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GLOSARIO

Apoptosis: Mecanismo de muerte programada donde la célula sufre distorsiones y se
fragmenta, pero intenta conservar la integridad de los organelos celulares y el nlcleo en

pequefios cuerpos para ser alejados de las especies ROS que puedan causarles dafio.

Autacoides: Moléculas sintetizadas en una region especifica del organismo, que acttan
como moduladores y hormonas sobre células y tejidos proximos a ellas, regulando
secrecion de biomoléculas, reacciones quimicas, inflamacion celular y otras actividades

metabolicas para asegurar la estabilidad del organismo.

Bacteria: Microorganismo que no posee ningun nucleo definido y/o organelos internos,
puede degradar y/o fermentar biomoléculas. Sin embargo, algunas especies pueden

provocar enfermedades infecciosas.

Capsoémeros: sub-unidades oligoméricas de proteinas que forman un arreglo

tridimensional, usualmente de forma en dodecaedro.

Células eucariotes: Microorganismos de un sustrato biolégico que poseen un nucleo

definido donde todo el material celular se almacena.

Citoplasma: Region interna de la célula limitada por la membrana que engloba los

organelos celulares.

DBD: Descargas en voltaje de corriente alterna entre electrodos metalicos, con capas de

aislante dieléctricos entre los electrodos.

DNN: Red artificial neuronal basada en la estructura de redes neuronales en el sistema
nervioso y cerebro humano, cuya estructura dinamica cambia con datos en vectores de
entrada y salida, simulando la habilidad de aprender y conservar la informacion mas

relevante.

Eicosanoides: Autacoides productos de la oxidacion de 4cidos grasos con cadenas de 20

0 mas carbonos que estimulan y regulan la inflamacién y respuesta inmune en células.

Hongo: Organismo eucariote que puede descomponer materia organica para obtener sus

propios nutrientes, a veces desarrollando una relacion simbiética con otros organismos.
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Posee paredes celulares de quitina que contienen filamentos llamados hifas, con uno o

varios nucleos.

NF-kB: Complejo proteico estimulado por el dafio severo celular por sustancias oxidantes
como ROS en exceso, para promover la actividad de ciclooxigenasas para producir

eicosanoides, propiciando la inflamacién en necrosis.

Mitocondria: Organelo de doble membrana en células eucariotes que lleva a cabo la

respiracion celular para producir energia utilizando oxigeno.

Organelos: Estructuras dentro de la region de la célula que poseen membranas propias y

cumplen funciones de reacciones metabdlicas para el desarrollo celular.

Tumorigenicidad: Acumulacién y crecimiento excesivo de células en un tejido que podria

beneficiar o perjudicar al sustrato biolégico y/o sistema del organismo donde se encuentra.

UFC (Unidades formadoras de colonias): Unidad de medicién del nimero de aquéllas
bacterias en un cultivo que son capaces de reproducirse por fision binaria y formar colonias

visibles en un medio de cultivo.

UFP (Unidades formadoras de placas): Unidad de medicion del nimero de solamente
aguellas particulas de un cultivo viral que muestran la capacidad de formar placas por

unidad de volumen.

Virién: Unidad o particula infecciosa que forma parte del cultivo de un virus, y toma control
de las células a las que se adhiere. Posee una composicion de 2 cubiertas compuestas de
unidades proteicas llamadas capsémeros, de las cuales la interna conserva el ADN o ARN

que puede ser introducido en la célula que infecta.

Virus: Organismo infeccioso que toma posesién de una célula, bacteria, o cualquier otro
microorganismo con el fin de manipular sus funciones metabdlicas para reproducirse y

propagarse por el sustrato bioldgico, causando enfermedades.
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RESUMEN

En este trabajo se report6 la aplicacion de un modelo propuesto de ozonacion de sustratos
biolégicos que describe el efecto del ozono en la viabilidad y muerte celular, cuando éste
es aplicado disuelto en medio liquido; o bien, en fase gaseosa, en casos de sistemas de

células eucariontes, bacterias y virus.

El modelo propuesto se evalué con datos reportados para una linea de adenocarcinoma
como representativos de los sustratos celulares mamiferos, donde segun el indice de
correlacion, el modelo fue eficiente en reproducir los perfiles de crecimiento y calculé las
constantes de velocidad crecimiento y muerte celular, mostrando un valor de correlacion

1 como evidencia.

En sistemas de ozonacién de bacterias, se modelaron datos de inactivacion de E. coli, B.
cereus y Legionella, incluyendo la administracion del ozono disuelto y en fase gaseosa.
En la fase liquida, el calculo de las constantes el modelo representod eficientemente la
cinética de muerte bacteriana; sin embargo el rendimiento del modelado cinético tuvo
inesperados decrementos en el indice de correlacion, en casos de los sistemas que
emplearon el ozono en fase gaseosa, debido a la dinAmica de reaccién del ozono
monomolecular pues la velocidad de la reaccion del ozono mostré depender solamente de
la concentracion de las UFC, a diferencia de la dindmica bimolecular que el modelo simul6

para la ozonacion en fase acuosa.

En la cinética de muerte de cultivos de virus, el modelo representd la inactivaciéon de estos
cultivos como una dinamica pseudomonomolecular donde la velocidad del ozono

dependi6 de la dosis del 0zono, e indirectamente, la concentracion de UFP.

10
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ABSTRACT

This study reported the application of a proposed model of biological substrate ozonation

with the intent of describing the effects caused by ozone on viability and cell death when
administered as dissolved in liquid phase, as well as gaseous phase, with their focus being

eukaryaotic cells, bacteria and viruses as biological systems.

The proposed model was evaluated using experimental data reported for a human
epithelial adenocarcinoma cellular culture line as a representative of mammalian cell
substrates, where the model displayed efficiency in reproducing the growth profiles and
flawlessly calculating the growth and cell death rate kinetic constants, as shown by the

correlation index reaching the numerical value of 1 as evidence.

In bacterial ozonation systems, E. coli, B. cereus and Legionella inactivation data were
modeled, including dissolved ozone in water and gaseous phase administration. In the
liquid phase, the model's constant determination efficiently represented bacterial death
kinetics; however in gaseous ozone-administered systems, the inactivation efficiency
yielded unexpected variations, due to the ozone’s own monomolecular reaction dynamics
displayed, since the speed of its reaction showed dependence on CFU concentration as its
only reagent, unlike the bimolecular dynamics in liquid phase ozonation simulated by the
model.

In viral cultures’ death rate kinetics, the model represented their inactivation as a
pseudomonomolecular kinetic dynamic where the dependent reagent the ozone reaction
rate depended on is the ozone dose, yet the PFU concentration as a reagent still indirectly

influenced said reaction rate kinetics.

11
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Introduccién

Es bien sabido que, a pesar de que puede ser una especie quimica nociva para ser el
humano, el ozono tiene usos benéficos. Sus aplicaciones han evolucionado y ramificado
a lo largo de este siglo [1]. Este gas ha servido para eliminar diversos contaminantes tales

como fenoles, entre otros compuestos organicos en diversas ramas de la industria quimica

[1].

Otro de los campos en donde investigadores han visto indicios de progreso radica en el
desarrollo de tratamientos terapéuticos alternativos de diferentes enfermedades
principalmente en paises como Cuba, Francia, Alemania, Rusia, Espafia, Italia, Turquia y
Estados Unidos [2]. Muchas investigaciones destinadas a entender los efectos del ozono
en la dindmica celular y sus aplicaciones, culminan en resultados prometedores en el
tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo la eliminacion de células tumorales
cancerigenas, siendo un factor de interés en la mayoria de los estudios [3]. Hay grupos de
estudio que investigaron y documentaron las reacciones de biomdleculas con el ozono que
incentiva efectos positivos en el organismo humano, y para efectos que provoquen la
destruccién de células u otras unidades de ciertos sustratos biolégicos en gran escala,
siendo la causa de diversas enfermedades [4-9].

Actualmente no se ha clarificado la dosis de ozono que promueve efectos positivos, sin
dafar a las células y provocar la muerte de otros microorganismos. Para clarificar el efecto
del ozono como una funcién de la dosis, existe la propuesta de modelar este
comportamiento empleando ecuaciones diferenciales evaluadas en funcién de varias dosis
de este gas. El efecto de la frecuencia de administracién del ozono seria otro parametro

que es necesario estimar.

En la simulacién del crecimiento celular el modelo propuesto que estudie la ozonacion de
los sustratos biolégicos formaria una clasificacion por dosis de los efectos del ozono. Para
modelar esto, es posible proponer un modelo que pueda expresar matematicamente la
influencia de la dosificacion de ozono disuelto en la viabilidad de los sistemas biol6gicos y
su proliferacion. En la literatura se han encontrado modelos con el propdsito de estudiar la
viabilidad, pero muy pocos de estos modelos incluyen la muerte celular en una manera

generalizada, y en funciéon de un agente externo [10]. De la misma manera, hay trabajos

12
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que estudian la inactivacién de cultivos de microorganismos nocivos como bacterias y

virus, y modelan exclusivamente la cinética de muerte de estos sustratos [11-13].

Sin embargo, pocos autores han individualizado estos modelos para expresar la cinética
de muerte en funcion del efecto de constantes especificas de muerte celular por accién

del ozono en modelos de viabilidad celular y modelos de inactivacion [14-16].

El propoésito de este estudio es evaluar, con la propuesta del modelo de ozonacién de
sustratos biolégicos, los efectos en que diversas dosis del ozono promueven la viabilidad
o muerte de las células cancerigenas, bacterias y virus. Parte de este trabajo consiste en
la evaluacién la eficiencia de este modelo respecto a los modelos cuya cinética incluye
solamente como enfoque el aspecto del crecimiento, y aquéllos cuyo enfoque cinético es
la inactivacion celular. Cabe constar que la mayoria de las publicaciones, pertenecen a
estudios de lineas celulares, y una gran cantidad de estudios sobre microorganismos en
medios de cultivo. La mayoria de los estudios en lineas de investigaciones con enfoque
distinto al modelado de esta cinética han reportado efectos de dafios por efecto del ozono

a magnitudes letales, benéficas, asi como moderadamente perjudiciales [17-23].

En los trabajos de autores como Chegukrishnamurthiy col. (2020) [11] sobre el modelado
de la influencia del ozono sobre células, el enfoque matematico fue la proliferacion celular.
Los resultados de algunos de estos trabajos abren la posibilidad de determinar ciertos
intervalos en los que pequefias concentraciones de ozono provocan efectos positivos, y
facilite el tratamiento de heridas y enfermedades. El modelo propuesto de este trabajo
complementa el enfoque de la viabilidad con el modelado de la muerte celular, para
describir mejor los intervalos para los efectos negativos y positivos del ozono en células, y
para la inactivacién de virus, por lo que el modelo seria una herramienta util y aplicable
para todo tipo de sustrato, y podra formar una perspectiva y sentar base para trabajos a

futuro que los estudien.
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1.1 Propiedades fisicoquimicas del ozono

El ozono (O3) es una molécula compuesta por tres atomos de oxigeno [24]. Cuando los
atomos de oxigeno forman una molécula de ozono, dos de ellos forman un doble enlace.
La formacién del ozono es endotérmica y reversible, por lo que su descomposicion es
exotérmica (AH especifica = -286.18 KJ/mol) [24]. El potencial oxidante del ozono (E°=
2.07 eV O3) es mayor que el del oxigeno diatomico (E°= 1.23 eV O,), y menor que el de
oxigeno monoatdémico (2.42 eV O) [25-26]. La tabla 1 enlista otras de sus propiedades

fisicoquimicas:

Tabla 1. Propiedades fisicas de ozono, [27-28].

Temperatura de condensacion -112°C
Temperatura de fusion -197.2°C
Densidad (0°C) 2.144 g/L
Densidad (liquido a —182 ° C) 1.572 gricm?®
Peso molecular 48 g/mol
Solubilidad en agua (°20 C y 1 atm) 14.6 mg/L

Debido a la reaccion del ozono con diversos compuestos como NO¢®, NOx, COx, éacido
sulfarico, lipidos, se pueden formar perdxidos organicos, hidroperoxidos, radicales alcoxi,
peroxi (ROO-) y peroxinitritos (O=NOO"), como producto. El ozono puede reaccionar en
forma gaseosa con compuestos de tipo VOC formando smog [2]. A nivel troposférico, a
concentraciones incluso menores a 0.5 ppm la exposicidbn constante por periodos
prolongados del ozono puede ser dafiino para la mayoria de los organismos de un cierto
habitat [2].

La Tabla 1 indica que la solubilidad del ozono a 20°C y 1 atm es 14.6 mg/L H,O, 10 veces
mayor superior a la solubilidad de oxigeno (1.46 mg/L, a 273°K y 1 atm) [29-30], haciendo
del ozono un compuesto reactivo con compuestos orgénicos, y biomoléculas de diversos

fluidos de un organismo [2].
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1.2. Aplicaciones del ozono

En esta seccion se describen las aplicaciones mas relevantes del ozono que se han

reportado en la literatura.
1.2.1 Aplicaciones medioambientales

Uno de los usos del ozono es tratar contaminantes en fase soélida, liquida o gaseosa de
varios sectores industriales como el sector petroquimico, el sector alimentario o textil,
promoviendo la oxidacién y disminucion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) en
cuerpos de agua. El ozono puede reducir las sales pesadas, eliminar microorganismos
nocivos, degradar metales y compuestos recalcitrantes, donde se incluye el ejemplo de
remocioén de los fenoles por ozonacion y biodegradacioén [31].

La ozonacion catalitica es otro ejemplo innovador en estos procesos, muy Util para remover
compuestos policiclicos aromaticos (PAHs) con radicales libres (OH-) [32-34]. En sistemas
de riego, el uso del ozono facilita la desinfeccién del suelo y el mantenimiento de tuberias
del sistema [35]. El 0zono también permite tratar cuerpos de agua mas grandes como rios
y lagos en reactores de plasma de DBD y estaciones de Tratamientos de Aguas Potables,

incluso con ozonacion catalitica [36].
1.2.2. Desinfectante

El ozono es muy efectivo en eliminar varias bacterias y patégenos que son perjudiciales
para la salud. Este gas oxida los componentes de sus membranas, modificando su
estructura para evitar su anclamiento en otras células, asi impidiendo su reproduccién, y
es capaz de provocar la lisis celular y muerte por esta forma de ruptura [37]. También
elimina hongos y oxida las envolturas que sus esporas usan como resistencia hacia otros
agentes antibiéticos, probando que el 0zono es mas eficiente que otros desinfectantes [31,
36].

Una de las aplicaciones mas comunes es la desinfeccion de corrientes efluentes de aguas
residuales [38]. Por otro lado, la solucién acuosa del ozono o agua ozonada también es
bastante eficiente en eliminar bacterias, microorganismos y restos de pesticidas en
alimentos [39]. Su aplicacion bactericida también tiene uso de escalas industriales, como
la desinfeccién de torres de refrigeracion y sistemas de ventilacion con humificadores para

evitar la proliferacion de bacterias dafiinas como Legionella [16].
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1.2.3. Agente terapéutico

El ozono también se puede aplicar como agente terapéutico en el tratamiento de diversas
patologias. Se ha aplicado a concentraciones entre 5y 10 ppm, sin que se reporten efectos
nocivos. Los institutos de las escuelas de ozono en Rusia, disuelven las concentraciones
de 2 a 3 ppm en solucién salina para la aplicacibn médica de ozono y de 5 a 10 ppm en

forma gas [2].

En otros paises desarrollados existen también métodos de aplicacion del ozono para tratar
tumores cancerosos, abscesos, Parkinson, alergias, fisuras rectales, artritis, asma,
esclerosis cerebral, glaucoma, problemas en el sistema circulatorio, trastornos intestinales,
glaucoma, hepatitis, herpes, hipercolesterolemia, colitis, micosis y osteomielitis, entre otros
[40]. Uno de estos estudios realizado por Baggs, A.C. (1993) [41] desarroll6 un método
experimental para tratar el virus VIH y tumores cancerosos, cuya eficiencia para tratar
estas enfermedades es cuestionable incluso al dia de hoy a pesar de haber tenido
resultados benéficos [40] por la nocién equivoca que el ozono sélo causa efectos téxicos.

