentraciénes que van desde el 20 al 86 % de azicare. El
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escalamiento con 7T, de la solucién lo realizaron con la ecuacién 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 region
liquida normal, diluida, pero se separan en el régimen sobreenfriado 7,/T" > 0.65, donde se
hace evidente la diferencia en la fragilidad de las soluciones acuosas de azicar. Un punto
importante en esta descripcién es la temperatura de transicion vitrea con la que escalaron
la variable ya que depende tanto de la temperatura como de la concentracion, para lo cudl
hicieron uso de la ecuacién de Gordon-Taylor con pardametros de T, = 336K para la sacarosa
y T, = 388K para la trehalosa con el parametro de ajuste k = 4.74 y k = 5.04 respectiva-
mente, en el caso de la temperatura de transicion vitrea del agua el valor tomado fue de 135K.

Al tener en cuenta que las soluciones de azicares son fragiles, y que toda la evi-
dencia indica sin duda que a concentraciones moderadas la relajaciéon no es Arrhenius,
los esfuerzos se centran en encontrar una expresiéon generalizada para los azicares, co-
mo la ecuaciéon 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 a—lactosa en concentraciones de 10, 15,20, 30,40 y 50 gramos de lactosa por
100g de solucion, para temperaturas que van desde los 80C hasta la minima de 20C', des-
pués de analizar el comportamiento exponencial de la viscosidad con la concentracion y con
la temperatura, propusieron una ecuacion en términos del grado de sobresaturacién de la
solucién dado por SS = glactosa/100gagua asi,

n(ss) = a1 + aze™S® (3.11)

donde aq, as, as y a4 son pardametros de ajuste, que al implementar dicha ecuacién con los
datos experimentales obtuvieron,

n(ss) = 1.8411e*%5559 4 6.2263 x 10780099458 (3.12)

en su trabajo comentan que esta funcién exponencial propuesta se ajusta mejor que una
funcion exponencial simple ya que como observaron existen dos mecanismos que afectan la
viscosidad de las soluciones. Dado el valor de los pardmetros de ajuste; para concentraciones
mas bajas de lactosa, el efecto de la temperatura predomina, y a medida que aumenta
la concentracion, las moléculas de lactosa comienza a interactuar y el el efecto de la
concentracion predomina, para valores de sobresaturacion (SS) maés altas, lo que se refleja
en el segundo término exponencial. En la figura 3.6 se muestra la grafica de su ecuacién
propuesta y la correlacion con la informacion experimental.

La viscosidad de una solucién como funciéon conjunta de la temperatura y la
concentraciéon

Los esfuerzos por encontrar una expresién de la viscosidad de una solucién como fun-
cion de dos variables independientes como temperatura y la concentracion se remonta a K.
Wagnerowski en 1976 [215,218] quién propone una expresién empirica para las soluciones de
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Figura 3.6: Viscosidad de soluciones acuosas de lactosa como funcién de la sobresaturacion
5SS a distintas temperaturas: A 20°C, 3 30°C @40°C, < 50°C, B 60°C, O 70°C y 4 80°C .
Figura tomada del trabajo de I. Gazi et al. [217].

azucar dada por,

n a
log— =2 ———c| —d 3.13
sl = () (3.13)
con z la fraccién molar de azucar, T la temperatura, 7y un valor de referencia para la

viscosidad y a = 4120, b = 91, ¢ = 11.75, d = 2.10 pardametros de ajuste para los datos
experimentales.

Dos anos més tarde, J. Genotelle [219] mediante un andlisis 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] implement6 una ecuacién empirica con muy buena aproximancién,

logn = 22.46x — 0.114 + ¢(1.1 + 43.12"2°) (3.14)

esta expresion estda dada en términos de la fraccién molar de sacarosa x, aunque también
puede escribirse en términos de los grados Briz (escala utilizada comunmente en el drea de
ciencia de alimentos) mediante la conversiéon x = (B/1900 — 18B), ¢ es una funcién de la
temperatura 7' dada por ¢ = (30 — 7" /(91 + T).

A comienzos de este siglo, M. Migliori y colaboradores en 2007 [222] proponen una descrip-
cién 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,

ol ) = mioeay (2 (1)) (3.15)

con Ty = 293K, no(z) v E.(z) son funciénes de la concentracién molar de azicar x dadas
por In(no(z)) = (a + bx)/(1 + cx) y E,(x) = (o + Bz*)R. Las concentraciones utilizadas en
este trabajo no son muy altas (10,20 y 30 %) pero debido a las bajas temperaturas en un
intervalo de (—5,20)C las viscosidades reportadas son bastante altas. Este modelo propuesto
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también fue implementado para soluciones terciarias.
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CAPfTULO 2]

EL SPD Y LA TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA EN

LAS SOLUCIONES ACUOSAS DE AZUCAR

Con el objetivo de describir la viscosidad de las soluciones de azicar en el régimen sobresa-
turado, los resultados se presentan en el capitulo 4 y 5. A continuacién se resume brevemente
la metodologia implementada:

(1)

(2)

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

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.

Mediante la temperatura caracteristica T; se propone una forma matematica de la tem-
peratura de transicién vitrea como funcién de la concentracién T,(c) para las distintas
soluciones.

Utilizando la informacién experimental disponible de la viscosidad en el régimen
sobresaturado y T,(c) se propone una expresién para viscosidad en términos de la
variable reducida (T,(c)/T)? en el régimen sobresaturado, siguiendo la metodologia
propuesta para un liquido 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 regiéon sobresaturada de la solucién, que se
encuentra fuera de equilibrio, se construye el SPD para los sistemas estudiados en este
trabajo a partir de informacién experimental recopilada de la literatura.

273.15 Temperatura [K]

0 Soluto [wt%] 100

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

Como primer paso construimos los SPD para soluciones acuosas de sacarosa 4.2a, fructosa
4.2b, lactosa 4.2¢ y trehalosa 4.2d. Los diagramas se construyen a partir de informacion
experimental reportada por diversas fuentes. Las temperaturas de congelamiento del agua
(A) que conforman la llamada freezing o liquidus curve son relativamente factibles de medir,
pues en este caso el agua congela facilmente en la solucién diluida, sin embargo, para el
caso de la solubilidad () en este tipo de soluciones anémalas es mucho més dificil de medir
experimental y tedricamente.

En el caso de las temperaturas de transicion vitrea a distintas concentraciones (M) que
se dibujan en los SPDs de la figura , las mediciones son obtenidas a partir de distintas
metodologias. 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 informacion experimental sobre la curva de
solubilidad. Se propone definir esta frontera mediante el estudio del cambio de tendencia en
la viscosidad mediante un diagrama Log(n) vs(T,/T). Es decir, se propone un analisis local
de la grafica de Angell [84] como se presenta en la seccién 4.3. Para lo cudl, es necesario
previamente estimar los valores de la temperatura de transicién vitrea de la mezcla en
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Figura 4.2: Diagramas de fase suplementario SPD de mezclas binarias de agua y azucares
donde se incluyen la curva liquidus A la solubilidad ¢ y la temperatura de transicion vitrea
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términos de la concentracion.
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4.2. La temperatura de transicion vitrea como funcion de la con-
centracion en las mezclas binarias

Las temperaturas de transicién vitrea para distintas soluciones acuosas de azicar en fun-
cién de la concentracion se muestran en la figura 4.3. Los datos experimentales mostrados en
las figuras son obtenidos de diversas fuentes. Los valores de T} reportados se obtienen regular-
mente a partir de un proceso de calentamiento a razén de entre 10 y 40°C/min en un intervalo
de temperaturas donde la capacidad calorifica sufre una inflexion con la temperatura. Por
lo tanto, la temperatura de transicion vitrea 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 metodologias.
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< Fruct
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Figura 4.3: Temperatura de transicion vitrea de distintas mezclas acuosas de azicares: glucosa
[166,230], fructosa [231], trehalosa [120,166], estaquiosa [232], lactosa [226,227], rafinosa [233]
, maltosa [205], sacarosa [166,234]

Dado la importancia del pardmetro T, en este tipo de soluciones anémalas se propone
usar esta temperatura para estimar Tg(c) tal que,

<%’)2 =Ac+ B (4.1)

g

donde ¢ es la concentracion de azicar en la soluciéon, A y B son parametros ajus-
tables. T, es descrita como la temperatura de la médxima concentracién de hielo en una
solucion acuosa de azucar, por lo que este valor se estima ya sea como la interseccion
de la curva liquida de equilibrio con la curva de transicion vitrea en el SPD o mediante
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una medicién experimental. La variable en la ecuacién lineal propuesta es (7,/T)*. T,

estd descrito por F. Franks [?] como un punto cuasi-invariante (77,c;) en el SPD [235].

Este valor, se ha estimado en algunos trabajos por medio de correlaciones empiricas [236,237].