Existen dos formas de la aplicacién del ozono: administracion directa e indirecta. En la
administracion directa, se introduce el ozono en una mezcla gaseosa 0zono-oxigeno
directamente al paciente. La administracién indirecta implica ozonar sustratos como

aceites y/o solucidn fisioldgica, y aplicar alguno de éstos en el paciente.

En la década de los ochentas, hubo aversion hacia algunas técnicas de administracion
directa como inyeccidn venaosa y/o intra-arterial, y en los noventas, cuando algunos estos
tratamientos experimentales no eran aun considerados convencionales, la negligencia de
ciertos médicos que los practicaban resulté en nueve casos de muertes de centenas de
terapias de estos tratamientos [42-44]. Esto dificulté el progreso del uso del ozono en la

medicina.
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1.2.3.1 Métodos de administracion directa

La aplicacion directa implica una administracion del ozono en forma gaseosa directamente
al paciente, siendo la concentracién de este ultimo 1-10 ppm [45-46, 3]. El efecto del ozono
aplicado de manera directa comienza con las reacciones que ocurren entre el ozono y los
dobles enlaces (>C=C<) de proteinas y lipidos en las membranas celulares y tejidos que

entran en contacto [3]. Las formas de administracion directa son las siguientes:

Insuflacién rectal o vaginal: La mezcla gaseosa entra por el recto o por la vagina. El
0zono reacciona con los compuestos insaturados de los tejidos con los que entre en
contacto y acciona ciertas enzimas y procesos metabdlicos involucrando proteinas [47].
Insuflacién peritoneal: La mezcla gaseosa puede tener efecto en la region abdominal, el
volumen de esta mezcla es 200 ml. La concentracion del ozono administrado es de 10
ppm. Es un tratamiento especializado usado en tratar infecciones como la hepatitis, donde
ha tenido resultados 6ptimos a pesar de no ser practicado con la misma frecuencia que
los demas [2].

Inyeccion intramuscular: En esta técnica, la inyeccién de 10 ml de mezcla gaseosa entra
en los musculos de los glateos del paciente, con el propésito de tratar alergias e
inflamaciones. Los efectos terapéuticos son benéficos, pero los resultados no reportan los
limites de dosificacién bajo las cuales el ozono trae dichos efectos.

Autohemoterapia mayor y menor: Esta técnica ocupa un volumen especifico de sangre
extraido de una de las venas del paciente. El siguiente paso es exponer la sangre a la
mezcla gaseosa de oxigeno-ozono por 5 minutos. Al mezclar, es importante evitar el
burbujeo para prevenir coagulaciones. Después, la sangre ozonada entra de nuevo en la
vena del paciente. Las concentraciones de ozono en la exposicién son de 5-10 ppm. La
autohemoterapia mayor administra 50-225 ml de sangre ozonada, mientras que la menor
introduce 10 ml [2]. EI método principal utilizado es la autohemoterapia mayor, [48-49] cuya
via de administracion que involucra el mayor numero de reacciones con componentes. A
pesar de que se conocen los mecanismos bioquimicos de la sangre, no hay un modelo
preciso que dé seguimiento a las condiciones limites para los efectos de estas reacciones
[49]. Este tratamiento requiere tomar medidas como la administracion previa de un
anticoagulante, desde el momento de la inyeccion de la muestra de sangre ozonada para
evitar coagulacion en la sangre, o de lo contrario puede provocar activacion de protrombina

causando que las plaquetas puedan incrementar a nimeros anormalmente altos [50].
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e) Bolsade ozono: Este tratamiento implica colocar una bolsa de plastico alrededor del &rea
afectada. La mezcla gaseosa entra por bombeo a la bolsa, para iniciar los efectos
benéficos del ozono (30 ppm) tras 20-30 minutos en la parte expuesta de la piel. Este es
uno de los métodos en los que la reaccidn tiene efecto en dos etapas, una es la absorcion
por la piel y la segunda es la reaccion directa de los compuestos de la piel con el ozono.
Eso implica un modelo combinado que involucra la transferencia de masa de ozono y su

reaccion con el bio-sustrato [2].
1.2.3.2 Métodos de administracion indirecta

En estos métodos se satura el agua o solucién fisiol6gica con ozono, o bien los aceites
reaccionan con el ozono para obtener aceites 0zonados con uso terapéutico. Algunos de

estos productos han adquirido gran presencia comercial.

a) Agua ozonada: el agua ozonada es (til para lavar heridas, tratar quemaduras de la piel e
infecciones de la piel. La solucién acuosa usualmente se prepara con 5-6 ppm de ozono
(fase liquida) cuyo uso es tratar heridas infectadas, remover y eliminar segmentos
necroticos y pus. Como recomendacion la temperatura de conservacion de la solucién es

de 5°C y menor, para extender su tiempo de vida [51].

Otra via de suministrar el agua ozonada es por inyeccion intra articular, lo que implica
inyectar directamente entre las articulaciones. Su aplicacion principal es el tratamiento de
la artritis y el reumatismo [40]. Los biopolimeros insaturados de alta tension en las
ligaduras reaccionan con el ozono para una total desinflamacién de la articulacién. Las
concentraciones del ozono en la fase liquida suministrada en este tratamiento son

aproximadamente 5-15 ppm [52].

b) Aceite ozonado: Es efectivo en estimular la proliferacién celular ya que asiste en la
cicatrizacion. Tiene también un gran uso en desinfeccion de heridas y curacién de
guemaduras. El aceite ozonado elimina bacterias y hongos con el propdsito de mantener
la zona de la herida estéril. Sechiy col. (2001) [53] probaron el aceite ozonado Oleozon®
y observaron la eliminacion de varios microorganismos perjudiciales para el cuerpo
humano. La ozonacién del aceite puede dar lugar a la solidificacién, lo cual prolonga su
estabilidad; dicha preservacion también es posible en otras soluciones. Por lo tanto, estan
disponibles para méas de un solo uso desde su preparacién. Para diferentes enfermedades

patoldgicas es posible calentar o diluir el aceite con aceite puro [54].
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c) Solucién fisiolégica ozonada: En ozonoterapia, el suministro del ozono también incluye
soluciones fisiolégicas ozonadas o soluciones dextrosadas al 5% [49]. Una de las
aplicaciones médicas mas importantes del ozono es en los pacientes hipoglucémicos y
diabéticos. El suero dextrosado ozonado activa distintas vias metabdlicas, a través del
suero puede entrar el ozono al cuerpo humano, y tiene accién en las venas en el paciente
diabético, que puede incluso mejorar las defensas del organismos y eliminar cultivos

bacterianos que puedan infectar zonas de extremidades [55].

En fase liquida, la solucion se prepara con una concentraciéon de 3-6 ppm. Esta baja
concentracion es eficiente para tratar infecciones como herpes, virus del papiloma
Humano, enfermedades como diabetes, traumas cerebrales, y retrasos del crecimiento
fetal [56].

La reaccién de estas bajas dosis de ozono con los dobles enlaces presentes en los lipidos
de las dobles membranas de las células origina ROS. Las reacciones involucradas en
estos tratamientos son posibles debido a las concentraciones bajas de ROS generadas.
Esta secuencia de reacciones tiene lugar también en membranas de microorganismos en
sustratos nocivos como bacterias. La constitucion de las células es la base de estudios

para comprender a mayor detalle como el ozono afecta a las células eucariontes.
1.3. Estructura de las células

La célula en todo sistema biol6gico consta de la membrana plasmatica y el conjunto de
organelos celulares en el citoplasma. El nlcleo existe en las células eucariotes, mientras
gue no tiene presencia en células procariotes [57]; la membrana es el principal vehiculo a
través del cual pueden salir o entrar sustancias por 6smosis. La estructura de los organelos
y de la membrana posee diferentes componentes y biomoléculas dependiendo del sustrato

biolégico [57].
1.3.1. Estructura de las células eucariontes

Las células eucariontes son las poseedoras de organelos definidos posibles de identificar,
asi como la doble capa en la membrana que limita el espacio de la mitocondria. La Figura
1 detalla los diversos organelos celulares en la region citoplasmica de una célula animal,

estos organelos son responsables de las diversas funciones en la célula como el Aparato
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de Golgi, las vacuolas, los ribosomas, el reticulo endoplasmatico rugoso y el reticulo

endoplasmatico liso [58].

Vacuola de secrecion Centrosoma
Citoplasma
Lisosomas / Vacuola
Aparato de — e
Golgi embrana
I doble
plasmética
Reticulo

endoplasmatico
liso

Reticulo
endoplasmatico
rugoso

Mitocondria

H— Ribosomas

Nucléolo Envoltura nuclear
Cromatina
\ J
Y
Nucleo

Figura 1. Estructura de la célula animal [59].

La Figura 1 también muestra la composicion del nicleo por cromatina y el nucléolo en su
propia envoltura. El nucleo esta compuesto por ADN, el que contiene la informacion
hereditaria de la célula y acido ribonucleico (RNA), el cual almacena la informacion para

sintetizar las varias proteinas enzimaticas con las que labora la célula.

La Figura 2 muestra la estructura de los fosfolipidos que sostienen cada capa de la
membrana celular por medio de enlaces no-covalentes entre las denominadas “colas” de
caracter hidrofébico con cabezas hidrofilicas al exterior de la membrana. Las cabezas
interactuan entre si durante las actividades de 6smosis dentro de la célula. La membrana
es selectiva en cuanto a permeabilidad, permitiendo el movimiento de moléculas a través

de la membrana a las moléculas hidrofobicas. Este arreglo también sostiene a la célula
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evitando que las moléculas y bio-moléculas en su interior atraviesen la membrana hacia
el exterior. Las proteinas en ese espacio desempefian diversas funciones. Unos ejemplos
son las transmembranales, las cuales conforman taneles para introducir iones o moléculas
en la capa bicapa lipidica, otras serian las encargadas de transportar dichas moléculas.
Otras funciones ademas de las estructurales, implican regular las reacciones quimicas

mediante sefializacion activando receptores en la célula.

Figura 2. Estructura de la capa bilipidica y su arreglo de cabezas hidréfilas
expuestas, al mismo tiempo las colas hidrofébicas de los fosfolipidos forman una

vecindad entre si. [60]

La primera y principal area afectada por ROS es la membrana plasmatica. Las dobles
capas membranales de las células estan compuestas por fosfolipidos, triglicéridos,

glucolipidos y esteroles, asi como por oligosacéridos y glicoproteinas [3].
1.3.2 Estructura de la bacteria

Las bacterias son células procariontes, ya que no poseen nucleo definido, ni poseen
organelos internos dentro de su espacio membranoso. Sélo poseen una zona nucleoide
[57]. Algunas especies bacterianas retienen una doble capa lipidica con fosfolipidos
anfipaticos, sin embargo, estas membranas carecen de esteroles [61]. Otros tipos de
bacterias poseen solamente una capa de fosfolipidos, lo cual las hace més vulnerables

ante el efecto oxidante de otros agentes externos sobre la bacteria.

La estructura de las bacterias varia dependiendo del tipo de bacteria en su composicion

membranal, y dependiendo de su rigidez, los microorganismos forman diferentes
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estructuras y arreglos de componentes en la capa membranal. Las formas de los organelos

que adoptan dependen de cada especie [62].

La membrana por 6smosis permite la entrada de sustancias como nutrientes y metabolitos
y desecha otras sustancias de la misma manera. Esta membrana es capaz de llevar a
cabo la fosforilaciébn oxidativa para producir ATP. Adicionalmente, contiene moléculas
receptoras especiales que ayudan a las bacterias a detectar y responder a sustancias
guimicas del medio externo [63]. Por las caracteristicas de la estructura de las bacterias,
éstas se distinguen y dividen en dos grupos, Gram Positiva y Gram Negativa [64].

En las bacterias Gram Positivas suele haber solamente una membrana de fosfolipidos,
gue esta en unién por medio de moléculas de &cido lipoteicoico con una capa densa de
peptidoglicano que conforma la pared celular, regula la presién osmatica y asiste en la
reproduccion [65]. Las bacterias Gram Negativas poseen una doble membrana, entre las
cuales esta el periplasma, junto con una capa mas delgada y fina de peptidoglicano. La
Figura 3 muestra las diferencias entre ambos tipos de bacterias. Las bacterias Gram
Positivas poseen proteinas de superficie entre su capa de peptidoglicano y sus capsulas,
mientras que las bacterias Gram Negativas tienen una capa de lipopolisacaridos entre su
membrana interna y su periplasma. Las bacterias Gram Negativas poseen fimbrias o pilis
para facilitar la adhesion a otras células, principalmente epiteliales. La rigidez de la capsula
varia entre ambos tipos, las Bacterias Gram Positivas son capaces de formar esporas, los
cuales les ayudan a desarrollar proteccidn y resistencia contra antibiéticos en casos de

escasos nutrientes [66].
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Figura 3. Diagrama de la pared bacteriana, mostrando la bacteria Gram Positiva

(izquierda) y la bacteria Gram Negativa (derecha)[67].

Las bacterias Gram Negativas, debido a que poseen doble membrana, son mas
resistentes a agentes oxidantes como el ozono. Un ejemplo documentado es E. coli y su
comparacion con la bacteria Gram Positiva Enterococcus faecalis respecto al efecto de la
reaccion del ozono que inicia en los lipidos de las capas membranales [68]. Para alcanzar
una eliminaciéon de mas de 99.99% de la poblacién de sus cultivos, concentraciones de

hasta 1.5 ppm son empleadas [13].
1.3.3 Estructura del viridn (virus)

Los viriones son las unidades independientes del cultivo viral las cuales invaden otros
microorganismos como células, bacterias e incluso hongos con el propésito de utilizarlos
como medio de replicacion, al insertar su genoma [69]. La estructura del genoma puede
consistir de cadenas simples o dobles de ADN o ARN. Sin embargo, ademas de poseer
material genético, los viriones no poseen ningun organelo celular en lo absoluto. Su
caracteristica principal es poseer una membrana que cubre al material genético, llamada
capside. Su composicion consiste en sub-unidades oligoméricas de proteinas que forman

un arreglo tridimensional, conocidas como capsémeros [70].
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Existen diferentes tipos de estructuras que se han observado en los virus, los tipos de

estructuras son:

a) Helicoidal: Un solo tipo de capsdmero de varias subunidades en espiral rodea a un

virion en forma de filamento que contiene RNA o cadenas singulares de ADN [71].

b) Icosaédrica: La capside encapsula el ADN. Su composicidn consta de 60 capsémeros,
3 para cada superficie de las 20 caras del icosaedro. En algunos virus puede contener
mas capsémeros para expandirse y tener mayor superficie, asumiendo una apariencia

esférica [71].

c) Membrana bilipidica: El virion adquiere esta membrana con las secuencias proteinicas
del genoma del virus y del genoma de la célula infectada, la cual sirve al virion como

camuflaje y ayuda a ocultarse de los glébulos blancos y otros fagocitos o macrofagos [71].

d) Compleja: Esta estructura es propia de los virus que infectan bacterias conocidos como
bacteriéfagos, que la conforman una cabeza de forma icosaédrica alargada, unida a una
cola de estructura helicoidal con base hexagonal de la cual sobresalen colas compuestas
por fibras proteinicas. En esta particular forma, el virién inyecta su genoma a la célula de

manera similar a las jeringas [71].
1.4. Reacciones del ozono con componentes celulares

El estudio de la formacion de productos de peroxidacion lipidica (pPOL) y de especies
reactivas de oxigeno (ROS) de la ozonacion ofrece un mayor detalle de los efectos clinicos
porgque permite conocer las reacciones de ROS sobre los otros componentes de la célula
y cOmo se regula su concentracion, y puede ser instrumental para construir el esquema de

aplicacion de ozono mas preciso respecto a dosis en un tratamiento médico.

En los lipidos de las membranas de las células, la reaccién del ozono con compuestos
como el &cido ascorbico, el &cido Urico, los grupos sulfhidrilo (SH-) de las proteinas y las
glicoproteinas origina ROS y pPOL, los cuales promueven varias procesos o etapas
bioquimicas en la sangre pueden contraer consecuencias ambivalentes [2]. En
concentraciones criticas de ozono empleadas (> 80 ppm), las ROS pueden causar dafio a
la célula. Si este dafio se agrava, lleva al inicio de mecanismos de muerte que varian en
cuanto a los cambios en su estructura y las diferentes condiciones de su estructura [72].