25—
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Figura 4.4: Gréfica de (7,/T)? vs (%c) de las soluciones de aztcar de la gréfica 4.3.

Se ha demostrado que este valore de T; en la solucién acuosa aumenta con el peso
molecular de algunos malto-oligosacaridos a partir de mediciones experimentales de DSC
con muestras de 20 % de aztcar [138]. Slade y Levine reportan una serie de valores experi-
mentales de T para distintas mezclas [238-240]. Dado que este pardmetro esta relacionado
con un proceso cinético, no es un valor unico al igual que Ty, por lo que el intervalo de
temperaturas reportadas podria variar de 5 a 10 grados [236]. Estas discrepancias aumentan
segun la medicion calorimétrica tomada. Por ejemplo, para soluciones acuosas de fructosa, la
temperatura reportada por Roos et al [172] es de -57°C tomada en el inicio del termograma,
Slade y Levine informaron -41°C en el punto final y Ablett et al [231] informaron -48°C con
un c’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 (T'¢’/T'g)? en funcién de la concentracién
¢ para ocho soluciones diferentes de aziicar 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 ademas se incluyen los valores de las pendientes y las intersecciones para
cada solucion de azucar. Con esta nueva variable, la temperatura de transicién vitrea de la
mezcla como funcién de la concentracion se puede escribir como,

T/
T,(c) = g



Capitulo 4 - Resultados 53

Azicar T, [K] 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: Parametros del ajuste lineal a partir de la temperatura reducida de transicién
vitrea en funcion de la concentracion de azicar de la Figura 4.4. Los valores de la concen-
tracion maxima de congelacién T} y los pardmetros del ajuste lineal de la ecuacién 4.2 para
cada solucién acuosa de azicar.

A partir del andlisis de los parametros de ajuste lineal A y B en la Tabla 1, a cierta
concentracion ¢, la temperatura de transicion vitrea es proporcional a T;.

Esta ecuacién propuesta se ajusta a distintas de concentraciones desde un 10 % de azticar
en el caso de trehalosa, maltosa y lactosa acuosas. Comparando la ecuacion lineal propuesta
en soluciones de glucosa, la temperatura experimental de transicién vitrea para la solucion
de glucosa con 60 % de concentracién de azticar es de 190.5 K y la temperatura calculada
por la ecuacién propuesta es de 186.46, el valor informado con el modelo GT es de 179.36
tomando los pardmetros de ajuste reportados por Constantin et al. [166] con el Ty, = 304
K, el T;; = 138 K y el parametro de ajuste K = 4.5 de la ecuaciéon Gordon-Taylor. Por lo
tanto, a pesar de que la temperatura calculada para este caso esta cuatro grados por debajo
de la medicién experimental, es una buena aproximacion.

Las temperaturas de transicion vitrea de mezclas acuosas binarias se han modelado recu-
rriendo a enfoques tedricos basados en la teoria del volumen libre de los liquidos.

4.2.1. La temperatura de transicion vitrea como funcién de la con-
centracion en los alimentos

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

El aumento del volumen libre en los polimeros aumenta el movimiento de la molécula
provoca una disminucién de la temperatura de transicién vitrea y este efecto lo causa
un llamado plastificante como lo es el agua en los alimentos. El estudio de la relacién
de diferentes propiedades termodindmicas en polimeros como el coeficiente de expansion
térmica y el volumen especifico en funciéon de la temperatura con su estructura molecular
permiten el desarrollo de conceptos y teorias.
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Figura 4.5: Temperatura de transiciéon vitrea como funciéon del porcentaje de sélidos para
distintos alimentos dulces.

Un plastificante facilita el movimiento de moléculas grandes en el sistema y la vitrifica-
cién. Las teorias sobre este efecto plastificante se desarrollaron a mediados del siglo XX. En
particular, se adapté la teoria del volumen libre para explicar los efectos viscosos. Proporcio-
nando una descripcién termodindmica y matematica del mecanismo de los plastificantes [242].

La teoria del volumen libre explica satisfactoriamente la disminucién de la temperatura
de transicién vitrea con el aumento del plastificante. Los modelos matematicos presentados
se basan en la descripcién de la temperatura de transicion vitrea de la mezcla, polimero y
plastificante, con su correspondiente temperatura de transicién vitrea respectivamente. Asi,
a menor agua, menor volumen libre, menor movimiento molecular, menor degradacion de
los alimentos y una mayor temperatura de transicién vitrea. Este efecto en el aumento de
la temperatura de transicién vitrea con la disminucién del agua se observa en la figura 4.5
construida a partir de mediciones experimentales reportadas por diversas fuentes [243-248].

El modelo més 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 azticares se propone utilizar
la ecuacién 4.2 para el estudio de la temperatura de transicién vitrea como funcién de la
concentracion de sélidos en los alimentos.

Como se observa en la figura 4.6, al igual que para las mezclas binarias, mediante el
parametro Tg’ se sigue una tendencia lineal para estos alimentos dulces. En la tabla 4.2 se
reportan estos valores y los parametros correspondientes.
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Figura 4.6: Gréfico de (T, /T)? como funcién del porcentaje de sélidos para distintos alimentos
dulces.

Fruta T; A B

Uva 222.7 | -0.021 | 2.718
Fresa 222.9 | -0.023 | 2.800
Mora azul | 218.35 | -0.019 | 2.509
Pina 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. g’ y los pardmetros de la expresion lineal para distintos alimentos.
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4.3. Elrégimen sobresaturado en las mezclas de azicar: estimacion
de una frontera
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Figura 4.7: El logaritmo de la viscosidad de la soluciéon acuosa de sacarosa en funcion de
la temperatura reducida (7},/7") a diferentes concentraciones: ()65, o 70, o 72, A75, </ 78,
<1 80. Las soluciones se vuelven sobresaturadas alrededor de las lineas verticales T, /T para
cada caso, los valores se reportan en la tabla.

Como se estudié en el capitulo de la termodinamica de las soluciones, en el caso del
sistema binario sélido-liquido uno de los diagramas de fase que se puede encontrar para este
caso es el eutéctico simple donde por debajo de cierta temperatura y composicion eutécticas,
la solucién liquida se precipita en una mezcla solida de cristales de ambos compuestos. Sin
embargo, al estudiar los procesos de cristalizacion como método de purificacion de sustancias
se encontré que en algunos casos muy particulares este procedimiento tiene que ser inducido
ya que naturalmente se tiende a la sobresaturaciéon hasta formar un vidrio en lugar de
precipitar como se encontré para los azicares. Existen dificultades experimentales para
realizar mediciones de algunos datos sobre la hipotética curva de saturacién en el SPD. Asi,
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 azicar inhiben
la cristalizacién, se propone estimar esta curva en otros términos, mediante el analisis de la
viscosidad en el régimen no saturado y el sobresaturado.

Al no existir una frontera ni una condiciéon de equilibrio termodinamica entre las regiones
no saturada y sobresaturada, proponemos encontrar una vecindad para una concentracion
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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Azicar | Concentracién ¢ | Tg/Tm | Regimen no saturado | Regimen sobresaturado
TpromNS T'promsSs
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 concentracién, la temperatura de transicién
vitrea, y la razén de cambio promedio del regimen no saturado al sobresaturado.

grafica de Angell para el logaritmo de la viscosidad y analizar la razén con la que cambia la
viscosidad, a una concentracién dada en una vecindad de un punto de saturacién medido. El
ejemplo mostrado es el caso de una solucion acuosa de la sacarosa para varias concentracio-
nes. Para hacer el analisis se calcula la razén 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 regimenes puede ser estudiado en términos del aumento de la viscosidad alrededor
de T,/T,, donde T}, es la temperatura de transicién vitrea de la mezcla y T, la temperatura
de fusién de la mezcla a una concentracién dada respectivamente. La comparacion entre las
razones a la izquierda r,.omns ¥ la derecha rp.omss nos indica el cambio de la viscosidad.
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Figura 4.8: Razén de cambio de la viscosidad al pasar del regimen no saturado (U) al sobre-
saturado (S).



CAPfTULO D ——

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 region
fuera de equilibrio, la region sobresaturada. Se incorporan a los diagramas las temperaturas
y concentraciones de las viscosidades reportadas experimentalmente en diversos articulos de
investigacion disponibles en literatura como se observa en la figura 5.1 para la sacarosa y en
la figura 5.2 para las demés azucares, trehalosa, lactosa y fructosa.
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Figura 5.1: Diagrama de fase suplementario SPD de la mezcla binaria de agua y sacarosa
donde se incluyen la congelacién A la solubilidad ¢, la temperatura de transicion vitrea M
asi como la viscosidad en los regimenes no saturado + y sobresaturado o [215,223,224].

Como se observa, para todas las soluciones se dispone de mediciones de la viscosidad en
los dos regimenes no saturado (+) y en el sobresaturado (o). Los datos de viscosidad para la
solucién de lactosa 5.2¢ incluyen solo tres concentraciones diferentes: 30, 40 y 50 % en peso,
debido a las dificultades experimentales [217] dado que esta azicar es menos soluble que
otras [250] pero son suficientes para realizar su analisis.
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Figura 5.2: Diagramas de fase suplementario SPD de mezclas binarias de agua y azucares
donde se incluyen la congelacién A la solubilidad ¢, la temperatura de transicion vitrea M
asi como la viscosidad en los regimenes no saturado + y sobresaturado o.
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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
concentracion se ha mostrado que la dependencia de este coeficiente de transporte satisfacen
las mismas ecuaciones tedricas que los liquidos sobreenfriados fragiles por lo que pueden ser
descritas a través de las ecuaciones utilizadas para explicar el comportamiento de los liquidos
fragiles simples sobreenfriados. En la figura 5.3 se muestra esta dependencia de la viscosidad
con la temperatura n(7T) para una mezcla de agua y sacarosa a concentracién constante.

X
» - - -
100,000 - X CR899338003T8EBBRINRNNRRRRRE33BS
r + % % o o i) VA+ X1 = 8 O+ XX O H e «V 4 Moo » x + XX
L *
M
10,000 * X
* +
L . 2]
¥ * * +
L x . * X
1,000 - S M
> * .
L g < x
N [ i * M
i - “ > x * + x
B
— i . N . + X
£ . > x * "
> - + 4 « * + X
o 10 + M A > L * X
— * + e ‘ < X * + X
- * X § . A > L * ’:
. % : i ; : : :
L > o * " § + 4 " X *
1L > oy % » 2 .
> § g . a > x
- < > :
<4 4 > § ; g g
L . < >
01+ S8 g X R PR > ; N ; $
i A >
g g SR A “ L~
L o o [m] O o A A A
© °o 8 B g o A A A 4
0.01 o o A A A
L = o o u} o
v b v v b v v b b b v b e by b v b b by
260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380

Temperatura [K]

Figura 5.3: Viscosidad de la solucién de agua y sacarosa como funcién de la temperatura a
distintas concentraciones.

En la Figura 5.4, separamos los valores de las viscosidades para los regimenes 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 region sobresaturada ha sido
descrita como fragil [84], trazamos la en la Figura 5.4 el LSF para los datos de viscosidad
en este régimen, en todos los casos en funcién de la temperatura, para diferentes concen-
traciones, en términos de la variable reducida (7,/T)? para verificar si la viscosidad de las
soluciones en esta regién sigue una ecuacion tipo W LF',| es decir la ecuacién propuesta 2.11.
Para diferentes concentraciones, el LSF' puede representarse mediante funciones lineales,
aparentemente con pendientes similares pero con diferentes intersecciones. La temperatura
de transicién vitrea Tj(c) mediante la expresién 4.2 utilizando los datos correspondientes de
la tabla 4.1 para cada caso.

En trabajos previos con formadores de vidrio sobreenfriados simples y fragiles, se ha repor-
tado un comportamiento universal. Para verificar la posibilidad de encontrar un comporta-



Capitulo 5 - Resultados

65
70
-10.5 gn

V78 %
HEE v:}y
+ 85

-115—

A
% 71
- #g}
-125— %%D
A
A

LSF

13—

-13.5— A

| | | | |
0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.6 0.65
Tyl T)?

(a) LSF para soluciones sobresaturadas de agua y sacarosa.

O30
40
12 833.3 gso
-12- 39.2
O 481 <
A 549 14l
V60.2 V%; <
v &
13
7 % % °
I & <&
% & -145
1 o DX)%O <
-4 ®
)
15—
15
| | | | | | | |
0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.25 0.3 0.35 04

2
(To/T) (To/T)?

(b) LSF para soluciones sobresaturadas de agua (c) LSF para soluciones sobresaturadas de agua
y trehalosa. y lactosa.

70
75
80

2 % .
~1050 +
L o
-1 %OA%
o

|
S
T
><o0Oo

& o
-N5—
— o) A
o
-12 <&
A
(e]
-125— <
<
_‘]3 —
1 1 1 1 1
0.45 0.5 0.55 0.6 0.65 0.7 0.75

(To/ T)?

(d) LSF para soluciones sobresaturadas de agua y fructosa.

Figura 5.4: LSF vs (T,/T)? para distintas soluciones acuosas sobresaturadas de aztcares.
Barras de error del 3 %.



Capitulo 5 - Resultados 63

miento universal similar entre diferentes soluciones aziicar-agua en el régimen sobresaturado,
aplicamos el mismo procedimiento que el utilizado anteriormente para obtener los estados
correspondientes mediante la construccién de graficas maestras [92,93] para cada solucién de
azucar. Para lo cudl se elige una nueva temperatura de referencia T}, tal que todas las rectas
que representan el LSF caigan en una sola, sumando un factor i) a cada ecuacién a una
concentracion determinada, asi,

n(T)
LSFr, =1 = LSF
SFn Og??(Tb) Y
que se reecribe como
n(T) n(Ty) ( 9)2
LSFr, =log = log =m|=| +b(T,) +
" n(Ty) 1(Th) T 7s)

por tanto,

n(Ty) n(T,) T\
P = logm = —logTTZ) =—-m <?> —b(Ty)

asi, podemos encontrar en cada caso el valor de T,

. [ ~(b(T,) w]‘ e

m

Este procedimiento se desarrolla de igual forma en el capitulo 2 para los liquidos
sobreenfriados. Este calculo se repite para todas las concentraciones disponibles. En la figura
5.5 se presentan los graficos maestros para cada solucién y en la tabla 5.1 se reportan los
valores correspondientes para cada solucion.

Como se observa, hemos obtenido un resultado similar sobre la universalidad para
cada solucion de azicar, en el régimen sobresaturado, en términos de concentracion, al que
obtuvimos anteriormente en el caso de los liquidos sobreenfriados en términos de temperatura.

Los parametros 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 transicion vitrea correspondiente para cada soluto. Los valores de estos factores son muy
similares para diferentes concentraciones. En el caso de liquidos sobreenfriados simples, un
valor similar f ~ 1.2, tenfa un significado fisico definido en términos de la temperatura de
entrecruzamiento. En el caso de soluciones acuosas de azicar sobresaturadas, actualmente
se carece de informacion experimental sobre los valores de la viscosidad para temperaturas
mas bajas, por lo que es no se puede predecir cualquier interpretacion.

Finalmente, en la Figura 5.7 se presenta el LSF(T,) de las soluciones de trehalosa y
lactosa. Para establecer una posible universalidad entre distintas azicares se procede a la
construccién de un grafico maestro adicional para estas dos soluciones de azicar diferentes
(Fig.5.7b). Para esta universalidad se emplea un desplazamiento de -0.23 para trehalosa a
nuestros valores de referencia. Siguiendo los cdlculos correspondientes a través de LSF(T}).

Estos resultados que se muestran en las figuras 5.7 y 5.6 sugieren que la viscosidad de estas
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65

Aztcar | Concentracién | T,(c) (0 m b(T,) f Ty(c)

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 22847 | -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 v , f v la temperatura Ty,.
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Figura 5.6: Universalidad para las soluciones sobresaturadas de sacarosa () y fructosa o.

soluciones, en el régimen sobresaturado, puede tener comportamientos similares. En cuanto
a su uso en protocolos de criopreservacion para evitar la formacién de hielo, se pueden usar
diferentes soluciones de azicar en diferentes concentraciones, para lograr resultados similares.
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trehalosa /\. trehalosa

Figura 5.7: Universalidad para las soluciones sobresaturadas de lactosa y la trehalosa.



CAPfTULO 0 1 —

L0OS AZUCARES Y SUS APLICACIONES BIOLOGICAS

Algunos seres vivos tienen la habilidad de sobrevivir durante largos periodos de tiempo
bajo condiciones de muy bajas temperaturas al no presentar danos por la inhibicién de
la formacién de hielo dentro de sus estructuras. A partir del final del siglo XIX, varios
boténicos se dieron cuenta de que algunas plantas sobrevivian las bajas temperaturas del
invierno acumulando sus propias azucares presentando una alta concentracion de las mismas
en hojas y raices. Este comportamiento se noté también en otros tipos de organismos
tales como la rana del bosque (Lithobates sylvaticus) y los tardigrados (Tardigrada). Esta
sobrevivencia conocida como “animacién suspendida” se realiza a través de la deshidratacion
de parte del organismo y la sintesis de las azicares presentes generando una transicion
vitrea. Estos comportamientos naturales llevaron a que varios cientificos a principios del
siglo XX comenzaran a proponer mecanismos para generar una criopreservaciéon artificial en
células y tejidos en el laboratorio emulando esta transicion vitrea agregando diferentes tipos
de azucares. Una de las contribuciones méas importantes fue realizada por Basile Luyet,
quién se basé en los trabajos de Tammann acerca de la transicién vitrea. La ciencia de
alimentos contribuyo a estos resultados y a las teorias que se generaron.