Para evitar esto, las moléculas antioxidantes del sistema regulan la actividad de las ROS,
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ya que es su funcién regular la reactividad y concentracion de las moléculas participes y
sus formas oxidadas y reducidas. En casos de concentraciones micromolares de 0zono
gque entren en la sangre, las reacciones del ozono originan concentraciones micromolares
de radicales lipoperoxilos (ROO¢*), que pueden ser reducidas por reacciones redox entre
los antioxidantes a hidroperéxidos (ROOH). Un ejemplo de una reaccién redox es la
reduccion de las concentraciones de la coenzima nicotinamida adenina nucleétido fosfato.
La razon o cociente de la forma reducida entre la forma oxidada, ([NADPH]/ [NADP+]) es
un parametro utilizado para su medicion. Su forma oxidada incrementa en concentracion
cuando el ozono oxida varios aminoacidos como el aspartato, pero las proteinas
secuestrantes pueden reducirla al deshidrogenar glucosa-6-fosfato por la ruta metdbolica
de las pentosas fosfato y acelerar la glucélisis, incrementando la concentracién de ATP,
logrando estimular la fosforilacion oxidativa [73]. En casos de incremento de concentracion
de [NAD+] en escalas menores a micromolares, este efecto estabiliza la respiracion celular

y ayuda a conservar las reservas de energia en la célula.

Los productos de peroxidacién de lipidos (pPOL) son una sub-categoria de estos
compuestos responsables de las multiples reacciones bioquimicas que ocurren en las
células del cuerpo, sus efectos tienen lugar después de los efectos que propician las ROS
principalmente en la sangre, donde estimulan también ciertos procesos metabolicos, lo
cual les atribuye el beneficio de los efectos terapéuticos del ozono. Las concentraciones

para estos efectos se han registrado en concentraciones de 0.01-0.5 pM [74].

Por otro lado, los efectos del ozono pueden escalar hasta miles de células en contacto en
cuestion de minutos. Los compuestos mas abundantes que residen en la membrana son
las proteinas y los lipidos. Las proteinas que reaccionan también contribuyen a los efectos
de la oxidacion del ozono y al incremento de la concentracion de las ROS y los pPOL. Aun
asi, los lipidos son el primer reactivo y el principal con el que reacciona el ozono [2].
Dependiendo de las concentraciones de sus productos, el destino de la célula puede traer

efectos benéficos, elicitar respuestas con motivos de defensa, y/o causar su muerte.
1.4.1 Lipidos y su reaccién con ozono en membrana celular

Hay 5 fracciones de lipidos en la membrana de la célula eucariote: triglicéridos, acidos
grasos libres, colesterol, éteres del colesterol y fosfoglicéridos. Entre estos compuestos el

mas reactivo con el ozono es el &cido araquidonico [2]. Con mas detalle, se han
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documentado los efectos del ozono sobre la composicién lipidica de la membrana celular.
Estos efectos en comun se caracterizan por el ataque del ozono al doble enlace y el
mecanismo de reaccion propuesto por Criegee [75]. Esta reaccion produce, en presencia
de agua, dos moléculas de aldehido y una molécula de peréxido de hidrégeno (H202) como
productos de peroxidacion lipidica. Los productos derivados de éstos se encuentran en la
membrana, residiendo en la ubicacién de los fosfolipidos de sus capas [2]. La reaccion del
ozono con los dobles enlaces de los 4cidos grasos poli-insaturados (PUFA) que forman la
membrana de la célula, resulta en la formacién de ROS que incluyen radicales hidroxilos,

mondxido de nitrégeno (NO*), aldehidos y peréxido de hidrégeno (Figura 4).

COOH

+4H0+40, - O

CHs H

O

+3 GWG + ch/\/\)LH +4.H2C)2

Figura 4. Reaccién del acido araquidénico con ozono y agua, cuyos productos son

acido 5-oxopentanoico, malonialdehido, hexanal y peréxido de hidrégeno [2].

Los reactivos que reaccionan con el ozono incluyen también acidos grasos de 20 carbonos
gue se encuentran en la piel. Esta reaccion da lugar a moléculas autoacoides. Los médicos
categorizan asi a estas moléculas ya que cumplen un cierto rol fisiolégico en autodefensa,
reparacion y regulacion de metabolitos, y también tienen aplicacion en la rama
farmacéutica. Los autoacoides que se encuentran en mayor concentracién son los
eicosanoides. Una subcategoria de éstos, conocidos como leucotrienos, son también
productos de la ozonacién del &cido araquidoénico [76], y la liberacion de este &cido graso
ocurre por la accion de enzimas en células como la fosfolipasa A2 con el propésito de
facilitar la liberacion de los fosfolipidos, en secciones de tejidos dafiados donde ha habido
inflamacién como respuesta a algun trauma. El ozono también puede regular dicha
inflamacién al inhibir la liberacion del acido araquidénico y sus productos derivados, los

cuales incluyen prostaglandinas, prostaciclina, resolvinas, eoxinas al oxidar compuestos
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acidos como el lactato, promover la sintesis de ATP vy aliviar el dolor [77-82]. Estos
compuestos son propensos a ser perjudiciales tanto como benéficos dependiendo de su
concentracion y de la dosis de ozono. Sus funciones son regular y controlar los receptores
celulares al momento de la inflamacion [82]. La forma de operar de estos compuestos es
por medio de promociones o inhibiciones de actividades metabdlicas, asi como produccion
de diversas bio-moléculas para evitar o mitiguar varias enfermedades. Los ejemplos mas
notables son la promocién o mitigacion de inflamaciones, la liberacién de neuropéptidos,
el crecimiento, desarrollo y dilatacion de vasos capilares [2], y la reduccion de la presion
sanguinea [82].

1.4.2 Proteinas y su reaccién con ozono en membrana celular

El ozono oxida y fractura la estructura polipéptidica de la proteina, y modifica la cadena
lateral de aminoacidos [83]. La fractura de sus grupos funcionales a-amino y amida forma
como productos al peroxido de hidrégeno, hidroxihidroperoxidos (ROH, (OOH)) y 0zoénidos
[84]. Las hélices, laminas, bobinas y ramas plegadas en la estructura secundaria
(subestructura de los residuos de aminoacidos cercanos a la cadena principal que estan
unidos por puentes de hidrégeno entre grupos C=0 y C=NH) y terciaria (auto plegamiento
de la estructura secundaria sobre si misma por enlaces de puentes disulfuro entre
cisteinas y puentes hidrogeno) de las proteinas muestran cambios estructurales notables
por el contacto con el ozono [85], debido a que éste afecta principalmente a la estructura
terciaria, considerando que los aminoacidos no polares o hidréfobos se exponen al interior,
mientras que los aminoacidos polares inicialmente se exponen hacia el exterior, de manera

similar al arreglo en la capa bilipidica [86].

Los aminoacidos mas reactivos con el 0zono son aromaticos como tirosina, triptéfano,
fenilalanina. Los aminoacidos mas vulnerables al ozono también pueden contener azufre,
como la cisteina y la metionina [87-88]. En la cisteina, el grupo tiol reacciona originando el
grupo funcional disulfuro que desnaturaliza la proteina y cambian su solubilidad [82]. Los
aminoacidos alifaticos como la arginina, la lisina, histidina también son muy vulnerables a

la oxidacion.
1.5. Efectos positivos y negativos del ozono a nivel celular

Los efectos negativos presentes en cualquier tipo de célula pueden variar en escala, hasta

la lisis membranal y su muerte. Cuando el dafio causa inestabilidad a la célula, las ROS
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sobrepasan la capacidad de reduccidn de las moléculas antioxidantes, y la célula no puede
mantener su integridad. Este evento inicia con la destruccion membranal que simula la lisis
celular y de los organelos en células animales y vegetales debido a las concentraciones

excesivas de ROS.

La muerte celular se puede dar basicamente por dos mecanismos: apoptosis y necrosis,

los cuales se describen a continuacion.

La Figura 5 muestra el esquema de la muerte programada por mecanismo de la apoptosis.
En este mecanismo, la célula sufre distorsion y dilatacion, antes de que se fragmente. La
caracteristica de este mecanismo es que los organelos y las moléculas esenciales para
sus funciones mantienen su estructura individual ain en estos fragmentos citoplasmicos
[89]. En esos sistemas, los fagocitos pueden adherirse a los fragmentos para conservarlos
y transportarlos a otras células donde entrarian por 6smosis en sus membranas para su

funcionamiento [89].

En cambio, en el otro mecanismo conocido como necrosis, la célula o unidad microscopica
no tiene control total sobre las condiciones de su muerte ni de sus organelos. La
peculiaridad de la necrosis es la inflacion de la célula, seguida de una explosion, y la
desestructuraciéon de los organelos en gran medida. Las bio-moléculas también
manifiestan una inflaciéon y eventualmente sufren una degradaciéon [89]. Después de la
muerte de la célula, los productos de las especies ROS y pPOL permanecen en el espacio
después de la muerte de la célula y podrian entrar en las membranas de las otras células

que la rodeaban, siendo un peligro para ellas [90].
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Figura 5. Esquema de la muerte celular programada [91].

En las células, es vital preservar el balance redox entre especies oxidantes y especies
reductoras o antioxidantes. Las especies oxidantes en exceso perturban este balance. Los
casos de las ROS y pPOL dejan el mayor impacto negativo de la célula. Cuando sus
concentraciones son altas en la célula [92], sobrepasan la capacidad reductora de los
antioxidantes y suprimen su actividad, haciendo el dafio celular irreversible. Este efecto se

conoce como estrés oxidativo [93].

Los resultados de los analisis de la oxidacion de estas especies demostraron que las fallas
en organos indispensables para el funcionamiento del cuerpo humano se asocian con el
estrés oxidativo de las ROS [93]. Los ejemplos mas graves incluyen la enfermedad de
Alzheimer (AD), la enfermedad de Parkinson (PD), la enfermedad de Huntington (EH) y la

esclerosis (ELA) [4], que se caracterizan por la muerte masiva celular neuronal.

Pero existen también efectos de menor magnitud a concentraciones sub-micromolares de
ROS que pueden beneficiar a la célula, como la promocion de la sintesis de diversas
enzimas y otras moléculas [56], que aporten resistencia y asistan a la célula en reparar el

dafio causado por otros organismos nocivos, lo cual se podria interpretar como un “micro”
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estrés oxidativo. ElI ozono puede también asistir al soporte del balance redox en el
organismo, ayudando a regular el metabolismo del oxigeno, mejorando la circulacion
celular, ayuda a la eliminacién de grasas en exceso, Yy regulando el proceso inflamatorio
celular [94].

Las ROS a altas concentraciones en los citosoles promueven la fosforilacion y separacion
de la parte IxkBa del complejo (NFkB- IkBa) a través de proteinas MAP quinasas [95]. El
factor NFxB entra al nicleo celular y promueve la oxidacion de acidos grasos produciendo
en exceso el eicosanoide PGE2 (diprostona), la cual estimula citocinas como TNFa and
IL-6, causando una inflamacibn masiva como parte de la necrosis, afectando

principalmente a células epiteliales, endoteliales, fagocitos y macréfagos [96].

Sin embargo, en el “micro” estrés oxidativo, las ROS a muy bajas concentraciones
promueven la via Nrf2 (Factor Relacion 2 Eritroide), donde como respuesta antioxidante
se producen enzimas que brindan resistencia y protegen los organelos contra la
degradaciéon [97]: SOD, GPx, glutation-s-transferasa (GSTr), catalasas (CAT), hemo-
oxigenasa-1 (HO-1), NADPH-quinona-oxidoreductasa (NQO-1), n-acetil-cisteina (NAC),
Tioredoxina (Trx) y proteinas de resistencia conocidas como heat shock proteins [98]
(HSP).

La investigacion de los efectos del ozono es amplia en el campo clinico, los efectos de
ROS en las biomoléculas en diversas concentraciones del ozono son conocidos, sin
embargo, no se conocen a profundidad los limites o condiciones de mecanismos detras

del microestrés oxidativo.

En caso de la apoptosis en exceso, el dafio podria incluso destruir una destruccién de los
tejidos. A menos que haya factores que como respuesta regulen y controlen este evento,
las consecuencias traerian como efecto adverso los tumores cancerigenos por exceso en
la poblacion celular. Después de la apoptosis, los fagocitos podrian rescatar las moléculas
gue conformaban los organelos de la difunta célula, y transportar a otras células para ser

utilizadas en procesos bioquimicos y actividades metabolicas [99-101].

Hay métodos que miden la concentracion de ciertos ROS para poder estimar el tipo de
efecto. Los métodos principales son la determinacion de la concentracion del
malonialdehido, y los métodos destinados a medir los efectos de los dafios a la célula que

puedan provocar las ROS al medir los productos de su accion sobre las moléculas [102];
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Sin embargo, la medicidn en estas técnicas suele ser tardada. Poznyak T. y col. (1996-
1997) implementaron una técnica eficaz para medir el estrés oxidativo denominado Método
de Insaturacion Total, el cual ha tomado auge en las Ultimas dos décadas en el campo

clinico y es aplicable a escala laboratorio e industrial [103-105].

Con el progreso en el estudio del ozono y los detalles de dichos mecanismos en los
articulos, los trabajos a futuro pueden interrelacionar la plétora de diversos efectos de las
ROS y pPOL, con lineas de investigacion de otras disciplinas y complementar sus avances
experimentales. Las ROS con frecuencia entran al cuerpo a concentraciones
micromolares, por lo que hay tantos reportes de efectos benéficos sobre la célula asi como
los efectos dafiinos [2, 72-73, 76-81, 92, 95]. Son fuentes que muestran que las células
pueden llevar a cabo ciertas actividades coordinadas en el interior del citoplasma o en el
exterior para generar resistencia a los niveles mayores a concentraciones micromolares
de estas especies. Hay estudios que han registrado estos efectos tras la exposicién celular
al ozono, lo cual ha llevado a desarrollar muchas lineas de investigacion con otros cultivos,
los cuales incluyen cultivos bacterianos, virus, esporas de hongos y en casos mas
peculiares y limitados, organismos protozoarios [107]. Los cultivos bacterianos tales como
E. coli son los que mas interés despiertan, y por lo tanto, hay mas investigaciones donde

estudian sus funciones metabdlicas.
1.6. Modelado cinético de crecimiento en células

Por medio del modelado es posible describir el comportamiento de la variaciéon de una
poblacion. Para ello, requiere estudiar tanto la viabilidad como la muerte celular. EI modelo
puede describir esto empleando constantes de velocidad de crecimiento y muerte celular.
Las constantes de crecimiento se asocian multiplicando por la concentracién celular, pero
para la muerte celular el modelo también tendria que asociar la velocidad de muerte celular
con algun agente que sea contaminante, un oxidante o cualquier agente téxico, y cuya
concentracion también pueda variar con el tiempo, debido a que se consume. El ozono,
debido a su naturaleza ambivalente, puede asociarse con la muerte celular multiplicando
su concentracion por la velocidad de muerte celular para conocer el valor de dichas
constantes, al igual que en el crecimiento celular se calculan las constantes. A veces es
necesario una constante empirica que exprese cual es la velocidad a la que se degrada el

desinfectante, y la cinética del ozono podria hacer uso de una constante.
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La expresién de crecimiento es fundamental en el estudio cinético de células. En estos
sistemas se emplean ecuaciones diferenciales ordinarias. La ecuacion (1.1), empleada en
trabajos dedicados a estudiar la viabilidad con el transcurso del tiempo involucra la

siguiente relacién proporcional, derivado del modelo de Verhulst [108]:

(1.1)

ax py 1 X(t)
E = Hmax (t) ( - Xmax)

Donde X(t) es la concentracién de células, (células/ml), X™** es el valor méximo de la
concentracion de la concentracion de las células, sin influencia de ningdn contaminante ni
ningun oxidante. Si X(t) equivale a esta concentracion, su cociente sera 1. Esto implica
que hay competencia por recursos entre las varias unidades de un cultivo, produciendo un
efecto “cuello de botella”, el cual origina el pardmetro X™%*, que es designado también K.
La resta de los dos términos en el paréntesis entonces reduciria a cero la variacion de la
biomasa, indicando que la capacidad de crecimiento del cultivo ya no es posible, debido a
qgue el cultivo alcanza un estado de madurez [109]. A partir de este punto la poblacién
disminuird. u,,4, €s la velocidad del crecimiento méaximo. Este pardmetro es la incognita a

calcular por métodos numeéricos como la Regresién de Minimos Cuadrados.