Al dia de hoy, la criopreservacién por vitrificacién de soluciones acuosas de azucares tiene
muchas aplicaciones tanto para células y tejidos y en la industria farmacéutica asi 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 ain se encuentra en proceso.

6.1. La relevancia de los aziicares en los procesos de criopreserva-
cién por vitrificacién

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

La preservacion de células, tejidos u érganos 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 biologi-
COS.

El desarrollo de la preservacion celular se vio impulsada por la tecnologia de bajas tem-
peraturas a finales del siglo XIX, como la del helio o nitrégeno liquido (~ —200C) [251]. Sin
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El metabolismo ain puede continuar,
principalmente en los organismos que
han desarrollado mecanismos de
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Figura 6.1: Intervalos de temperatura y las distintas implicaciones en los sistemas biolégicos.

Proceso CPAs Tiempo de alma- | Tipo de célula y
cenamiento desafios
Almacenamiento | Isotérmico ~ 4C | PBS, sales, etc. periodos cortos | células (glébulos
hipotérmico ( dias) rojos)
Criopreservacién | Enfriamiento Bajas concentra- | Largos periodos | células reproduc-
lento ciones de CPAs de tiempo, tem- | tivas
(0.1 =50)°C/min peraturas bajas
~ —150C
Vitrificacion Enfriamiento Altas concentra- | Largos perio- | embriones, célu-
rapido ciones de CPAs dos de tiempo | las madre, repro-
> 100C /min vitrificadas, tem- | ductivas, tejidos,
peraturas bajas | érganos.
~ —150C

Cuadro 6.1: Distintos procesos de preservacion.

embargo, sus origenes 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 conservacion desarrollados por
las condiciones extremas del medio ambiente [253], los cuales se dividen en dos principales
grupos: la tolerancia al hielo formado y la prevencion a la formacién de hielo. Siendo el hielo,
el principal enemigo de la célula a temperaturas bajo cero, ya que causa muerte celular.
Uno de los ejemplos mas 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 relacion entre la for-
macién de hielo y la deshidratacién celular como la causa principal de la muerte celular [103].

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

Se han desarrollado distintos métodos de preservacién a bajas temperaturas, en la tabla
6.1 se describen brevemente algunas técnicas y su principal campo de aplicacion. En el
almacenamiento hipotérmico, las temperaturas rondan alrededor de los 4°C, al ser una
temperatura baja pero por arriba de la temperatura de cristalizacion del agua, ralentiza
los procesos biolégicos celulares pero sin danarlas, los otros métodos descritos utilizan
temperaturas por debajo de los 0°C, por lo que la formacién 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 formacién de
hielo durante la criopreservacién atun 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 soluciéon. Agregar un soluto al agua
perturba el sistema completo causando variaciones en las propiedades termodinamicas,
las llamadas coligativas, como se vio en los capitulos anteriores. Estas acciones permiten
minimizar la cantidad y el tamano 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 celular'’, 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 criopreservacion minimizando la cantidad de hielo
por medio de pulsos electromagnéticos [256], ondas de sonido [257] o mediante procesos
isocéricos [258-260].

Mecanismos e implicaciones en el proceso de congelacion de célular

Durante el proceso de preservacién celular se identifican ciertos eventos fisicos importantes
dependiendo de la velocidad de enfriamiento como se observa en la figura 6.2. De acuerdo al
diagrama entre los —2 y —5 °C debido a los solutos agregados a la solucién, se baja el punto
de congelacion y es a partir de esta temperatura que el hielo puede comenzar a aparecer, por
lo que la célula no tiene dano 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 formard hielo en el exterior de la célula ya sea
de forma homogénea o heterogénea que ird incrementando de tamano conforme disminuye
la temperatura, causando que el agua disponible dentro de la célula se transporte hacia
afuera por la diferencia de potencial quimico 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 tamano serd pequeno a comparacién de i), esto debido a que
una mayor cantidad de agua permanece dentro de la membrana e inminentemente aparecera
el hielo a bajas temperaturas. iii) en este tltimo caso si la célula se enfria demasiado répido,
la cantidad de hielo formada en ambos lados de la célula sera minima, quedando vitrificada,
pero en el momento de calentar la muestra estos cristales creceran a menos que se inhiba de
alguna manera. En los dos ultimos casos se mantiene la tonicidad celular.

Los aztcares juegan un papel muy importante en la criopreservacion, por un lado tienen
una temperatura de transicion vitrea mucho mayor que la del agua, varios cientos de grados,
haciendo que la soluciéon contenedora de las células o tejidos incremente la temperatura
de transicién siendo maés facil el proceso de vitrificacién. Ademéas se ha mostrado que la
interaccién de los aztcares 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

VEsto es generado por los esfuerzos mecéanicos a causa de la presiéon osméticas generada por variaciones
en la concentraciéon de la solucién estabilizadora
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Figura 6.2: Esquema de los eventos fisicoquimicos en la célula durante el congelamiento. Los
exagonos dibujados son cristales de hielo formados, el tamano 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 azicares como agentes crioprotectores (CPAs)

Como es sabido la temperaturas mas bajas en la tierra suelen registrarse en territorios
de Rusia, de hecho la temperatura mas baja registrada aparentemente ha sido de poco mas
de -90°C en la estacién Vostok ubicada en la Antartida [263]. En muchos territorios del
planeta, los inviernos o durante todo el ano, los seres vivos sobreviven a temperaturas bajo
cero. En 1907 Lidfors se percaté que el sabor del camote cambiaba en las estaciones mas
frias del ano, volviéndose mas dulce, y estudio sobre la acumulacion de azicar durante el
inverno en las plantas de hoja perenne, hecho que derivé en la hipétesis del la acumulacion
de aziicar al disminuir la temperatura [264]. En investigaciones posteriores, Maximov [264]
documento los cambios en la concentracién de azicar en la savia de las plantas de su jardin
como en la Petunia y la Magnolia, ademés estudié la variaciéon de otras sustancias durante
el enfriamiento como las sales. Con todas estas evidencias sobre el rol protector de los
azucares, en 1927 Akerman [265] anadié de forma intencional en sus experimentos azicares
y otras sustancias como glicina, urea y eritrita en las muestras biolégicas, percatandose
particularmente de la caracteristica no penetrante del azicar y sus propiedades 'protectoras’.

Tres anos después de este experimento, W. Stiles publicé sobre la existencia de soluciones
atipicas que forman una gelatina grumosa en lugar de una separacién eutéctica [103].
Ademas reporté sus resultados experimentales al utilizar diferentes procesos de congelacion
a partir de los cuales concluyé que el mejor proceso para la supervivencia celular es aquel
que minimiza los nucleos cristalinos asi como el tamano del cristal, esta relacién entre
cristalizacion y la velocidad de enfriamiento fue el trabajo desarrollado sobre los liquidos
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sobreenfriados por G. Tammann varios afnos antes [266]. Asi, la razén de enfriamiento fue
introducida como una nueva variable en los procesos de criopreservacion por Basile Luyet a
fines de 1930 inspirado por el trabajo de G. Tammann en los polimeros.

Descubrio el DMSO como CPA 1952 Luyet, Keane
La razén de enfriamiento y sus 1886 Muller-Thorgau formacion de hielo y muerte celular
implicaciones 1963 Mazur
X Acumulacion de azucar como
Clasificacion de los CPAS 1969 Karow 1907 Lidforss proteccion - implementacién artificial
. . Incremento en la concentracion de
Establecimiento del SPD 1977 MacKenzie 1912 Maximov azucar a bajas temperaturas
Cronologi
Teoria de reemplazo de agua por Los azUcares como CPAs no
azucares en la membrana celular 1985 Crowe 1927 Akerman penetrantes
Soluciones sobresaturadas y la . Vitrificacion como método de
metastablidad 1986 F. Franks 1930 B. Luyet / W. Stiles preservacion

1949 Polge, Smith, Parkes Descubrié la glicerina como CPA

Figura 6.3: Cronologia de algunos hechos importantes en el desarrollo de la las tecnologias
de criopreservacion y la relevancia de los aztcares.

B. Luyet fue el pionero en utilizar la vitrificacién como un método de criopreservacién, en
sus primeros experimentos mostro este hecho usando espermatozoides de rana en soluciones
de sacarosa, donde reporté la disminucién del porcentaje de espermatozoides muertos [267].
En sus muchos trabajos publicados, Luyet también presenté varios andlisis sobre el proceso
de vitrificacion y sus implicaciones en las soluciones, como por ejemplo las distintas estruc-
turas y tamanio del hielo formado en las soluciones de azicar [112]. En base a este trabajo se
evidencio que los principales factores a mejorar en los distintos procesos de criopreservacion
son tanto la velocidad de enfriamiento como el tipo y cantidad de los agentes crioprotectores o
CPAs (por sus siglas en ingles) en la solucién amortiguadora o conocido como buffer [114,268].

Clasificacion de los CPAs

De la termodinamica de las soluciones y de los procesos de cristalizacion estudiados en
los primeros capitulos, se sabe que la adicién de ciertas sustancias a la solucién pueden
favorecer o disminuir la formacion de cristales en influir en el tamano y forma, aunque
el proceso de cristalizacion son muchas mas las variables involucradas. Los CPAs, son
todas aquellas sustancias quimicas que se agregan a la solucion 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] present6 una revisién 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. Resumio una lista de compuestos polihidroxilados,
polisacdridos y polimeros entre otros. El glicerol, méas 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 agregé a las muestras teniendo un éxito
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Azicares y

polialcoholes | Alcoholes y

derivados Polimeros Sulféxidos y amidas Aminas Amidas
Glucose Metanol Polietilenglicol(PEG) Dimetilsulféxido 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 comunmente utilizados en el laboratorio [272].

inusual en la recuperaciéon celular después del proceso [269,270]. Tal fue el éxito que
tuvo una fuerte importancia econémica en la industria de la inseminacién artificial, de
hecho la investigacién en esta area fue impulsada principalmente por la preservacién de
las células reproductivas de los caballos y otros animales de gran valor como los toros.
El primer mamifero reproducido de forma artificial con espermatozoides criopreservados
fue un ternero, en el ano de 1951 [255]. La motilidad del espermatozoide es el criterio
que te suele tomar en cuenta para evaluar el éxito del procedimiento de congelacién. Se
ha demostrado que una concentraciéon demasiado alta de glicerina en el semen liquido
disminuye la fertilidad ya que se dana la membrana celular del esperma. Los primeros expe-
rimentos sobre la criopreservacion de espermatozoides humanos fueron reportados en 1940
y el primer embarazo a partir de un embrién humano criopreservado se report6 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 azicares impidiéndoles el paso por la membrana. Esta clasificacion
se propuso desde los 70’s por A. Karow [273]. Los agentes penetrantes presentan una mayor
toxicidad provocando diversos efectos adversos como dano o rompimiento en la membrana
celular, afectacién en las funciones enzimaticas, disminuciéon en el desarrollo celular y
embrionario, afectacién en la motilidad del esperma (como el caso de la glicerina), e inclusive
puede causar reduccion en la funcién de la mitocondria o danar el ADN directamente. En
general, los CPAs del tipo penetrantes causan modificaciones en los procesos bioquimicos
dentro de las células. Es por esto que se suelen usar en pequenas cantidades. Por otro lado,
los CPAs no penetrantes pueden ser menos téxicos pero la proteccién que brindan en algunos
casos puede ser menos efectiva. Ya que ofrecen proteccion extra celular pero no intracelular.

Los investigadores que trabajan en el laboratorio suelen decir que 'determinar la causa
del dano a menudo es mas dificil que identificar la existencia del dano’. En este sentido,
la toxicidad puede ser especifica, es decir, que proviene de un crioprotector en particular
(toxicidad especifica) 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
concentracion y el tiempo de exposicién al CPA.
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Con la experimentacion se demostré que la mezcla diferentes CPAs aumenta la supervi-
vencia celular [275], ya que ofrece una proteccién mas 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. Asi, G. D. Elliott y colaboradores (2017) presentaron una lista maés
reducida de sustancias viables [272]. En la tabla 6.2 se incluyen los distintos CPAs. En los
ultimos cuarenta anos se han estudiado combinaciones de los diferentes CPAs, en la actua-
lidad ya se cuenta con muchas soluciones de formulacién 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 formulacién 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 cristalizacién a bajas
temperaturas alcanzando altas viscosidades favoreciendo la vitrificacién.

Los azucares como CPAs

Los azucares son excelentes agentes crioprotectores debido a que no son téxicos 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 mostré un mejor desempeno [287].

A concentraciones muy bajas, se ha informado que la trehalosa no presenta diferencias
notables en comparacion con otros disacaridos como la sacarosa, la maltosa y la lactosa en
espermatozoides de cabra [288]. Sin embargo, a medida que aumenta la concentracién de
trehalosa, se observa un claro aumento en la recuperacion con diferencias significativas, en
este estudio se utilizaron seis aztcares diferentes: galactosa, glucosa, meliobiosa, lactosa,
trehalosa y sacarosa, en tres concentraciones diferentes. Después de un amplio analisis,
de todas las azucares descubrieron que tanto trehalosa y la lactosa brindan una mayor
viabilidad de las celular en comparacién con los demds azticares [289]. Como se ha mencio-
nado, los azticares y en general todos los CPAs tiene efectos diferentes en diversos tejidos y
células biolégicas, 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 azticares [274], ademds
de su capacidad que tienen en la estabilizacion de la membrana celular disminuyendo la de-
formacién debido a la conformacién de las moléculas de aziicar [291], este efecto favorecedor
se ha documentado particularmente relevante con la trehalosa como concluye el grupo de in-
vestigaciéon de L. M. Crowe después de treinta anos de investigacién [292,293]. Sin embargo,
dado que los azucares son no penetrantes, los efectos positivos que tienen este tipo de sustan-
cias solo 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 azicares o molécu-
las grandes al interior de la célula de forma artificial. En la figura 6.4 se muestran algunas
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formas artificiales de introducir los azicares 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 abrié la puerta a nuevos protocolos de criopreservacion.
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Figura 6.4: Formas de introducir artificialmente los azticares 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,
nanoparticulas en forma de nanocépsulas portadoras [294, 295], electroporacién o electro-
permeabilizacién [296], choques térmicos [297] entre otros [298]. Por ejemplo, B. Dovgan y
colaborarores [299], quienes criopreservaron dos tipos de células estromales mesenquimales
humanas"". Sin embargo, comparando los resultados finales con los métodos convencio-
nales utilizando dimetilsulféxido 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 afectacién en la motilidad debido al DMSO es alta [300,301].

6.1.2. Evidencias de universalidad en la criopreservacion celular

En el ano 2008 Yu. A. Petrenko y D.R.E. Jones disenaron un protocolo con el fin de
evaluar el efecto de la adicion de sacarosa a distintos medios de criopreservacién de células
progenitoras hematopoyéticas'"" derivadas del higado 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 estan presentes
en multiples tejidos como en la médula osea y el tejido adiposo.

VIISon células inmaduras que se puede transformar en todos los tipos de células sanguineas, como glébulos
blancos, globulos rojos y plaquetas
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fue reducir la concentracion 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 solucién estdandar de criopreservacién. En
este experimento utiliza una razén de enfriamiento de 1 °C/min hasta los -80°C usando
nitréogeno y después las muestras son almacenadas a -196 °C durante 3 meses. Para su
analisis posterior, las muestras se descongelaron en un bano de agua a 37 °C, se retiran los
CPAs mediante un lavado y finalmente se determina la tasa de recuperacion y la viabilidad
celular.

En un trabajo publicado en el ano 2012 por G. Quan y sus colaboradores sobre el
congelamiento de espermatozoides de cabra reportaron que tras comparar la eficacia tipo
de solucién patentada de uso comun denominado NS’ con soluciones de azicares como
trehalosa, sacarosa y maltosa, el efecto de la criopreservacion en la motilidad de las células
con azucares fue significativamente menor que la de que aquellos tratados con la solucion
NS, pero la presencia de disacaridos mostré mayor proteccién del acrosoma'™. Ademds, para
los casos de sacarosa y maltosa la diferencia en el resultado no es diferente, lo que implicaria
una proteccién comun posiblemente derivado de propiedades fisicoquimicas semejantes en
solucion. Quiza la superviviencia y motilidad abrian sido mayores, pero no se agregd glucosa
que resulta ser esencial para la supervivencia de los espermatozoides de cabra durante la
congelacion.

Recientemente Mutsenko et al [303] preservaron células madre mesenquimales® del
cordén umbilical humano utilizando azicares como el CPA tinico mediante electroporacion™'.
Evalian tres azucares diferentes: sacarosa, trehalosa y rafinosa para distintas concentracio-
nes. Después del procedimiento experimental descrito previamente, observaron una mejora
proporcional con la concentracién obteniendo un porcentaje muy alto de células viables
alrededor de 80 % utilizando la concentracién mdxima. Independientemente del tipo de
azucar, 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 aztcar.