La viabilidad y la muerte de cultivos celulares y bacterianos se pueden estudiar como una
funcion de metabolitos que son fuentes de nitrégeno y carbono, empleando variantes de
la ecuacion (1.2), o la ecuacion de Monod para el célculo de su velocidad de crecimiento

y muerte [110]:

[S]

K.+ 5] (1.2)

U= Umax

Donde u es la velocidad de crecimiento del microorganismo, ., €S €l valor empirico de
la velocidad maxima de crecimiento, [S] es la concentracion del sustrato. K funciona como
constante cuando la velocidad asume un valor medio [111]. De manera similar la ecuacion

(1.3) lo expresa en la velocidad de muerte:
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ky

kq = kagmax P (1.3)

kay kqmax SON las velocidades de muerte celular incluyendo el valor de velocidad maxima,

k., es la velocidad intrinseca de muerte en el cultivo [112].

Aparte de la existencia de estos modelos, los estudios de la desinfeccion de cultivos de
microorganismos dafinos para el ser humano ocupan sus propios modelos donde su
principal enfoque es la accion del ozono en inactivacion y eliminacion de bacterias, virus,
como los sistemas mas estudiados, ademas de otros sustratos como hongos y

protozoarios.
En su mayoria el origen de estos modelos es la integracion de la ecuacion 1.4, la ecuacion

diferencial de la concentracion de estas unidades infecciosas respecto al tiempo [11]:

dB
dt

dB t B,
—K,03B => f—: be (03)dt => In—=—K,(03)t (1.4)
B 0 BO

En la cinética de estos sistemas existen dos etapas de inactivacion, donde la primer etapa
exhibe la mayor velocidad de reaccién; en esta etapa el ozono elimina los microorganismos
en su mayoria, con gran rapidez, principalmente debido al hecho de que la carencia de
organelos definidos en las bacterias y cultivos virales, implica una menor concentracion de
factores estimulantes y enzimas que regulen la actividad antioxidante, incluyendo los
viriones que forman una doble membrana lipidica como proteccién. Bajo esta condicion
las bacterias, como otros tipos de cultivos celulares son vulnerables al ozono por funcion
de la dosis [11, 13, 16]. En trabajos como el de Chegukrishnamurthi y col. [11], Ding y col.
[113], se lineariza la representacion de esta etapa y la modela como cinética de primer
orden. Se puede calcular la constante de velocidad exclusiva para esta etapa, donde la
eficiencia es dependiente solamente de la concentracion del ozono en sistemas de cultivos

virales y algunos cultivos bacterianos.

La segunda etapa es la més lenta, y consiste en la eliminacién de los residuos de los
cultivos. La desinfeccion incluye las esporas generadas por las bacterias con fines de

reproduccion [113], y/o bien los grumos o aglomeraciones de varias bacterias o viriones.
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Estas aglomeraciones son mas dificiles de eliminar por el ozono. En este caso, el sistema
debe asistir este proceso con técnicas que puedan romper la estructura para una eficiente
desinfeccion [13]. Esta etapa posee también su propia constante de velocidad de

desinfeccidn, su representacion es usualmente cinética de primer orden [11].
1.6.1 Modelado cinético de células por Redes Neuronales Artificiales (ANN)

La estructuracion del método de ANN debe involucrar la habilidad de adaptarse a los
comportamientos observados en los diversos perfiles de crecimiento en células y
eliminacion de sustratos nocivos biolégicos y contaminantes, debido a que simula las
conexiones sinapticas del cerebro humano. Por esto, la informacion recopilada del sistema
puede crear cambios en la estructura del modelo con el propésito de que pueda adaptarse;
para lo cual, se emplean algoritmos de aprendizaje, los cuales pueden detectar variaciones
en los pardmetros que otros métodos no detectarian, y pueden cuantificar informacion que
otros cédigos de programacion no son capaces de hacer [114]. Para determinar el
comportamiento de un sistema bajo los efectos del 0zono, es necesario generar matrices

de ponderaciéon de determinado tamafio para representar esta informacion [114].

El método puede ser capaz de calcular ciertos errores mediante los calculos de entrada y
salida de datos, como las constantes de reaccién y descompaosicion. Este método también
tiene la capacidad de reevaluar las matrices de ponderacion con base a los errores
calculados y realizar correcciones. Otros modelos que emplean este método son capaces
de encontrar patrones exclusivamente en las entradas de informacion. Con base a las
similitudes de otras iteraciones del proceso puede predecir la naturaleza de la informacion
de salida, y realizar el proceso normalmente. Esto es descripcién de un aprendizaje sin

influencia del usuario que procesa la informacién [114].

El aprendizaje puede incluir también ciertas sanciones con base a la eficiencia del
modelado en redes neuronales. Las sanciones que se apliquen por ineficiencia se deben
minimizar mediante prueba y error, similar a la forma en como los organismos aprenden

en la naturaleza [114].

Este Ultimo alcance del aprendizaje es aplicado en redes neuronales dinamicas (DNN)
tomando como base pocos datos, como el flujo volumétrico del ozono (cominmente

empleado en fase gas), concentraciones iniciales y finales del ozono y de los
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contaminantes, incluso las dimensiones del reactor en operacién. Con base a estos datos,

se pueden calcular las constantes de ozonacidn y reaccion del sistema a estudiar [111].

1.6.2 Modelado de Redes Neuronales Diferenciales (DNN) en viabilidad celular y

ozonacion

La aplicacibn de DNN ha adquirido un gran auge en el estudio del crecimiento de
microorganismos como E. coli; los modelos que emplean DNN evaltan el crecimiento de
materia orgénica viva (g/L), en funcion de los metabolitos que sirven como fuentes de
nutricion, y la concentracién de productos intermedios [111]. Este tipo de modelos emplea
ecuaciones diferenciales ordinarias en funcién del tiempo, su estructura se compone de
ecuaciones que estudian la cinética en funcién de parametros mas especificos como la
concentracion de materia organica en membranas, agrupadas en vectores. A su vez, cada
ecuacion se encuentra también en funcién de constantes de crecimiento especifico, la
velocidad de consumo de sustrato y la velocidad de muerte por dilucion, pues son los
elementos principales de la cinética de viabilidad en cualquier modelo que estudie los
sistemas biolégicos [114,115].

Otra aplicacion de DNN de este tipo de modelado tiene lugar en la degradacion de
contaminantes por efecto del ozono, donde es imperativo calcular las constantes de
reaccion. Este tipo de estudios de la descomposicion reportan la formulaciéon de una
ecuacion para su degradacioén, la cual tiene su origen en el modelo de la disolucién de

0ZONo en agua y su reaccién con reactivos de compuestos organicos [115]:

t t
j W, (8) ¢ (t)dt = f W, (8) ¢f (®)dt + Vc9(t) + Q(t) (1.5)
0 0

W, es la velocidad de flujo del gas (L/s), V; es el volumen de la fase gas en L, Q(¢t) es la
cantidad en moles del ozono en la fase liquida, cbg y cf son las concentraciones de ozono

iniciales y finales de la fase gaseosa.

El balance de masa de ozono en la fase liquida se encuentra en funcion de la variacion de
los contaminantes, que pueden ser ROS, compuestos recalcitrantes o inhibidores de

reproduccion celular [10]:
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d d S
a Q(t) = ksat (Qmax - Q(t)) - a [Vliq Z (Ci,O —Cit (t))] (1-6)

i=1

ksq: €S la constante de saturacion de ozono en la solucién acuosa, Q.. €S el numero de

moles de 0zono maximo en el estado saturado de la fase liquida.

La relacién cinética entre los agentes reactivos y el 0zono consiste en una ecuacion de
dinAmica bimolecular que podria adaptarse para su aplicacién a la inactivacion de

microorganismos respecto al tiempo [116]:

kic;(0)Q(t) P

i=12....N (1.7)
Vliq

d
O ==

k; es la constante de reaccién del contaminante (L mol s?), ¢;(t) es la concentracion del
contaminante (mol L™), Q(t) es la cantidad de ozono en la fase liquida y V;, es el volumen
Q)

liq

de fase liquida. Por lo tanto, es la concentracion de ozono en la fase liquida (mol L),
Para calcular la constante de reaccién existen el método integral y el método Derivativo.
Ambos métodos recurren al método de Regresion por Minimos Cuadrados. La ecuaciéon

1.8 muestra el proceso de regresion por método integral [116]:

s ([t (d kici()Q®)\
k; (t) = argmin J;ZO <E6i(t) + T) dt (1.8)
Y la solucioén, en la ecuacion 1.9:
t d t 5 -1
ki (8) = Viig f Ci(t)Q(t)aCi(t)dt[ (i ®) dt] (1.9)
t=0 t=0
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De esa manera el algoritmo calcula la constante de ozonacion. En la forma derivativa es
posible simplificar el proceso de calculo realizando una sustitucion de ecuaciones en

parametros [116]:

d
ki) = y2() z(t) (% ci(t) —z(t) y(t) g(t)>
y(®) = —y2(®)z3(t)

t d
90 =V |00 gra(os

1

t )
ﬂ0=f (D) dt
t=0

Donde y(t) es la ecuacion de estimacion de la velocidad de célculo de parametro. z2(t) es
la variable de regresion de la ecuacion, es decir, aproximacion de la constante de reaccion
k;(t) que evoluciona con respecto al tiempo por medio del algoritmo de Regresion de

Minimos cuadrados, mientras que y2(t) es la velocidad del ajuste.
1.7. Antecedentes

Diversos estudios han documentado los efectos del ozono en la viabilidad de diferentes
cultivos celulares de tejidos animales, células cancerigenas e incluso bacterias, virus y
esporas de hongos [15, 37, 68, 97, 107, 117-132].

Casos como el estudio de Cardile y col. (1994), se suministrd el ozono en diversos cultivos
de células, documentando una plétora de efectos a concentraciones de 0.2 ppm hasta 20
ppm, y superiores [97]. En células de macréfagos murinos de la regién de liquido
peritoneal, el cultivo mostré6 mas resistencia al ozono a 100 ppm, antes de sufrir severos
dafios y morir mostrando indicios de distorsion y ruptura de la membrana, lo cual es un

caso excepcional de resiliencia en comparacion con los otros cultivos.

Los pardmetros medidos incluyeron principalmente la viabilidad y la inhibicion de ésta en

su perfil de crecimiento [97].

En cultivos cancerigenos, la exposicion al ozono en fase gaseosa puede ser efectiva en
provocar la muerte celular a concentraciones de 0.12 ppm, lo cual denota que son mas

susceptibles [119].

(5.10)

38



TESIS MAESTRIA DE CIENCIAS DE INGENIERIA QUIMICA
Modelado del efecto de la dosificacion de ozono disuelto en la supervivencia celular

En cultivos de células vegetales, para causar la muerte celular, Kadono y col. (2006)
reportaron que una concentracion de ozono de 0.09 a 0.135 ppm en fase gaseosa
administrada por 8 horas, por 20 dias, o entre 10 a 20 ppm por 1 hora produjo ROS en

exceso para el cultivo [120].

De acuerdo con las observaciones de Chegukrishnamurthi (2020), el ozono a una
concentracion de 1.25 ppm desaceler6 el crecimiento en la linea celular Chlorella [11],
donde el crecimiento de la poblacién celular tardé en alcanzar la misma concentracion
reportada de biomasa en 11 dias, en comparacién con cultivos no ozonados que

alcanzaron la misma concentracion en soélo 6 dias.

Pace M. D. y col. [121] experimentaron con células epiteliales de tejidos pulmonares a
bajas concentraciones (4 ppm, en fase gaseosa), y a superiores concentraciones hasta de
12 ppm. Observo que mientras habia cierto dafio en la membrana celular y un impedimento
de su reproduccion, la aplicacién de segundas dosis no parece provocar dafio consistente
en los cultivos expuestos a 4 ppm anticipadamente.

En este caso, la resistencia al deterioro por el ozono parece depender del nimero de
células que formen conglomeraciones en monocapas, plegadas entre si dentro del cultivo.
Un similar comportamiento tiene presencia en unidades formadoras de colonias (UFC) en
cultivos bacterianos y unidades formadoras de placas (UFP) en cultivos virales, ya que con
el propésito de sobrevivir al ozono, los microorganismos pueden adherirse entre si por

polisacaridos y/o glucanos que normalmente permiten la adhesién a otras células [122].

Otros estudios que sustentarian los resultados del estudio de Pace M. D. y col (1968) [121],
son los experimentos realizados por Stokinger y col. (1956) y (1957) [123-124], Matzen
(1957) [125], y Scheel (1957) y (1962) [126-127], donde se comprobd que la exposicion
del ozono en las células epiteliales humanas y células de colageno, a concentraciones de
3-4 ppm, y después a 12 ppm, forz6 al cultivo a desarrollar resistencia al manifestar una
adhesion en toda la poblacion celular por medio de los lipopolisacaridos en sus
membranas. Reportan que esto fue notable en algunas areas donde la poblacion celular

tenia mayor concentracién en la monocapa.

Pearson A.C. y col. (1997) [128] y Rietjens y col. (2009) [129], experimentaron con 0zono

en ratas in vivo e in vitro. En sus estudios, Rietjens y col. (2009) compararon sus efectos
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en las actividades en los macréfagos debido a las citoquinas secretadas para conocer su

inflamacioén y respuesta antioxidante.

En el estudio de Pearson, los macréfagos inflamados manifestaron en mayor grado la
adhesion entre si en cultivos que se expusieron a 0zono por via nasal in vivo (8 ppm
0zono), que en los cultivos de macréfagos de los medios de cultivo expuestos al aire. El

ozono habia influido en las etapas tempranas del proceso, causando su deterioro.

En bacterias, los trabajos donde se empled el ozono estudiaron la inactivacion de bacterias
y virus. El ozono fue aplicado disuelto en solucion acuosa y fase gaseosa. Katzenelson y
col. (1974) [13] experimentdé con E. coli, virus Colifago T2 y Poliovirus Tipo 1, con
concentraciones en fase liquida de 0.04 a 1.3 ppm, 0.01 a 0.26 ppm, 0.3 a 1.5 ppm

respectivamente.

Con concentraciones minimas, los perfiles de inactivacién expresaron dos etapas de
eliminacion. La primera etapa de eliminacion consistié en una eliminacion rapida de 99.9%
a 99.995% en 10 segundos para E. coli, 99% a 99.9% a concentraciones de Oz entre 0,01-
0,06 ppm, 99.9% a 99.99% a 0,07-0,19 ppm de Oz y 99.99% a 99.999% a 0,2 ppm de Os
para Colifago T2, y una muerte de 99%-99.5% en 8 segundos de Poliovirus Tipo | [13].

La formaciéon de grumos con viriones de Poliovirus formaba parte de los residuos de la
poblacion. Incluso tras 15 minutos, un porcentaje minimo de 0.2% de viabilidad mostraba

resistencia a la ozonacion.

Para solucionar esta problematica Katzenelson sometié a ultra-sonicacion el cultivo. Los
resultados fueron una eliminacion del cultivo de 99.5% en 8 segundos y una muerte en 3

minutos.

Entre los experimentos de ozonacion de fase gaseosa, Thanomsub y col. (2002)
estudiaron la inactivacion de varios cultivos incluyendo E. coli durante un tiempo de
exposicion por 30 minutos a una mezcla de gas con concentracion de ozono de 0.167 mg/
min L (5.0001 ppm en total, 1.25 ppm en fase liquida), donde pudo observar que la
ozonacién de diversos cultivos bacterianos varia en eficiencia dependiendo de la
concentracion de los cultivos bacterianos, debido a la observacion que a concentraciones

de 10° UFC/ml y superiores la eficiencia de inactivacion disminuye, mientras que a
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concentraciones menores el ozono elimina completamente el cultivo en tiempos de 10 a

20 minutos sin posibilidad de haber crecimiento [130].