Se demostrado una mejora en la supervivencia gracias al uso de los azicares en diferentes
circunstancias [304-309]. Sin embargo, aiun hay muchas preguntas sobre los resultados
obtenidos pues los mecanismos fisico quimicos implicados son muy dificiles de describir
debido a la complejidad de los procesos, el nimero de variables a considerar y todas las
interacciones involucradas. A partir de diversos estudios, la evidencia muestra que los
azucares y su interacciones con la membrana celular son responsables de su preservacion
durante los procesos de desecaciéon y congelaciéon. Sin embargo, el mecanismo molecular
mediante el cual los azicares ofrecen esta proteccién no esta del todo comprendida [157].

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

XEl acrosoma es un pequenio depdsito situado en el extremo de la cabeza del espermatozoide que contiene
las enzimas necesarias para la penetracién del esperma en el évulo

*La funcién de estas células es reparar tejidos y érganos, mejorar su funcién, modular el sistema inmu-
nolégico y reducir la inflamacién

XEsta técnica permite la apertura de canales en la membrana celular lo que facilita la penetracién de
sustancias al interior de la célula
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a que las soluciones de aztucares vitrifican gracias al aumento de la viscosidad con la
concentracion y la disminucién de la temperatura. Este comportamiento estd relacionado
con el coeficiente de actividad de este tipo de soluciones, cuyo valor negativo implica una
interaccion mas fuerte entre las moléculas de agua y azicar que entre las moléculas de
agua, lo que reduce la formacién de hielo. Recientemente, C. Olsson y J. Swenson [250]
mostraron que la presencia de trehalosa ’perturba’ la estructura general de la solucion
y esto modifica el proceso de cristalizacion del agua, efecto similar para la sacarosa. De
estas observaciones hay algunas diferencias notables principalmente a bajas concentraciones
pero conforme se incrementa la concentracion estas desaparecen. Todas las teorias apuntan
como resultado comiin una universalidad en las propiedades fisicas de las soluciones de azucar.

6.2. Las particulas lipidicas nanométricas (LNPs) y las vacunas

En los ultimos 30 anos, 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 nanoparticulas
lipidicas (LNPs) més importantes pueden atravesar la membrana celular y transmitir
informacion genética. Se han propuesto diferentes métodos tecnolégicos para encapsular
y crear LNPs para entregar un tipo especifico de acido ribonucleico mensajero (ARNm)
para atacar tejidos y células especificos con la respuesta inmune deseada, presentando baja
toxicidad y su posterior biodegradacion dentro de la célula [314]. Uno de los principales
problemas a considerar es la estabilizacién del LNP donde se encapsula el ARNm para ser
entregado a tejidos y células especificos para silenciar o expresar ciertos genes.

Las nanoparticulas basadas en lipidos, particulas lipidicas o mejor conocidas como LNPs
(lipid nanoparticles) son particulas portadoras capaces de encapsular los acidos nucleicos
en su interior, inhibiendo su degradaciéon con el fin de transportar estas moléculas hacia
un objetivo determinado. Después de anos de investigacion, 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 lipido catiénico ionizable, un lipido auxiliar,
colesterol y un lipido PEGilado. En la figura 6.5 se muestra la conformacion de las LNPs
asi como su composicion. Esta composicion de las LNPs facilita la entrada a la membrana
celular para permitir la liberacién de los acidos nucleicos del endosoma y finalmente los
liberan en el citosol de la célula donde se activan. Cada componente proporciona la accion
requerida del LNP para la entrega precisa del ARNm al objetivo deseado [318]. Debido a esta
composicion, las LNP son capaces de cruzar la membrana celular y liberar los compuestos
quimicos que se transportan en su interior [319].

La estabilidad de un farmaco es uno de los desafios mas grandes. Y siendo las LNPs
un medio transportador, también tiene que asegurarse su estabilidad en el medio, con
la preservacién de su forma y tamano. Se han realizado numerosos experimentos con el
fin de mejorar la formulacién, eficiencia y seguridad, de estas particulas en condiciones
de laboratorio y en vivo asi como durante el almacenamiento y transportacién. Para
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Figura 6.5: La estructura y composicién de los LNPs utilizados para las vacunas contra el
covid-19 basadas en ARNm. Los fosfolipidos son los componentes principales con colesterol
y lipidos PEGlicados incrustados para disminuir la degradaciéon de LNP. En la formulacion
se incluyen azucares como sacarosa y trehalosa para reducir los efectos oxidativos sobre los
fosfolipidos, la agregaciéon o fusién de nanoparticulas y la permeabilizacion gradual de la
bicapa lipidica evitando fugas.

mejorar su almacenamiento y funcionalidad, los LNP deben almacenarse a temperaturas
muy bajas introduciéndolos en nitrégeno liquido. Varios estudios han demostrado que los
azucares, los CPA no penetrantes, especialmente la sacarosa, estabilizan las capas lipidicas
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 vitrificacién, evitando
esfuerzos elasticos y térmicos. En literatura se reporta que mediante diferentes métodos,
diferentes azucares, sacarosa, trehalosa o glucosa, en diferentes concentraciones, presentan
resultados similares [157-159, 320]. Los disacdridos presentan baja movilidad molecular
debido al aumento de la viscosidad al bajar la temperatura promoviendo la vitrificacién [321].

Es importante mencionar que las nanoparticulas se ensamblan por si mismas debido a
interacciones hidrofébicas-hidrofilicas y electrostaticas entre sus diferentes componentes, y ya
se tienen bien establecidos los protocolos para su formulacion. 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 mecéanicos, que
pueden provocar danos en la membrana liposomal, y por otro lado las transformaciones
quimicas que pueden afectar su funcionamiento. Algunos de los problemas més comunes
que causan esta degradacion incluyen la oxidacién de los fosfolipidos, la agregacién y
fusion de las nanoparticulas y la permeabilizacién 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 preservacién en ambientes
con bajo contenido de agua, es decir la liofilizacion ya sea por congelacién y o secado al vacio.

El ARN mensajero es usado para la prevencion y el tratamiento de una amplia gama
de enfermedades. El éxito alcanzado mas 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 ano pasado 2023 se otorgd a
Katalin Kariké y Drew Weissman por el desarrollo de esta vacuna. En la iltima década, la
FDA aprob6 mas de 10 medicamentos diferentes basados en la administraciéon 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].
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Un gran numero de CPAs se han incluido en los distintos procesos de criopreservacion,
sin embargo los azicares han demostrado ser el CPA menos téxico y se han utilizado
para preservar diversos tipos de tejidos asi como par estabilizar farmacos. Los agentes
criopreservadores estan siendo sustituidos por aziucares por lo que actualmente se estan
desarrollando varias técnicas para mejorar la difusion de los azucares a través de las mem-
branas celulares [161]. El estudio de su viscosidad a temperaturas bajo cero es sumamente
importante, ya que inhibir la formacion de hielo dentro de la célula es vital.

Desde un punto de vista termodinamico de equilibrio, no podemos reconocer un limite
fisico entre la solucién no saturada y la region sobresaturada, ni como una curva de
coexistencia ni como el lugar geométrico de mediciones experimentales de saturacion. Se ha
comentado sobre los obstaculos experimentales que pueden encontrarse para su identificacion
en procedimientos experimentales. El andlisis de la razén de cambio de la viscosidad en
las proximidades de esta region utilizando un diagrama de Angell, puede proporcionar
una alternativa para una determinacion fisica de esta frontera mediante el incremento de
este coeficiente de transporte. Desafortunadamente, en algunos casos no hemos encontrado
mas datos experimentales para las viscosidades en esta vecindad y nuestro analisis es limitado.

Este trabajo contribuye en la descripcion 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 criopreservacion de material biolégico y productos
farmacéuticos ejerciendo una accién protectora al descender la temperatura mediante la
vitrificacion. En este trabajo se presenté evidencia sobre el comportamiento universal de
la viscosidad en soluciones acuosas de azicar a distintas concentraciones en la region
sobresaturada.

A partir de la ecuacién presentada para la viscosidad se establecié 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 azicares 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
azucares obteniendo resultados similares [157-159].

Quedan ain 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 azucares. 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 determinacion del lugar geométrico para la frontera entre las
regiones diluida y sobresaturada es un problema abierto y cabe la posibilidad de encontrar
mas datos experimentales para otros solutos.