Kozusny y col. (2018) [131] estudiaron la 0zonacién de diversos cultivos bacterianos a una
concentracion de ozono en fase gaseosa en 4 ppm. Las concentraciones celulares
variaron desde 102a 10° UFC/ml.

Se observé también la disminucion de eficiencia de inactivacion con crecientes
concentraciones de bacteria, donde la eliminacién del cultivo en los primeros 30 segundos
fue desde 45% hasta 80%, y ente 6 y 7 minutos se observa una desinfeccion total con la
excepcion de Pseudomonas aeruginosa, debido a su naturaleza aerobia, la que le dio

resistencia al ozono.

Algunos de estos trabajos han construido modelos para evaluar la velocidad de
crecimiento, y en el caso de sustratos nocivos para animales, velocidades de desinfeccion
y de degradacién de contaminantes [117].

En las células, los modelos estudian mayoritariamente la viabilidad, la cual expresa la

velocidad de crecimiento y la poblacién maxima como constantes.

Algunas variantes de este modelo estudian la viabilidad en funcion de la variacién de otros
compuestos, dentro de los cuales muy pocos reportan el estudio de la muerte celular. La

Tabla 2 muestra los casos de modelos empleados en células animales y vegetales.

Las bacterias son otro sustrato biol6gico ampliamente reportado, entre las mas estudiadas
se encuentran E. coli, Legionella y varias especies de Bacillus, Staphylococcus y

Aeromonas [37].

Normalmente se emplean modelos de escala logaritmica, donde la velocidad de
desinfeccién es el logaritmo natural del cociente de dos concentraciones a diferentes
tiempos, con el propésito de linearizar y simplificar el modelado de la cinética llevando a

la tendencia de constituir ecuaciones de una recta [11, 113].
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Tabla 2. Modelos empleados en trabajos sobre cinética de crecimiento y muerte de

células animales y vegetales.

_ Condiciones _
Modelo Cultivo Resultados de modelado Referencia
experimentales

Versién Carcinoma 0.12 ppm O3 Velocidad p,qx Y Pomay col. (2018)
modificada de | alveolar humana | Fase gaseosa concentracion maxima K | [119]
modelo de | A549 como funciones
Verhulst [108] Fibroblastos exponenciales del

humanos tiempo para mayor

epiteliales Hs27 robustez
EDO de | Hibridoma (Linea | Incubacion y | Limitantes asociadas al Xiachang Z. y col.
viabilidad celular  hibrida | monitoreo de | tipo de reactor y (1992) [132]
celular y muerte | entre Linfocitos B | cultivo por 100 | temperatura para calcular
celular en | células mieloma | horas. concentracion de células
funcién de | murina Sp 2/0- | (Sinusode O3) | vivasy muertas,
metabolitos Ag-14) constantes de

crecimiento, muerte
celular y velocidad
fermentacion

Modelo de | Células de | Mezcla gaseosa | Modelo celular versatilen | Roger. S, y col
regresion fibroblasto en |de aire con | predecir viabilidady (2018) [133], Miller,
estadistica; hamster bebé oxigeno muerte celular en funcion | W. M., et. al (1988)
variante modelo concentrado de componentes [134]
de Monod; EDO (10%, 30%, 50% | secundarios metabolitos
de viabilidad y y 70% de
muerte celular saturacion) (Sin

uso de Os3)
Modelo Linea celular de | Simulacién de | EDO de viabilidad celular | Anton y col. (2018)
tridimensional carcinoma viabilidad y | capaz de calcular las [10]
con EDO de | hepatocelular muerte celular | concentraciones minimas
concentraciones | HepG2. en presencia de | extracelulares e
celular y de monastrol [135] | intracelulares del
contaminante (Sinuso de O3) | contaminante
Ecuaciones de | Células 0.25, 0.49, 0.75, | Cinética de primer orden Chegukrishnamurthi
viabilidad de | vegetales 0.99 y 1.25 ppm | en viabilidad celular, y col. (2020), [11]
escala Chlorella vulgaris Os fase gaseosa | crecimiento celular méas
logaritmica lento en los cultivos
linearizadas ozonados.
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Para su individualizacioén, requirieron la formulacién de coeficientes y factores especificos
asociados con la purificacién y/o desinfeccion de los cultivos estudiados, asi como la
degradacién del ozono [12, 14-16, 107].

Ademas del modelado en escala logaritmica, se suele expresar la viabilidad de estos
sistemas en porcentaje de supervivencia y concentracion (UFC/ml). La inactivacion en
graficas normalmente se puede observar con una curva en dos etapas. Ambas fases se

linearizan y representan con ecuaciones de primer orden [136].

Los modelos empleados de escala logaritmica suelen ser variaciones del modelo de Chick-
Watson [137-138], y consideran en la cinética de la inactivacion factores como el tiempo
de la fase de adaptacion de los microorganismos al medio del cultivo, conocida como fase
lag, junto con el periodo de exposicion de ozono [12], y DQO [16]. La Tabla 3 enlista los

casos en modelos de inactivacion de las bacterias, virus y protozoarios.

A pesar de la eficiencia demostrada en algunos de estos modelos, otros como el de Chick-
Watson [137-138] tienen limitaciones en cuanto a la estimacion de las velocidades de
descomposicién y de degradacion del ozono. Esto propicid la necesidad de proponer un

modelado adaptativo con base en redes artificiales neuronales.

El desarrollo de este tipo de modelos ha tenido su auge por décadas por varios
investigadores y se ha aplicado a sistemas biol6gicos por Poznyak et. al. (2019) para

describir mejor los perfiles de crecimiento en células y en microorganismos [116].

Con la base de andlisis bibliogréafico es posible concluir que en el estudio de la ozonacion
de los diversos sustratos biolégicos, los modelos que estudian la cinética de muerte en
células animales son aplicados en funcion de metabolitos. En cuanto a bacterias y virus,
existen trabajos que emplean modelos enfocados en describir los perfiles de su

inactivacion.
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Tabla 3. Modelos empleados en trabajos sobre cinética de supervivenciay muerte de

bacterias y virus.

_ Condiciones _
Modelo Cultivo _ Resultados de modelado Referencia
experimentales
Modelo de | Esporas Bactillus | 1.08 a 3.28 ppm | Valor de velocidad de | Choiy col. (2007)

Chick Watson
Demorado con
fase de lag
CTyag

subtilis

O3
Fase gaseosa

inactivacion (Log N/No)
Gnico para todas las
dosis. Calculo de
constantes cinética
k =1.44 ppm/min

[12]

Modelo

personalizado
de interrelacion
cinética con
DQO y
concentraciéon
de ozono en
interfase

Bacterias
Legionella

0.033 a 0.33
ppm O3
Fase gaseosa

Dependencia no lineal

entre la velocidad de
inactivacion y la
concentracién inicial de
0zono. Relaciéon

proporcionalmente inversa
entre DQO y (Log N/Np).
Modelo es versatil en
detectar cambios de
temperatura en velocidad
de inactivacion.

Jun Li y col. (2016)

[16]

Chick-Watson
[137-138],
Chick-Watson
modificado
(MCW)
Modelo
modificado
Factor de
Eficiencia de
Hom (Haas vy
col. (1994))
(EFH) [139]

Poliovirus Tipo |

0.08 y 0.25 ppm
O3 Fase
gaseosa

Modelo de Chick-Watson
incapaz de simular seccion
de hombro. Modelos MCW
y EFH capaces de simular

seccién cinética y
degradacion de ozono.
Ajuste desinfecciéon de

residuos a cinética ler.
orden.

Sangsanont y col.

(2020) [14]

Ec. de regresion | Colifago MS2. 0.196 ppm a | Constantes de | Wolf y col. (2018)
lineal  mdltiple 0.3168 ppm Oz | desinfeccion de  2do. | [15]
personalizadas Fase gaseosa Orden 'y factor de

purificacion.
Modelo de | Protozoo 0.36 y 2.2 ppm | Simulacion versétii de | Rennecker y col.
cinética de | Cryptosporidium ppm Oz fase | perfil de inactivacion de | (1999) [107]
pseudo primer | Parvum gaseosa ooquistes y esporozoitos.
orden
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Algunos modelos contemplan también la cinética del 0zono en ecuaciones especializadas
0 derivaciones individualizadas de modelos cinéticos originales y la variacion de
parametros especificos como la DQO para comprender como afectan la velocidad de
reacciéon del ozono, haciendo que se asemeje a una dinamica monomolecular o
bimolecular, dependiendo de la estructura de las unidades del sustrato y la fase de

administracién del ozono.

En el presente estudio se propone un modelo que describe la influencia del ozono en el
crecimiento y muerte de distintos grupos celulares. El modelo tiene la capacidad de incluir
y analizar variaciones de la viabilidad en condiciones de estado estacionario del ozono, y
en escenarios donde la concentracién de ozono no sea constante. Tras desarrollar dicho
modelo que caracterice el efecto del ozono en la viabilidad de los sistemas bioldgicos, la
evaluacion el efecto de la dosificacién en un intervalo extenso de varias concentraciones

se convierte en un proceso mas eficiente.
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Para modelar con certidumbre la cinética del crecimiento en los sistemas biolégicos el
modelo construido debe ser eficiente en analizar tanto la proliferacion como la muerte
celular. EI modelo constituye el fundamento para realizar pruebas tomando como base los
datos experimentales reportados de cinética de cultivos celulares, considerando el efecto
del ozono en el crecimiento del cultivo celular y la inactivacion de cultivos bacterianos. La
Figura 6 muestra la organizacion de la metodologia de las etapas y sus métodos para medir

los pardmetros mencionados.

Metodologia de
modelado
’ : Esti G del :
Capturay stimacion de Evauacién del
- Desarrollo del .
recoleccién de datos Desarrollo del esquema de célculo de modelo propuesto
. modelo esquema de . |
experimentales temati ardmetros parametros para e con los datos
publicados matematico P modelo seleccionados

Figura 6. Metodologia propuesta para el modelado de la supervivencia celular.

Como se puede observar en la Figura 6, las principales etapas para el desarrollo de este

trabajo se describen a continuacion.

1. Captura y recoleccion de datos experimentales: Recopilacion de datos de la
bibliografia para la evaluacion del modelo.

2. Desarrollo del modelo matematico: Creacién y formulacion de un modelo, que sea
adaptable y versatil al evaluar y reproducir los datos bibliogréficos.

3. Desarrollo del esquema de pardmetros: Tras construir el modelo, la determinacion de
las variables y parametros del modelo a extraer de los datos bibliograficos para calcular
después las constantes cinéticas de crecimiento y de muerte celular en las respectivas
evaluaciones del modelo.

4. Estimacién del esquema de calculo de parametros para el modelo: Elaboracion del
esquema para la simulacién, la cual implica realizar las pruebas para encontrar los
parametros de crecimiento y de muerte, incluyendo la evaluacion de la eficiencia del

modelo.
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5. Evaluacion del modelo propuesto con los datos experimentales publicados: Con
los datos seleccionados de la literatura, el modelo evalla los datos experimentales reales
agrupados en matrices, con los cuales determinaria las constantes reales de crecimiento y
muerte celular. En ocasiones, las posteriores comparaciones con otros modelos evaluarian

su eficiencia y la fidelidad de los datos extraidos con propdsitos de comparacion.

2.1 Capturay recoleccién de datos experimentales

Los datos experimentales se extrajeron de graficos reportados en la literatura usando el
software Get Graph Digitizer [140]. Los datos se importaron como tablas de valores
replicados en archivos de Excel. Posteriormente se categorizaron las series de datos por
perfiles de crecimiento en MatLAB (Simulink).

En el editor de MatLAB el cédigo del programa utiliza estos datos para replicar la gréafica y
calcular los parametros mientras los utiliza como base en la reproduccion del perfil en

Simulink.

Las bases de datos incluyeron a estudios de diversos grupos de sustratos biolégicos. El
modelo propuesto estudiara las células animales, los virus y bacterias, debido a que son los
mas estudiados en modelado cinético. La Tabla 4 muestra la lista de los tipos de sustrato

recopilados para poder constituir la base de datos.
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Tabla 4. Sustratos biol6gicos estudiados en trabajos con y sin inclusién de

modelado cinético

Sustrato

Concentracion de

Fase de

Cultivo aplicacién de Referencia
biolégico ozono 0zono
Poma et. al (2018)
Ceélulas Carcinoma A549 0.12 ppm Fase gaseosa [119]
animales
Katzenelson et. al
E col 0.04.13 Disuelto en Fase (1974) [13]
. coli .04-1.3 ppm . i
liquida. Ding et. al (2019)
[113]
Kozusny et. al
o 4 ppm: i (2018) [131]
i . coli ase gaseosa
Bacterias 0.167 ppm g Thanomsub et. al
(2002) [130]
Jun Li et. al (2016)
Legionella 0.033 ppm Fase gaseosa [16]
£ B C 13 Disuelto en fase Ding et. al (2019)
sporas B. Cereus -3 ppm o
liquida [113]
it - oLt Disuelto en fase Katzenelson et. al
olifago .01-1.3 ppm o
liquida (1974) [13]
o ©00.0.26 Disuelto en fase Katzenelson et. al
: oliovirus Tipo .09-0. m
Virus P PP liquida (1974) [13]
o _ Disuelto en Fase Sangsanont et. al
Poliovirus Tipo | 0.08-0.25 ppm

liquida

(2020) [14]
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2.2 Desarrollo del modelo matematico

El modelo desarrollado consiste en la ecuacidén de ozonacion de sustratos bioldgicos, donde
la expresion del crecimiento y la muerte celulares es una funcién de la concentracién de
biomasa y del ozono, respectivamente, y ademas de las constantes de crecimiento y

constantes de muerte por ozonacion, representada por la ec. (2.1):

d
X =C -6 (2.1)

Donde C(t) representa el crecimiento celular y G(t) la muerte celular. La ecuaciéon (2.2)

representa el modelado del crecimiento celular, con base en la ecuacion de Verhulst [108]:

X(t)>

C(t) = Umax X(£) <1 ~ ymax (2.2)

Donde u,,4x €S la constante de velocidad maxima de crecimiento, X(t) es concentracion de
células (mg/L), X™%*, o K es la concentracién méaxima de células (mg/L). Asumiendo una
dinamica bimolecular de reaccion, para la muerte celular tenemos la ecuacién (2.3) de

muerte celular.

G(t) = k03X (t)03(t) (2.3)

k05 es la constante de ozonacion y 05(t) es la concentracion del ozono en fase liquida en
el reactor, la cual en la ecuacién (2.4) equivale al cociente de la masa del ozono agregada

al reactor (dosificacion) sobre el volumen del liquido en el reactor (ml).

Moy, ()

05(t) = v, (2.4)

La masa del ozono en el esquema de dosificacién equivale al producto del flujo masico del

ozono dosificado Fy, (t) y el tiempo de dosificacion Tp(t) en (s), como lo muestra la
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ecuacion (2.5). Cabe recordar que Fy, (t) a su vez equivale al producto de Co, ;» que es la

concentracion de ozono disuelto en la muestra (g/ml) y Fy, es el flujo volumétrico (ml/s).

Mo, (t) = Fo,(t) xTp(t) = Co, ; * Fy = Tp(t)

(2.5)
Se sustituye (2.5) en (2.4), y a su vez en (2.3), y se obtiene la siguiente ecuacion:
o, ; * Fy * Tp () Fy
G = kO.X(0) 7 = kO,X(0)co,  * T () (7L> (2.6)

2.3 Desarrollo del esquema de parametros
La construccién del esquema de pardmetros sera en torno a los dos parametros a calcular,
las constantes de crecimiento y muerte celular. La ec. (2.7) muestra el vector de dichos

parametros:

#max]

0= [k03 (2.7)

El célculo del vector de parametros consiste en dos etapas, primero, sin la presencia de

0zono, solo evalla el crecimiento celular, como lo muestra la ecuacion (2.8):

X (t))

d
EX(t) = UmaxX (1) (1 Tk (2.8)

De donde prosigue calcular u,,.., Y hacer la distincion de designarlo como el parametro
corregido fi,,.- Con este valor el método prosigue a operar tomando la ecuacion entera, y

procede a encontrar el otro parametro, k,,, y como distincion de ser parametro corregido se
designa como E03 en la ecuacion (2.9):

X(t) o,  * Fy*Tp(t)

d 3,j
EX(t) = .amaxX(t) <1 - T) - k03X(t) v, (2.9)

51



TESIS MAESTRIA DE CIENCIAS DE INGENIERIA QUIMICA
Modelado del efecto de la dosificacion de ozono disuelto en la supervivencia celular

2.4 Estimacion del esquema de calculo de parametros para el modelo

Existen dos posibles métodos para determinar las constantes de incognitas: el método
integral y el método derivativo. EI método se empled para los estudios de células animales,
mientras que el método derivado se emple6 en cultivos de bacterias y virus. Para realizar la
simulacion del esquema antes realizado, el algoritmo asigna datos a los otros parametros
conocidos antes de encontrar las incognitas. Tras realizar las pruebas con los algoritmos y
datos de crecimiento asignados, se realizara la evaluacion del modelo al asignar datos
experimentales, en archivos de Excel. Tras agrupar los datos en series de matrices, se

procede a determinar cual método, del integral o el derivativo, es el mas eficiente en MatLAB.
Método integral

El método integral comienza por integrar la parte de acumulacion celular con respecto al
tiempo (Ecuacién 2.10):

d : X
f dt: 5 X(0) = a f X(t) <1 —%) dt =

t=0
(2.10)
X(t) - X(0) = fymax f tOX(t) (1 - ’%) dt
t=

El siguiente paso consiste en una sustitucién de parametros para la resta de concentracion
de células y la integral de la acumulacion celular, detallado en las ecuaciones (2.11) y
(2.12):

w1 (t) = X(t) — X(0)

(2.11)
¢ X@®
7, (6) = f x®(1-22)a (2.12)
t=0 K
Sustituyendo (2.11) y (2.12) en (2.10), el resultado es una simplificacion linearizada:
nl(t) = UmaxT> ) (213)
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El siguiente paso es evaluar ambas variables en el intervalo de tiempo a determinar (Tabla
5):

Tabla 5. Evaluacién de parametros de linearizacion en periodo de tiempo para

crecimiento celular en método integral.

t (1) m,(t)
0 m1(0) m,(0)
1 (1) | 7 (1)
tn my(ty) | ma(ty)

Una vez obtenidos los datos, el algoritmo procede a realizar regresiébn por minimos
cuadrados para obtener f,, .- En la segunda parte de esta evaluacion la ecuacion incluye la
constante calculada y afiade la parte de muerte celular para evaluar el crecimiento por

presencia de ozono (Ecuacion 2.14):

d A X(®) o, ; * Fy T (8)
EX(t) — e X (2) <1 - T) = —k03X(t) v (2.14)

La integracién de ambos lados de la ecuacion respecto al tiempo, resulta:

x Fy + Tp(t)
0 0

v, (2.15)
Nuevamente, la asignacion de los siguientes parametros a cada apartado simplifica la
ecuacion (2.15):
= ! t 1 X0 d
Ma() = X(O) = XO) = fona | XO)( 152 )t 2.16)
t co, . * Fy * Tp(0)
m,(t) = f —X(t) = dt (2.17)
0 VL
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El siguiente paso es simplificar (2.16) y (2.17) en (2.15):

3 (t) = ko, ma(t) (2.18)

En la tabla 6 se evallan las nuevas variables de las Ec. (2.18) y (2.19) en el intervalo de

tiempo a determinar:

Tabla 6. Evaluacién de parametros de linearizacion en periodo de tiempo para

crecimiento y muerte celular en método integral.

t m3(t) (1)
0 m3(0) 14(0)
1 m3(1) m,(1)
tn 3 (ty) 14 (ty)

Tras regresion de minimos cuadrados, el Gltimo paso es calcular k.. La ecuacion (2.19)
muestra la cinética con la distincién de dicho parametro calculado:

X(®) Co,  * Fy *Tp(D)

d . ~ 3,j
Ex(t) = .umaxX(t) <1 - T) - k03X(t) v, (2.19)

Método derivativo

El algoritmo de Super Twisting en el método derivativo es Util para sistemas de control de
movimiento, y ejecuta la técnica de control conocida como método de modos deslizantes
[141]. El objetivo es eliminar perturbaciones y evitar variaciones oscilantes en sefales
propiciadas por salidas de datos que pertenecen a funciones con cierto error o diferencias
entre si [142]. El método de modos deslizantes consiste en una superficie deslizante
caracterizada por una funcién grado uno representada con la variable S = 0, a la cual se
debe aproximar la sefial del control del sistema, representada por la aproximacion de la sefial
real implicita en la derivada de S, (S), y una accion de control discontinuo que cause un
efecto deslizante. Cuando los pardmetros que representan los estados del sistema

representados por la sefial de S aparecen simulando un efecto deslizante, significa que éstos
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habran alcanzado la superficie, ya que convergen en un especifico intervalo de tiempo. El
uso de este algoritmo es comuln entre modelos de redes neuronales en sistemas escalares

no lineales como el siguiente:

6=r(t6)+u (2.20)

Donde 6 es el vector representando todos los parametros, f(t, 9) es una funcién con

perturbaciones, cuyo valor absoluto esta sujeto a la condicion |f(t,0)| < §|0|*\? para una
constante § > 0. Para controlar y eliminar las perturbaciones, el algoritmo Super Twisting

esta dado por:

u= - kl\/m sign (8) +v (2.21)

v= —kysign(6) (2.22)

Sustituyendo (2.20) en (2.21), resulta en la siguiente ecuacion:

0 = —k1,/10] sign (0) + v + f(t, ) (2.23)

Para aplicar el modelo con Super Twisting es necesario encontrar a partir de la Ecuacién
(2.22) la derivada de la variable v, la cual representa el potencial de membrana para simular

el modelo biolégico propuesto en un modelo artificial, para con esto igualar la ecuacion.

Para estimar los parametros de los datos experimentales tomados de la bibliografia, la
metodologia emple6 el algoritmo de gradiente descendente, el cual tiene como propdésito
minimizar o reducir a cero el error o diferencia entre dos sefiales propiciadas por salidas de
datos. El algoritmo introduce a la red un cierto patron caracteristico o sefial que se desea
igualar. La red obtiene retroalimentacion de la diferencia entre la sefial que se desea
alcanzar y la sefal real [143]. Para esto el algoritmo aplica la Regresion de Minimos

Cuadrados. La operacion emplea la siguiente sefial:

55



TESIS MAESTRIA DE CIENCIAS DE INGENIERIA QUIMICA
Modelado del efecto de la dosificacion de ozono disuelto en la supervivencia celular

a
y =[66idn] [ai] =07p (2.24)
an
Donde
[66ién] =06 (2.25)
a
[ai] _ (2.26)
an

6 y B, representan una serie de ganancias y la sefial caracteristica, respectivamente. Las
variaciones manuales de las ganancias en 8, pueden aproximar la sefial real a la otra sefial
deseada en f. El algoritmo establece la obtencién de las ganancias con el vector 6 en la

siguiente ecuacion:

dji (2.27)

dJi es la variacion del error entre dos sefiales, dado por
~ t ~
0
Resolviendo la integral la derivada de ese error, el resultado es:
dji -
—5 =2 —0"B) (=" (2.29)

La sefial constituye y, que se distingue como la sefial ajustada, dada como y = 87B. El
método derivativo aplica este algoritmo utilizando una ecuacién y, (t), derivada con la ec.
(2.1), pero considerando que en el primer paso solamente se enfoca en el crecimiento

celular:
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(2.30)

d
1(® = =X +&()

&, (t) es una funcion respecto del tiempo del error o diferencia entre los valores reales y los

valores reproducidos. Sigue despejar (2.30):

X(t)

d
71(6) = &1(0) = X () = Hmax X (©) (1 - T) (2.31)

Similarmente al método integral, el siguiente paso consiste en una sustitucién, con la

distincion de ser sélo con la velocidad de crecimiento celular de la ecuacion:

(2.32)

X(@®)
)

ms(t) = X(t) <1 -—

El siguiente paso es sustituir (2.32) en (2.31). Prosigue despeja y,(t) para simplificar y

conseguir la siguiente linearizacion:

Y1(t) = Winaxs(t) + &(t) (2.33)

En la tabla 7 se realiza la evaluacion de la funcion y; (t) y el parametro de la ecuacion (2.32):

Tabla 7. Evaluacion de pardmetros de linearizacion en periodo de tiempo para

crecimiento celular en método derivativo.

t ms5(t) y1(0)
0 ns(0) | ».1(0)
1 ms(1) y1(1)
tn ms(ty) | y1(tn)

Tras evaluar en cada punto del tiempo, se realiza regresion por minimos cuadrados para
obtener fi,,.,- Entonces el método de ozonacion llega a la misma ecuacion (2.14) que en el

método integral:
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d ) X(®) Co, ; * Fy = Tp(t)
EX(t) — g X () <1 — T) = —ko,X(t) A (2.14)

Para evaluar en presencia de ozono, se tiene la siguiente expresion:

d
y2(t) — &(t) = PR ®) (2.34)
Donde se despeja %X(t) de la misma manera que con el método integral para obtener:
X X() Co, ; * Fy * Tp(t)
Y2(8) = &2(8) = AmaxX(O) | 1 ——— | = —ko, X (1) 7 (2.35)
El siguiente paso es una sustitucion similar a la primera parte para el método derivativo
. X(¢)
Y3(6) = y2(8) = AmaxX (O (1 = —— (2.36)
F
m6(6) = =X (05T (e | (77| (237)
L
Para formar la siguiente ecuacion:
V3(t) = ko, e (t) + &5(¢) (2.38)

El algoritmo procede a evaluar la linearizacién en el mismo intervalo de tiempo a evaluar
(Tabla 8).

Tabla 8. Evaluacion de pardmetros de linearizacion en periodo de tiempo para

crecimiento y muerte celular en método derivativo.

t (L) y3(t)
0 76 (0) y3(0)
1 me(1) y3(1)
tn me(ty) | Yy3(tn)
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El dltimo paso es aplicar la regresion de minimos cuadrados para encontrar IEOS y encontrar

la ec. (2.19).

La metodologia incluye los datos experimentales de la literatura seleccionada y también
compara los indices de correlacion del modelo propuesto con los de otros modelos que
reporten sus propias constantes cinéticas, para un analisis de eficiencia completo. Podra
reproducir los datos obtenidos de la bibliografia donde algunos de los estudios presentan
sus propios modelos para evaluar la precision de este modelo. En el caso de no poder
reproducir las curvas de crecimiento e inactivacion, si el trabajo original reporta la viabilidad
en parametros adimensionales como porcentaje de viabilidad en vez de concentracion
celular, se realiza una comparacion gréfica entre las gréficas originales donde los datos
experimentales a diferentes intervalos pueden ser expresados en unidades normalizadas
derivadas del porcentaje relativo a la poblacién inicial del cultivo para su reproduccion en
escala de en MatLAB (ecuacion 2.39):

N,
(N—t)X 100% = UN; UN = [No.de células, Células/ml, CFU/m], PFU/ml] (2.39)
0

Con el procedimiento descrito en esta seccion, se procede a calcular las constantes de
crecimiento y muerte celular de los datos obtenidos de las curvas de crecimiento, y con el
coeficiente de correlacién los resultados determinan qué tan fidedignos son los pardmetros

de crecimiento en los cultivos celulares y bacterianos.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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Para la evaluacién del modelo se seleccionaron tres sistemas biolégicos: células animales,
bacterias y virus. En células, se analiz6 con el modelo la cinética de la ozonacion en fase
gaseosa de la linea de adenocarcinoma humano epitelial A549. En bacterias, E. coli fue el
microorganismo analizado (en fase liquida y gaseosa). En virus, se seleccionoé el cultivo de
Poliovirus tipo 1, mientras que el Colifago T2 se selecciondé como representativo de virus
bacteriofagos.

3.1 Modelado propuesto en células

La evaluacion del modelo inicié con el estudio de células Carcinoma A549 a partir de los datos
reportados por Poma y col. (2017) [119], sobre los efectos del ozono (0.12 ppm en fase gas)
sobre la linea de adenocarcinoma epitelial humano. El trabajo de Poma y col. (2017) [119]
compar6 los perfiles de crecimiento de la linea celular control y del cultivo sometido a
ozonacién y reportdé un modelo para describir sus datos [119]. La comparacién del modelo
propuesto en este trabajo, tanto con los datos experimentales (OBS) asi con los perfiles
construidos por la ecuacién de Poma (Modelado), también tiene el fin de validar el esquema
de modelado propuesto frente a la ecuacion del trabajo de Poma, como se observa en los

siguientes resultados.

En la Tabla 9 se presentan las constantes calculadas. La evaluacion muestra que el modelo
fue muy eficiente en representar los datos experimentales con precision, obteniendo indices

de correlacion de 1.0.

Tabla 9. Constantes de crecimiento maximay de ozonacidn en células cancerigenas.

Tratado O3 Control Tratado O3 Control
(Experimental) (Experimental) (Modelado) (Modelado)
HBmax -0.000524 0.0002598 -0.0004806 0.0001584
I.C. (-0.0006548, (0.0001532, (-0.0006196, (2.219 X107,
-0.0003932) 0.0003663) -0.0003416) 0.0002946)
E03 -1.666X10° -1.667X10° -1.666X10° -1.667X10°
I.C. (-1.667 X10°, - (-1.667 X10°, - (-1.667 X10°, - (-1.667X10°, -
1.666 X10°) 1.667 X10°) 1.666 X10°) 1.667X10°)
Ind. 1 1 1 1
Corr
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La Figura 7 muestra la representacion de los datos experimentales de Poma [119] por el
modelo propuesto. Los cuatro perfiles son series de diamantes: el perfil del cultivo ozonado
experimental (Exp Os-OBS), el perfil del cultivo ozonado modelado por Poma (Exp Os-
Modelado), el cultivo control experimental (Exp Control-OBS), y cultivo control modelado por
Poma (Exp Control-Modelado), y las curvas son la reproduccion del modelo propuesto. En los

4 perfiles el tiempo del estudio fue 72 horas.

Al variar en Simulink el tiempo de exposicidén en intervalos entre 0 y 48 de las 72 horas, tuvo
influencia en los calculos de las constantes de crecimiento y ozonacidn, mostrando las
constantes de crecimiento valores muy cercanos a cero en la Tabla 9. Esto fue debido a que
el cultivo control mostré un descenso en la viabilidad a partir de las 48 horas, mientras que la
exposicion constante al ozono para el otro cultivo disminuyé y alenté alin mas la proliferacion
en las primeras 48 horas seguido de la muerte celular entre 48 y 72 horas, por lo que se
observan respectivamente valores de orden 10“ y 10° para las constantes de crecimiento y
muerte respectivamente en cada una de las 4 series de cultivos. En los dos cultivos ozonados
la evidencia de la influencia del ozono en resultados experimentales y en los resultados del

modelado fueron los valores negativos de las constantes del crecimiento.
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7000

6000
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5000 —Control (OBS)
Os(ModeIado)

4000 —Control (Modelado)
¢ Exp OS(OBS)

4 Exp Control (OBS)
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4 Exp Control (Modelado)
| 1
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Figura 7. Modelado del efecto del ozono en las células Carcinoma A549, (Pomay col.
2017) [119].
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La velocidad del crecimiento para las cuatro series resultd ser insignificante bajo el efecto del
ozono en células cancerigenas, debido a una mayor vulnerabilidad al ozono en comparaciéon

a la linea celular de fibroblasto A549 que Poma estudié también en su trabajo [119].