Por dltimo, queda por reportar los resultados que hemos comenzado a estudiar en los
procesos de congelacion de varios alimentos tales como frutas y verduras.
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A.1. Termodinamica de las soluciones

La termodindmica 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 volumenes de agua diferentes V| y V5, si se mezclan estos dos volimenes, el
volumen final serd V,,.. = V4 + V5 pues se trata de la misma sustancia. Si ahora el volumen
V5 fuese alcohol en lugar de agua, el volumen de la solucién de estas dos sustancias ya no
sera aditivo y por tanto V.. # Vi + V5. Pero, lo deseado es contar con una ecuacién aditiva
para calcular el volumen total de una mezcla a partir del volumen molar parcial V como
Vines = V1 + V. Asi, para k especies quimicas, el total se expresa como

Vmez = sz <A1>

donde V,; = (—(’?"?Z)
i vavnjii

propiedad molar parcial, es la razon a la que una propiedad extensiva de la mezcla cambia
con el nimero de moles del componente ¢ en la mezcla cuando la temperatura, la presion y
el numero de moles de todos los componentes distintos a ¢ permanecen constantes. Ademas,
es una propiedad intensiva de la mezcla y no solamente una propiedad de la componente 1,
que depende de la composicién de la mezcla, asi como de la temperatura y la presion [6].

es el volumen molar parcial de la especie quimica . Una

En una mezcla, los parametros termodinamicos extensivos se expresan de forma molar
parcial, es decir, con Y cualquier variable extensiva, el correspondiente parametro molar

parcial de la componente 7, es Y,
— oY
v, - ( ) (A.2)
anz X,Y,Tbj#i

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

— oG
= = M4 T7 P7 j #1
G (am>T,P,n#¢ : ( nj;é )

Asi, la energia libre de Gibbs G de una solucién de k& componentes en una fase estd dado
por,

k
G = Z@i = Z N Jhi (A.3)

k
=1 i=1

(2
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donde dadas las interacciones moleculares, el potencial quimico u; depende de T, P y las
fracciones molares x;.;, siendo a su vez una variable dependiente de las propiedades de
la solucién. La importancia en este potencial radica en las variables independientes de la
representacion y que determina el equilibrio de fases y de reaccién (si fuese el caso) para
el sistema termodindmico [325]. Como se expuso en el capitulo anterior, las condiciones de
equilibrio termodindmico se deben cumplir para establecer las fases y su coexistencia para
sistemas multicomponentes, lo que conlleva el establecimiento de los valores minimos del
potencial quimico dadas la presion, la temperatura y la composicion en este tipo de sistemas.

Dentro del marco tedrico de la termodinamica es posible establecer relaciones funcionales
entre los distintos potenciales y representaciones para asi derivar todas las demas propiedades
del sistema a partir del potencial quimico, mismo que se puede determinar de forma tedrica
y/o experimental. Por tanto dado a partir de las expresiones,

— on oG

Mg

— on oG
R = A.
Vl (ap> Tn; (ap) Tn; ( 5)

se puede obtener la entalpia molar parcial mediante p; = H; —T'S; de donde se puede obtener
Up’i, ademds de obtener la energia U; = H; — PV,;. A partir de estas relaciones se obtiene
por ejemplo, el volumen V' de la solucién, es decir, su ecuacién de estado.

La ecuacion fundamental para un sistema, se puede obtener por medio de la cinética
molecular o mediante el estudio fenomenoldgico controlado (via experimental) y las ecua-
ciones de estado. En el laboratorio las variables que generalmente se pueden controlar y
medir son la presiéon P, temperatura 1" asi como la cantidad de sustancia n;, por lo que, el
potencial termodinamico de la energia libre de Gibbs cuyas variables independientes son las
mencionadas, G = G(T, P,ny), es el potencial clave para describir el cambio de fases y los
diagramas de fases de un sistema termodinamico en sus distintas representaciones.

Dado el potencial de Gibbs, G = G(T, P,nq, -+ ,n;) en términos de sus variables inde-
pendientes, la diferencial total de este potencial estd dado por la siguiente expresion,

dG = <6—G> ar + (8_G> dP + (8_0) dny + -+ + (6_@) dni (A.6)
&T P,T'Li aP T,ni &nl P,T,’ni#l ank P,T,ni#k

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

k
mz<§) M+C§) M+Z<%» dn; (A.7)
&T Pn; 8P T gnk P,Tnjzp,

i=1
Ademas se sabe que,

k
dG = —SdT + Vdp + ) piydn; (A.8)

=1
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de donde al comparar las dos ultimas expresiones,

oG
~ (a_T>Pn — S(T, P,ny) (A.9)
oG
on; T, Pz

donde G es el potencial de Gibbs molar parcial y j;(T, P, njzi) €l potencial quimico de
la componente 7, y como se vera en el capitulo siguiente las cantidades molares parciales son
las propiedades mediante las cuales se describe la termodindmica de las soluciones [326]. Asi,
en el caso particular de una sustancia pura, de la ecuacion A.11, el potencial de Gibbs molar
parcial G es igual al potencial quimico p del sistema,

G = @_i)mn = (T, P) (A.12)

En la ecuacién A.11 se denota explicitamente la dependencia del potencial quimico tanto
de la temperatura como de la presion asi como de la composicion en caso de tener una mezcla
de sustancias. Por ejemplo, para una sustancia pura A cuyo potencial quimico se define por
[ty una sustancia B con ug, de la ecuacion A.8 se tiene el potencial de Gibbs de la mezcla
como

dG = =SdT + Vdp + padna + ppdng (A.13)

con

La expresion A.8 se aplica a soluciones de una sola fase con k especies quimicas. Sin
embargo, si el sistema termodinamico tiene méas de una fase, para describirlo es necesario
diferenciar todas las fases presentes en el sistema. Asi, la energia libre de Gibbs en la fase a
descrito como G sera,

dG* = —SdT + VdP + )  pfdny (A.14)

donde S*y V' son la entropia y el volumen de la fase a y el potencial quimico de la sustancia

i en la fase oy es,
G
pe = <( a) (A.15)
oni' ) o

J#i

donde n$ es el nimero de moles de 7 en la fase a. Por tanto, si el sistema se compone de «
fases, el diferencial total de la energia libre de Gibbs sera la suma de las energias de cada



Apéndice

una de las fases presentes, asi
dG =Y —S%dT + Y\ VodP + > 3" pifdng (A.16)

donde S* y V? son la entropia y el volumen de la fase o mismas que al ser cantidades
extensivas S =), Sy V => V.

El potencial quimico de la sustancia ¢ en la fase o a una cierta 7'y P sera
ILL? :N?(Ta P,l’?,x%,"' 7xz) (A17)

donde zf,x9, - - - son las fracciones molares de las sustancias 1,2,--- en la fase a. La suma
de las fracciones molares de todo el sistema son la unidad. De acuerdo a la ecuacion A.17 el
potencial quimico de una sustancia depende tanto de su fraccién molar como de las fracciones
molares de las otras componentes, ya que existe interacciéon de todas las componentes del
sistema [16].

Considere un sistema aislado que contiene dos fases a y 3, donde se permite un intercambio
de masa y energia entre estas dos fases. En el caso de que no haya reaccion quimica, los valores
totales de energia interna, volumen y nimero de moles se pueden expresar como,

U=U"+U" =cte = dU* = —dU”
V=V*+VP=cte=dV* = —dV”
n =n"+n’ = cte = dn® = —dn”

Suponga que un proceso arbitrario produce cambios en el sistema adonde la entropia de

las fases cambia tal que
{67

(6% 1 (0% Pa (0% E (6%

dS® = ﬁdU + ﬁdV - ﬁdn (A18)
1 p? G’

B _ B B _ B

as’ = TBdU + Tﬁdv Tﬁdn (A.19)
por tanto, el cambio de estropia del sistema es,
11 ps - pe G
= —=— = —_—— - = - = A2

ds (Ta Tﬂ>dU+(T5 Tﬁ>dV (Tﬁ TB)dn (A.20)

La condicién de equilibrio se satisface cuando dS = 0, por tanto de la ecuacion A.20,
las condiciones de equilibrio termodinamico que se deben cumplir entre la fases o y 3 son
con P* = P8 T =TF y G = G’ En el caso de que el sistema sea multicomponente, con
k fases, la condiciéon de equilibrio quimico con T"y P es cuando para toda i se cumpla la
condicién

pe =l =l = (A.21)

Considere por ejemplo un sistema con presién y temperatura constantes, de la ecuacion

A.16 y la condicién para el equilibrio material o quimico en un sistema multicomponente se
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tiene que,

> pgdng =0 (A.22)

esta expresion es la condicion de equilibrio quimico en un sistema cerrado. Si el sistema no
se encuentra en equilibrio esta expresién serd una desigualdad dada por

D> ufdng <0 (A.23)

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

La expresion mas simple que se tiene para el potencial quimico es el caso de un gas ideal.
Como se trata de una sustancia pura u solo depende de la Ty P, asi la diferencial total esta
dada por

dp = —sdT + vdp (A.24)

con s = S/ny v = V/nla entropia y el volumen molar respectivamente. Integrando la
ecuacion A.24, desde una presién P, hasta una cierta P y manteniendo la temperatura

constante T', dT" = 0,
P

(T, P) = (T, Py)° + J v(P*, T)dP* (A.25)
Po

con (T, Py)® = u° un valor de referencia. Si se considera el caso de un mol de gas ideal cuya

ecuacion de estado esta dada por PV = RT, se obtiene el potencial quimico

w(T, P) = p° + RTIn (%) (A.26)

si se toma el valor de referencia Py = lbar la expresion anterior se simplifica aun mas,
w = p° + RTIn(P) (A.27)

este el es potencial quimico de un gas ideal como funcién de la presién a cierta temperatura
T'.Si se conocen los potenciales quimicos como funciones de la temperatura, la presién y la
composicion, las derivadas parciales de p; respecto de éstas variables permite determinar la
entropia, el volumen y la entalpia molar parcial asi como las capacidades calorificas.