El resultado en la Tabla 9 reporta un solo valor sin variaciones de la constante de muerte
celular 7203 para la ozonacién a la misma concentracion de ozono en los cultivos. La constante
tiene un mismo valor de -1.667X10° para los cultivos de control en los perfiles modelado y
experimental, y un mismo valor de -1.666X10° para los cultivos ozonados modelado y
experimental. Como evidencia de la eficiencia del modelo de Poma, los perfiles de los cultivos
control tienen aproximacion a los de los cultivos ozonados. De acuerdo con los perfiles, el
ozono disminuy6 severamente el crecimiento celular y causo dafio al material genético de las
células, asi como el trabajo original consta que posiblemente influy6 en la tumorigenicidad del

cultivo, llevando las células a una muerte celular rapida [119].

Con el numero aproximado de la poblacién al cabo de los 3 dias y los perfiles de la Figura 7,
los valores de las constantes de ozonacién evidencian que el efecto del ozono afecta la
capacidad poblacional del cultivo y la muerte celular ocurre a la misma velocidad que el cultivo
control. Sin embargo, la variaciéon del tiempo de exposicién en la simulacion entre 48 y 72
horas no tuvo mayor influencia en periodos posteriores, y al cabo de las 72 horas se
experimentd con intervalos mayores a 72 horas, donde no se registraban valores de
crecimiento tras este punto, llevando a la conclusion que Poma y col. tuvieron que la velocidad
de muerte en esos periodos fue la misma y el ozono provocé aun efectos en la muerte celular

durante y después del tercer dia [119].

El modelo demostré la capacidad de poder calcular las constantes de velocidad de crecimiento
y muerte celulares con precision. Pudo determinar que la muerte celular habia disminuido el
crecimiento celular hasta nulificarlo. Sus constantes demuestran valores incluso menores a
cero al final del periodo de estudio, indicando la alta sensibilidad del modelo en sus célculos
y la vulnerabilidad de las células a una exposicion continua del ozono, donde la velocidad de
crecimiento disminuy0 a cero, y la velocidad de la muerte celular fue de la misma magnitud,
sin embargo las células proliferaron a una menor velocidad, y el medio fue incapaz de

mantener su proliferacion.
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3.2 Modelado propuesto en Bacterias

El modelo propuesto evalud los estudios de cultivos bacterianos de diferentes trabajos, entre
los cuales E. coli es la especie mas comunmente estudiada [13, 68, 113, 130-131]. El modelo
propuesto en este trabajo se evalud con datos reportados para la inactivacioén de E. coli [13,
113, 130-131], B. cereus [113] y Legionella [16]. Con el modelo se calcularon las constantes
de crecimiento y ozonacion para la concentracion de ozono en fase gas de 0.033 ppm. En
estos experimentos se realizaron diluciones del cultivo una vez suspendido en solucion salina
bufer de fosfato para variar los niveles de DQO de 3 a 0.75 ppm [16]. Cabe destacar que los
niveles de DQO implican que los componentes del medio consumen cierta concentracion del
oxigeno presente en el ozono, lo cual disminuye la eficiencia de la inactivacion, por lo que era

necesario disminuir los niveles de DQO para evitar obstrucciones en la ozonacion.

Las constantes de muerte por ozonacién presentados en la Tabla 10 bajo la misma
concentracion de ozono variaron muy poco entre los diferentes niveles de DQO. Los valores
de las constantes de crecimiento disminuyeron con la disminucién del DQO, e incrementaron
conforme incrementé la DQO, implicando que el ozono inhibe mejor el crecimiento celular en
menores valores de DQO y las sustancias presentes en el medio consumen muy poco
oxigeno. La velocidad de muerte celular muestra un leve incremento a medida que descienden
los niveles de DQO [16].

Tabla 10. Constantes de crecimiento maximay de ozonacion en Legionella calculadas

con datos reportados por Jun Liy col. (2016) [16].

DQO=3 ppm DQO=2.25 ppm DQO=1.5 ppm DQO=0.75 ppm
HBmax -0.0007037 -0.0008825 -0.0009824 -0.0009957
I.C. (-0.0007059, (-0.0008845, (-0.0009842, (-0.0009974,
-0.0007015) -0.0008805) -0.0009806) -0.000994)
E03 -1.667X10° -1.668X10° -1.668X10° -1.668X10°
I.C. (-1.667X10%, (-1.668X10°, (-1.668X105, (-1.668X10°,
-1.667X10°) -1.668X10°) -1.668X10°) -1.668X10°)
Ind. 1 1 1 1
Corr.

Las constantes de crecimiento calculadas en la Tabla 10 denotan que la posible reproduccion

de las bacterias es nula en presencia del ozono. Con el incremento de la DQO las constantes
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de la tabla han mostrado un ligero incremento, sustentando la relacién del DQO con el ozono

y coOmo ésta obstruye el efecto de ozonacion.

La Figura 8 reproduce los perfiles de inactivacion en escala logaritmica, donde se grafica el
producto de concentracion de ozono por tiempo de exposicion (Cyt) contra el logaritmo del
cociente de concentracion bacteriana a diferentes tiempos t entre concentracién bacteriana
inicial (In N;/N,) como velocidad de inactivacion de Legionella en el estudio de Jun Li y col.
(2016) [16], para mostrar las dos fases de cinética de primer orden para la inactivaciéon. Los
resultados del modelo original de Jun Li y col. (2016) [16] son series de puntos que
representan datos experimentales a diferentes DQO (Exp DQO). Las curvas son la
reproduccion de los perfiles del modelo propuesto (Mod DQO) a diferentes niveles de DQO.
La Figura 8 muestra que el modelo reproduce adecuadamente los perfiles de inactivacién a
diferentes niveles de DQO.

L 2R 2

L 2R 2
® <

JP L 4

In(N/N,,)

@ Exp DQO=3.00 mg/L (Jun Li)
€ Exp DQO=2.25 mg/L (Jun Li)
Aok ) Exp DQO=1.50 mg/L (Jun Li)
4 Exp DQO=0.75 mg/L (Jun Li)
——Mod DQO=3.00 mg/L (Jun Li)
——Mod DQO=2.25 mg/L (Jun Li)

A2 Mod DQO=1.50 mg/L (Jun Li)
(

{L\N ——Mod DQO=0.75 mg/L (Jun Li)
-4 M 4 &
16 | | | | | I | |
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Cot, (Mg min/L)

Figura 8. Modelado del efecto del ozono en inactivacion de cultivo bacteriano
Legionella (Jun Li y col. (2016)) [16].

La aplicacion del modelo incluyé estudios donde los experimentos incluyen varias

concentraciones de ozono. El trabajo de Ding y col. [113] estudi6 los efectos del ozono sobre
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2 especies: 105-107 CFU/ml de Bacillus cereus a concentraciones de 1 a 3 ppm de ozono, y

108-107 CFU/ml de E. coli, a concentracién de ozono de 1 ppm.

El esquema programado del modelo se modifico para replicar los perfiles de control y de las
muestras en el trabajo original. El programa modificado reporté la velocidad de inactivacion
en escala logaritmica, y la gréfica mostr6 el perfil simplificado y linearizado. Las ecuaciones
obtenidas por Ding y col. [113] en el articulo original determinaron los valores de velocidad a
30 segundos, 1 minuto, 2 minutos, 3 minutos en el caso de B. Cereus y 4 minutos. La Tabla
11 muestra el modelo de Ding con sus ecuaciones descritas en el modelo del trabajo original
[113]:

Tabla 11. Ecuaciones de linearizacion de la segunda fase de inactivaciéon de los
cultivos bacterianos del estudio de Ding y col. (2019) [113].

Ecuaciones de inactivacion cinética
Concentracién | Expresidn propuesta por indice de
ozono (mg/L) Ding y col. (2019) [113] Correlacién
N
Esporas de 1 log (FO) — 0.3482t + 1.5365 0.99
Bacillus Cereus t
N,
2 log (FO) — 0.3579¢ + 2.0227 0.98
t
Ny
3 log (F) = 0.3761t + 2.6320 0.92
t
i N
E. col 1 log (FO) = 0.2413¢ + 4.7716 0.94
t

La aplicacién del modelo propuesto en este trabajo incluye las cuatro series de datos
obtenidos de estas ecuaciones y los compar6 con las cuatro series de datos experimentales
reportados por Ding y col (2019) [113]. En las ocho series, el modelo calculé las constantes

de crecimiento y de muerte celular, mostrando una gran similitud en los resultados.

Las Tablas 12 y 13 demuestran una diferencia insignificante entre los valores provenientes de
las ecuaciones de Ding y de los valores obtenidos experimentalmente. En la comparacién de
los resultados de la Tabla 11 con las ultimas series de la Tabla 13, sus indices de correlacion
mayores indican que los célculos pertenecientes realizados con los datos experimentales son

mas precisos que las ecuaciones de Ding y col. (2019) [113], con los indices de correlacion
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ecuaciones de Ding, cuyos indices de correlacion se encuentran en un intervalo entre 0.94 y

Tabla 12. Constantes de crecimiento maximay de ozonacion en E. coli y esporas de

Bacillus Cereus, calculadas con ajuste al modelo propuesto por Ding y col. (2019)

[113].
B. Cereus (Os=1ppm) | B. Cereus (Os=2ppm) | B. Cereus (Os=3 ppm) | E. Coli (Os=1ppm)
Honax -0.002855 -0.003583 -0.004243 -0.1178
I.C. (-0.003222, (-0.003907, (-0.004672,
(-0.1213, -0.1143)
-0.002489) -0.003259) -0.003815)
E03 -1.668 X10° -1.667X10° -1.665X10° -1.692X10°
I.C. (-1.668 X10°, (-1.668 X10°, (-1.665 X10°, (-1.693 X10°,
-1.668 X10°) -1.667 X10°) -1.665 X10°) -1.690 X10°)
Ind.
0.9998 0.9998 0.9997 0.9819
Corr

Tabla 13. Constantes de crecimiento maximay de ozonacion en E. coli y esporas de

Bacillus Cereus, calculadas con ajuste a datos experimentales reportados por Ding y
col. (2019) [113].

B. Cereus (Os=1 ppm) | B. Cereus (Os=2 ppm) | B. Cereus (0Oz=3 ppm) | E. Coli (Os=1ppm)
Hnax -0.00319 -0.005862 -0.01331 -0.1468
I.C. (-0.003569, (-0.006208, (-0.01366,
(-0.1497, -0.144)
-0.00281) -0.005515) -0.01295)
Eog -1.668X10° -1.668X10° -1.67X10° -1.701X10°
I.C. (-1.668 X10°, (-1.668 X10°, (-1.67 X10°, (-1.702 X10°,
-1.668 X10°) -1.668 X10°) -1.669 X10°) -1.699 X10°)
Ind.
0.9998 0.9998 0.9999 0.9902
Corr

El incremento de la dosis de ozono en el cultivo de esta especie provoca una mayor

disminucién en la velocidad maxima de crecimiento, la cual es negativa y de magnitud 1073,

indicando que la inactivacion del ozono fue menor que en los ultimos dos estudios evaluados.
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Sin embargo, las velocidades de muerte registran valores en el mismo orden de 10° como se

ve en las Tablas 12y 13.

La Figura 9 muestra las gréaficas en escala logaritmica donde el tiempo se expresa en minutos
y como velocidad de inactivacion se emplea el logaritmo del cociente de concentraciones
bacterianas log N, /N, (concentracion inicial entre concentracion a tiempo t). De los perfiles de
inactivacion originalmente aparecian los puntos de la recta que pertenecen a la segunda fase,
que es la fase lenta de inactivacion en el trabajo original, sin embargo en el modelo propuesto
en este trabajo se incluyo la primera fase de inactivacion (la fase rapida donde el ozono elimin6
mas de 95% del cultivo E. coli y el 99% del cultivo de esporas B.cereus en menos de 30
segundos), mostrando los perfiles como curvas compuestas de doble fase. La recta de E. coli
representa el perfil del cultivo control en el estudio original y sirve como perfil de referencia. El
trabajo incluyd este perfil junto con los otros perfiles del efecto de ozono de esporas de B.
cereus (1-3 ppm) en la Figura 9.

@ Exp B. cereus (1 ppm) (Ding)
& Exp B. cereus (2 ppm) (Ding)
@ Exp B. cereus (3 ppm) (Ding)
Exp E. coli (1 ppm) (Ding)
@ ExpB. cereus (1 ppm) (Ding)
10 H Exp B. cereus (2 ppm) (Ding)
@ Exp B. cereus (3 ppm) (Ding)
@ Exp E. coli (1 ppm) (Ding)
—B. cereus (1 ppm) (Ding)
B. cereus (2 ppm) (Ding)
81 —B. cereus (3 ppm) (Ding)
E. coli (1 ppm) (Ding)
——B. cereus (1 ppm) (Ding)
B. cereus (2 ppm) (Ding)
—B. cereus (3 ppm) (Ding)
611 - - =E. coli (1 ppm) (Ding)

In(N,/N)

0o I I | | J
0 50 100 150 200 250
CO*Tiempo, ng*s

Figura 9. Modelado del efecto del ozono en inactivacion de E. coli y esporas de B.
Cereus (Ding et. al. 2019) [113].

Por lo que se observa en los resultados de las Tablas 12 y 13, y la Figura 9, el ozono inhibio

la proliferacién celular a un mayor grado y como en los casos anteriores, provocé la misma
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escala de 10° en velocidad de muerte al cultivo de E. coli. Por otro lado el incremento de la
dosis de ozono en B. cereus de 1 a 3 ppm causa un minimo decremento en la velocidad
méaxima de crecimiento del cultivo dentro de una escala de 10 mientras provoca un mindsculo
incremento de 102 en la velocidad de muerte por ozonacion en la representacion de los datos
experimentales. Pero también hay que notar que en las ecuaciones de Ding, los resultados
muestran que al aumentar la concentracion de ozono sobre B. cereus de 1 a 3 ppm, hay una
ligera disminucién de la velocidad de muerte celular. Este cambio revelado por las ecuaciones
del modelo de Ding y col. (2019) [113] al aumentar la concentracion se deberia probablemente
a la minima incentivacion del ozono sobre las bacterias. Mientras el aumento de la dosis
disminuye su capacidad de proliferacion, también es posible que en estas concentraciones el
ozono haya causado que la poblacion de B. cereus acelere su metabolismo y consuma mas

recursos energéticos para amortiguar y demorar su muerte dentro de lo posible.

Cabe recalcar que el pico del inicio en las series de datos se debe a una variacion de la salida
de los datos muy rapida en los primeros 2 segundos de la curva de inactivacion que fue
detectado por el modelo. Enseguida se nota una variacibn mas lenta de los datos, donde
modelo tuvo que realizar un periodo de ajuste muy breve a la ecuacion. Es posible concluir
gue esto podria significar un ligero ajuste del modelo, considerando que los valores de los
parametros del modelo siguen siendo confiables.

En el caso de E. coli el ozono provoc6 una mayor inactivacién en comparacion a las esporas
de B. cereus. La velocidad de crecimiento del perfil de E. coli muestra valores negativos y se
encuentra en el orden 10 de acuerdo con las Tablas 12 y 13, lo cual indica es mucho menor
gue la velocidad de crecimiento de las esporas. Esto podria contradecir el hecho de que la
estructura de bacteria Gram Positiva de B. cereus la haga menos resistente al ozono que E.
coli, una bacteria Gram Negativa. Pero en este caso, Ding y col. (2019) [113] estudiaron las
esporas secretadas por B.cereus, e incluso en el articulo mismo comprobd que poseen mayor
hidrofobicidad en su superficie que E. coli. Esto indica que en el cultivo B. cereus son mas

resistentes que las bacterias de control E. coli [113].

La Tabla 14 muestra las constantes de velocidad de crecimiento y muerte celular para el
estudio de Katzenelson y col. (1974) [13]. El ozono empleado es disuelto en 400 ml PBS 0.05
M, y varia de concentraciones 0.04 a 1.3 ppm. De acuerdo a la Tabla 14, la concentracion de
ozono de 0.065 ppm, es suficientemente baja para evitar la muerte celular; las bacterias, por

ende debieron manifestar una minima promocion de crecimiento como muestra la velocidad
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de muerte celular. Esto concuerda con la observacién del trabajo original de la respuesta del

cultivo a la variacion de la dosis [13].