Para estudiar el equilibrio de las soluciones es necesario conocer la variacién de la energia
de Gibbs con la composicion. Para su calculo se parte del hecho que en el equilibrio, el
potencial quimico de una sustancia presente en su fase gaseosa debe ser igual a su potencial
quimico en su fase liquida. Desde el punto de vista termodindmico macroscopico, una solucion
ideal se define como aquella cuyo potencial quimico de cada una de las componentes en la
solucién esta dado por

wi = pd(T, P) + RTIn(x;) (A.28)

donde pY(T, P) es el potencial quimico de la sustancia pura i, en el estado estdndar, es
decir, un valor de referencia del potencial quimico y x; la correspondiente fraccién molar. La
diferencia entre el potencial quimico de la componente ¢ en la solucion real y el potencial
quimico de i considerado como un componente ideal es el potencial quimico en exceso
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dado por
ui’ = i — [1(T, P) + RTin(x;)] (A.29)

Para estudiar la termodinamica de las soluciones se parte de la definicion del potencial
quimico 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, 7;, que se define en términos del potencial quimico de exceso,

e = /et _ L umntymr (A.30)
€

v; es el coeficiente de actividad™" con respecto a la fraccién molar. De las expresiones ante-
riores se deduce que

wi = pd(T, P) + RTIn(v;x;) = 1 (T, P) + RTIn(a;) (A.31)

el producto v;z; se le denomina la actividad del componente i, a; = v;z;. La actividad a;
sustituye a la fraccién molar x; en la ecuacién A.31 para el potencial quimico ideal tal
que cuando el componente i de la solucién estd en el estado estdndar, p; = pd y a; = 1.
Dado que la actividad y el coeficiente de actividad esta definido por el potencial quimico de
exceso, se infiere la dependencia de estos parametros tanto de la concentracion como de la
temperatura y la presion. Asi, con p; dependendiente de T'y P, a; = a;(T, P,x1,29, )y
~vi = v (T, P,x1, 9, - ), estas son cantidades positivas adimensionales [14].

A.2. Teoria fisica estadistica de G. Adam y H. Gibbs

La primera hipétesis formulada por Adam y Gibbs es suponer que el liquido sobreenfriado
conserva unicamente sus grados de libertad configuracionales por lo que la termodinamica
del sistema se refiere a la parte configuraciones. Dividen al liquido en N subconjuntos que
cuentan con un nuimero z de moléculas. Del niimero total NV, existe un numero n de regiones
donde dada una fluctuacion adecuada de energia, las moléculas pueden re acomodarse de
manera cooperativa hasta llegar a una nueva configuracién. 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 estadisticamente al liquido a través del ensamble
isotérmico isobarico cuya funcién de particién A esta dada por

Az, P,T) = Z w(z, B, V)exp(—E/kgT)exp(—PV /kgT) (A.32)
BV

donde w representa la degeneracion del nivel de energia E, P es la presion y V' es el volumen
del subsistema. kg es la constante de Boltzmann.

*IE] concepto de actividad en quimica fue propuesto por primera vez por el quimico 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 funcién de particién, se separa la contribuciéon configuracional A, rela-
cionada con la energia potencial para describir las n CRR

Az, P.T) = Y we(2, Epos, V)ewp(—Epor/kpT)exp(— PV /kpT) (A.33)

Epot,V

A partir de la cudl se puede calcular la energia de Gibbs configuracional, G,
G. = zu. = —kgTInA. (A.34)

Donde el potencial quimico configuracional p. se interpreta como la barrera de energia poten-
cial configuracional necesaria para llevar a cabo un cambio de configuracién. La probabilidad
de que ocurra un re arreglo configuracional, W (T') , es proporcional a la fraccién de regiones
CRR .
Wn/N
de donde encuentran que
W(T) = Aexp(—z = Ap/kpT) (A.35)

donde A representa un factor de frecuencia, y z « Ay = p. — p = G. — G.
Proponen la existencia de un valor critico para el valor minimo de z en una CRR ,z*, para

el cudl existe una probabilidad de transicién, caracterizada por una entropia configuracional
critica s,

N AS*¢
%, = A.36
oo = (A.30)
donde N4 es el numero de Avogadro.
La probabilidad promedio de una transiciéon puede reescribirse como,

— — Aps,
W(T)=A — A.37
(1) = Aeap (- 1 ) (A37)

donde A es es un factor independiente de la temperatura.
Debido a que los tiempos de relajamiento estan relacionados reciprocamente con la pro-
babilidad de transicién, se puede escribir logar,
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LSF = log(ar) = log L= (A.38)

T(Ts) W(T)
donde T es una temperatura de referencia.

Finalmente se encuentra la llamada ecuacion de Adam Gibbs en términos de la entropia
configuracional

ApS? 1 1
LSF(Ts) =2.303 o [TSSC(TS) TSC(T)] (A.39)

donde Ay es el potencial quimico configuracional, entendido como la barrera de energia
potencial que debe ser superada para producir un reordenamiento de las moléculas dentro
de una regién de reordenamiento cooperativo CRR, kp es la constante de Boltzmann, S¥*
representa una entropia critica configuracional y S. y es la entropia configuracional del
sistema. Puede evaluarse mediante ACp.

A.3. La solubilidad en sistemas binarios

Una solucién se dice que se estd saturada cuando se encuentra en equilibrio termo-
dindmico con la fase sdlida, es decir, cuando el potencial quimico de la soluciéon es igual
al potencial quimico del soluto p*® = p* a una cierta temperatura. Mds alld de este
limite, en el llamado sobresaturado, el soluto se precipitard de la soluciéon en su fase
solida, dado que el sistema buscara su estado de equilibrio mas proximo de acuerdo a lo
expuesto en el capitulo 1. Es asi que la sobresaturacién es un factor inicial del proceso
de cristalizacion. Sin embargo, la sobresaturacion no es una condicién suficiente para que
un sistema cristalice. Antes de que un cristal se desarrolle debe existir en la solucién
un cierto nimero de semillas/nicleos/embriones que actien como centros de cristaliza-
cién [12] lo cuales deben crecer hasta un cierto tamano ’critico’ para que la cristalizaciéon
se desarrolle, la cuédl se presentara de forma esponténea o de forma inducida (artificialmente).

La cinética del proceso de nucleacién proviene de las diferencias de densidad y/o compo-
sicién del sistema creando cambios en su estructura en su retorno al equilibrio [327]. Una
fluctuacion en el sistema provoca una respuesta que la contrarresta, en este caso la respuesta
es pasar a una fase estable. Sin embargo, cémo y cuando se formara un ntcleo cristalino en
la mezcla aun sigue siendo un evento no determinado pero si se pueden establecer ciertas
teorias de aproximacion.

El estudio de las soluciones, las condiciones de equilibrio y estabilidad comenzaron a
finales del siglo XIX. Y para el ano de 1897 W. Ostwald [328] diferencié la sobresaturacién
para clasificar aquellas soluciones en las que se observd la nucleaciéon espontdnea como
labiles o inestables y las que no lédbiles o metastables. Las primeras son aquellas en las que
el proceso de cristalizacion es espontaneo y las segundas aquellas en las que es necesario la
creacién de una fluctuacion para iniciar este proceso, para forzarlo como sucede para las
soluciones acuosas de azucares. 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 solucién esta en
equilibrio, la metastable mas alla del saturado y la labil o inestable en las que se formaran
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Figura A.2: Diagrama de equilibrio solubilidad-supersolubilidad.

los cristales y creceran dependiendo del tipo de solucién.

Por ejemplo, si se colocara un nicleo de cristal de azicar en una solucién que se encuentre
en la zona metastable de la solucién sobresaturada se favorecerd la cristalizacién ya que
al tratarse de un estado fuera de equilibrio, se verd favorecido hacia un estado de menor
energia. Este método es el usado en la gran industria azucarera. De hecho para este tipo de
mezclas sin esta ’ayuda’ la cristalizacion por si sola no ocurre.
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