Esta observacion podria indicar un intervalo de concentraciones donde se puede presentar
una breve instancia de promocién del crecimiento. Los datos de la Tabla 14 indican que por
cada incremento de dosis de 0.015 ppm de ozono entre 0.04 ppm y 0.07 ppm, el incremento
del valor de fi,,.., €S aproximadamente 0.025, y dichos valores son positivos a diferencia de
los valores registrados para el intervalo de concentraciones de ozono en solucion acuosa en
B. cereus reportados por Ding y col. (2019) [113]. Ademas, el cambio en las constantes de
muerte celular 7203 indica que el ozono también provoco una aceleracion del metabolismo, y
cuando el cultivo bacteriano inicié adhesion entre si con propdsitos de supervivencia, el ozono
hizo disminuir en parte la adhesion, lo que podria explicar la disminucion de la escala de las

velocidades de muerte celular del cultivo.

Tabla 14. Constantes de crecimiento maximay de ozonacion en E. coli con datos

calculados reportados por Katzenelson y col. (1974) [13].

03=0.04 ppm 03=0.065 ppm 03 =0.07 ppm 03=1.3 ppm
Fionax 1.846 1.87 1.896 1.895
I.C. (1.839, 1.854) (1.866, 1.873) (1.88, 1.912) (1.876, 1.914)
EOs -1.108X10* 3.38X103 1.892X104 -1.892X10*
I.C. | (-1.153 X10% -1.063 (3.176 X103 3.584 | (1.803 X107, 1.98 | (-1.998 X10% -1.787
X10%) X10%) X10%) X10%)
Ind. 0.9831 0.9957 0.9086 0.9041
Corr

La Figura 10 muestra la reproduccion en porcentaje de viabilidad bajo los efectos de
ozonacién en fase liquida de E. coli. La gréafica es una fiel representacion de la linearizacion
de las curvas originales, donde hay una respuesta de dosis entre 0.04 ppm y 0.07 ppm que
sustenta lo visto en las constantes de muerte celular en la Tabla 14. En la Figura 10, la
inactivacion es mas rapida en los primeros segundos, indicando también una segunda fase
de inactivacion, demostrando una cinética de doble fase. La eliminacion de E. coli varia desde
99.4% hasta 99.998% de la poblacion.
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Figura 10. Modelado del efecto del ozono sobre inactivacion de E. coli (Katzenelson, y
col. (1974)) [13].

La aplicacion del modelo propuesto abarcé también sistemas de ozonacion en fase gaseosa
de las bacterias. La Tabla 15 muestra los calculos de las constantes de crecimiento y muerte
para el estudio de Thanomsub y col. (2002) [130]. Su trabajo estudio el efecto de ozono (0.167
ppm/min, fase gaseosa) sobre varias concentraciones de E. coli (10® a 10 CFU/ml) por 30
minutos. Para la comparacion de estos perfiles, el experimento también incluy6 un cultivo de
107 CFU/ml como control. Los resultados pierden certidumbre, considerando los indices de
correlacion, los cuales tienen valores entre 0.49 y 0.51, a excepcién de la concentracion de
10® UFC/ml, cuyo indice correspondiente es 0.9789.

Thanomsub y col. (2002) [130] observaron que la concentracion de bacterias es el Unico factor
determinante para la eficiencia de la ozonacion, y esto se vuelve a notar en concentraciones
de 10% UFC/mly mayores. Esta dinAmica de reaccién del ozono es monomolecular, y cualquier
correlacion o proporcionalidad seria solamente de la parte de la viabilidad, lo cual disminuye
la eficiencia del modelo propuesto, porque la dindmica de reaccion con la que se construyo el
modelo es bimolecular, donde la velocidad depende de ambos reactivos, mostrando una

limitante del modelo en sistemas con ozono en fase gas.
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Modelado del efecto de la dosificacion de ozono disuelto en la supervivencia celular

Tabla 15. Constantes de crecimiento maximay de ozonacion en E. coli calculados con

Control
Honax -16.74
I.C. (-16.82, -16.66)
ko, -1.631X10°
I.C. (-1.638 X105, -1.624 X10°)
Ind.
Corr. 0.5428
10° UFC/ml 10* UFC/ml 10° UFC/ml 10° UFC/ml
Honax -0.9347 -0.9223 -0.9034 -4.523
I.C. (-0.9398, -0.9296) | (-0.9275, -0.9172) | (-0.9086, -0.8983) | (-4.527, -4.52)
Eo3 -6.672X10* -6.606X10* -6.483X10* -1.603X10°
I.C. (-6.699 X104, (-6.633 X104, (-6.511 X104, (-1.603X10°, -
-6.645 X10% -6.579 X10% -6.456 X10% 1.602X10°)
Ind. 0.5112 0.5046 0.4916 0.9789
Corr.

Para mejorar el modelo para representar otros sistemas de ozonacioén fase gas con dinamica
de reaccion monomolecular, se podria modificar el modelo para que la concentraciéon de
bacterias sea el principal reactivo limitante, pero aun conserve solamente la constante de
ozonacién y la funcion de dosificacion y donde la concentracion de ozono en fase gas sea
mucho menor a 1 ppm. Otra posible solucion podria ser modificar el modelo para asumir una

dindmica pseudomonomolecular.

El valor negativo de la constante de crecimiento fi,,,4, €S un ejemplo de la limitante del modelo,
ya que aun sin ozono, muestra un menor crecimiento en comparacion con otros cultivos, lo

cual no hace el dato representativo, por el bajo valor de 0.5 en el indice de correlacion.

La Figura 11 muestra la comparacion de los perfiles de inactivacion de las diferentes
concentraciones de E. coli en el trabajo de Thanomsub y col. (2002) [130]. La obstruccién de

la accién del ozono sobre el cultivo en concentraciones de 10° UFC/ml, permiti6 que el
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crecimiento bacteriano sobreviva por mayor tiempo mientras el ozono inactivd por completo
el cultivo con 10% a 10° CFU/mI. Como evidencia, la poblacién de 10 UFC/mI esta cercana a
la poblacién de control (107 CFU/ml). El modelo muestra el descenso poblacional de las curvas
en las concentraciones de 10% a 10° CFU/ml, indicando que el ozono terminé de eliminar el
cultivo entre 15 y 30 minutos.

108

108

¢ 10% CFU/mML
® 10* CFU/,mL
+ 10% cFU/,mL
* 10% CFU/,mL

102 H Control

10°

Concentracion de bacterias (CFU/ml)

I
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de exposicion al ozono, min

Figura 11. Modelado de efecto del ozono en inactivacién de E. coli (Thanomsub y col.
(2002)) [130].

Otro trabajo empleado para validar el modelo fue el de Kozusny y col. (2018) [131], quienes
emplearon una concentracién de ozono en fase gas de 4 ppm (1 ppm fase liquida) para
estudiar sus efectos en concentraciones de 102 a 10° UFC/ml de E. coli. En los resultados
detallados en la Tabla 16, los valores negativos de fi,,., Muestran una inhibicién en un grado
entre -1 y -100. Los valores negativos de fi,,,, €n todas las concentraciones del cultivo y los
valores de las constantes de muerte celular Eos mostrando valores negativos de orden 10* a
10° implican que el ozono contintia mostrando la capacidad de erradicar el cultivo bacteriano

y ha impedido la proliferacion de las bacterias.

La concentracion de 10% y 10° CFU/ml registro resultados de indices de correlacion entre 0.5

y 0.7, lo cual podria atribuirse a la misma limitante del trabajo en Thanomsub [130]. Mientras
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gue en las otras concentraciones, el modelo muestra eficiencia en sus indices de correlacion,

los cuales tienen valores entre 0.85y 0.95.

Tabla 16. Constantes de crecimiento maximay de ozonacidn en E. coli calculadas con

reportados por Kozusny y col. (2018) [131].

Control

Pimax 1

I.C. (00, 00)

ko, -1.656X10°

I.C. (-1.657 X10°, -1.655X10°)

Ind.
Corr. 2.317X101*2

102 UFC/ml 103 UFC/ml 10* UFC/ml 10°UFC/ml

Finax -0.8687 -1.528 -2.277 -3.679

I.C. (-0.878, -0.8593) (-1.534, -1.522) (-2.284, -2.271) (-3.686, -3.671)

EOg -8.165X10* -1.09X10° -1.283X10° -1.512X10°

I.C. (-8.227 X10*, -8.103 (-1.094 X10°, -1.087 (-1.286 X10°, -1.28 (-1.514 X10°, -1.509

X10%) X105) X105) X10°)

Ind. 0.5097 0.8586 0.9197 0.9554

Corr.
10° UFC/ml 107 UFC/ml 108 UFC/mI 10° UFC/ml

Pinax -6.401 -13.15 -14.76 -73.55

I.C. (-6.416, -6.386) (-13.2, -13.1) (-14.81, -14.7) (-73.96, -73.14)

’1203 -1.572X10° -1.342X10° -1.383X10° -1.204X10°

I.C. (-1.575 X10°, -1.57 (-1.345 X10°, -1.339 | (-1.387 X105, -1.38 (-1.208 X10°, -1.2

X105) X105) X105) X105)

Ind. 0.9363 0.8511 0.8382 0.6998

Corr.

Hay que notar que la velocidad de muerte celular en concentraciones de 106y 10’ CFU/ml de
E. coli es mayor a las velocidades de muerte celular reportadas para las mismas
concentraciones del cultivo, reportadas por Ding y col. (2019) [113]. En el trabajo de Kozusny

y col. (2018) [131], la concentracion de ozono en fase gaseosa de 4 ppm equivaldria a la
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concentracion de ozono disuelto en solucion acuosa de 1 ppm. Es posible que el ozono ataque
el cultivo bacteriano mas rapido al estar disuelto en solucién acuosa, mientras que en el
trabajo de Kozusny y col. (2018) [131] el ozono en mezcla de forma gaseosa sea mas lento
en atacar al cultivo al tener que saturar primero, la fase liquida. Esto, combinado con un flujo
constante de ozono, por lo menos permitiria al gas eventualmente alcanzar a desinfectar el
cultivo de tal manera que la muerte celular que provoque sobre las bacterias sea de mayor
velocidad que en el trabajo reportado por Ding y col. (2019) [113]. Las curvas de la disminucién
de la eficiencia del tratamiento aparecen en la Figura 12, juntos con los puntos pertenecientes
a los datos del trabajo original. En las concentraciones mas altas, la inactivacion total del

cultivo se prolonga hasta tiempos de 7 minutos.

4 Control
® 1072} CFU/,mL}

+ 10° CFU/,mL
* 10% CFU/mL
B 105 CFU/,mL
A 10% CFU/mL
» 107 CFU/,mL
< 108 CFU/,mL
* 10° CFU/,mL

Porcentaje de Viabilidad (%)

T

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo, s

Figura 12. Modelado del efecto del ozono en inactivacion de E. coli (Kozusny et. al.
2018) [131].

La Figura 12 muestra que el incremento de la concentracion inicial de bacterias, retardo la
inactivacion del cultivo. A una concentracion mayor de ozono, el modelo no parece mostrar la
limitante en todas las concentraciones bacterianas, lo cual es consistente con el trabajo de
Thanomsub y col. (2002) [130]. La limitacién a la inactivacion fue principalmente dependiente
de la concentracion de bacterias, pero con la concentracion mayor de ozono de 4 ppm en

comparacion a la de 0.167 ppm en el trabajo de Thanomsub y col. (2002) [130] la
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inconsistencia en los indices de correlacion indica que la concentracion del ozono no es

completamente irrelevante como reactivo.

Los célculos de las constantes de crecimiento y de ozonacion reportados en la Tabla 16 fueron
mas precisos excepto en la concentracion de 10?2 UFC/ml, como indican los indices de
correlacion; esto refuerza la propuesta de que se modifique el modelo para estos sistemas
para simular una dinamica monomolecular o pseudomonomolecular, ya que una cinética de
pseudo-primer orden seria mas apropiada. Todos estos resultados llevan a concluir que el
modelo propuesto ha demostrado ser eficiente en sistemas de ozonacién de E. coli en fase

liquida.

Sin embargo, el modelo propuesto manifesto limitaciones en la fase gaseosa; a diferencia de
la concentracién de ozono de 0.12 ppm administrada en células, en otras concentraciones
mayores a 1 ppm en un sistema de inactivacion de bacterias existe la posibilidad de que la
eficiencia del tratamiento disminuya. Los resultados implican que la concentracién del ozono
en forma gaseosa no es relevante para la eficiencia de la inactivacion. Esto significa que en
dichos estudios los resultados experimentales se asemejan a dinAmicas monomolecular y
pseudomonomolecular, donde la velocidad de reaccibn del ozono depende de la
concentracion celular, la cinética de muerte celular es irrelevante en la mayoria de estos casos
debido a que la velocidad de muerte celular no es afectada por la dosificacién, y se reduce la
eficiencia de inactivacion del cultivo bacteriano debido a que se liberan componentes

intracelulares que compiten con la reaccion del ozono.
3.3 Modelado propuesto en Virus

Se evaluaron trabajos donde el ozono propicid la inactivacion de Poliovirus Tipo | y el
bacteriofago Colifago T2. Sangsanont y col. (2020) [14] emplearon ozono (0.08 ppm y 0.25
ppm, fase liquida) para estudiar su efecto sobre el genoma y las capsides del Poliovirus Tipo
I, donde se estudiaron seis perfiles: los perfiles de inactivacion monitoreados por los ensayos
de RT-gPCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa), EMA g-PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa con monoazida de bromuro de etidio), la prueba de
conteo de placas; y los perfiles de los modelos de Chick-Watson (CW) [137-138], Chick-
Watson Modificado (MCW), y modelo modificado de Factor de Eficiencia de Hom (EFH), por
Haas y col. (1994) [139]. Sangsanont y col. (2020) [14] expresaron los resultados en escala
logaritmica reportando la velocidad de inactivacion log N;/N, (log concentracion a tiempo t

sobre concentracion inicial). Sin embargo, el uso de esa escala en el programa del modelo
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propuesto en MatLAB, provoco inconsistencias en el célculo de las constantes de crecimiento
y ozonacion. Como evidencia del error, los indices de correlacion resultaron tener valores
negativos cercanos a -0.10. Esto llevd a la decision de realizar la simulacién en escala

log Ny /N;, para obtener resultados coherentes.

Para la comparacion entre los tres modelos y el modelo propuesto, la Tabla 17 muestra los
coeficientes de correlacion, las constantes de desinfeccion k y las constantes del degradacion
del desinfectante k' para los tres modelos, los coeficientes de dilucién n para el modelo de
Chick-Watson madificado y los exponentes del modelo modificado de Hom m [139], que se
calcularon usando cada uno de los tres modelos para cada una de las dosis de ozono, donde
se puede ver gue el modelo mejor ajustado es el modelo modificado de Hom, con indices de

correlacion superiores a 0.99.

Tabla 17. Constantes de Desinfeccién e indices de Correlacion de los modelos
empleados por Sangsanont y col. (2020) [14].

Modelo | Os(ppm) k K n m i.C.
0.08 58.011 0.364 - - 0.848
Cw
0.25 11.221 0.114 - - 0.477
0.08 2.31 X10* | 0.364 | 3.004 1 0.990
MCW
0.25 3.71X10%| 0.114 6.185 1 0.880
EFH 0.08 19.464 0.364 | 0.438 0.440 0.999
0.25 2.333 0.114 | -0.722 | 0.041 0.996

En la Tabla 18 se presentan los parametros calculados con el modelo propuesto en este
trabajo; como se puede apreciar, los indices de correlacion de las constantes fipax Y ko,

muestran que en los perfiles de inactivacion pertenecientes a los ensayos de RT-qPCR el
ajuste del modelo fue menos preciso que para el ajuste de los datos para el método de conteo
de placas, EMA-g PCR vy los tres modelos. Los resultados obtenidos de los modelos
empleados por Sangsanont y col. (2020) [14] son m&s precisos, registrando indices de

correlacion mayores de 0.9.

Las constantes del crecimiento fi,,,, (Tabla 18) muestran que la proliferacion es casi

inexistente. Las constantes de muerte celular Eog indican una inactivacién para todas las
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series en una escala de 10* a 10°, probando la rapida eliminaciéon del virus en los primeros

segundos.

Por otro lado, haciendo una comparacion de los datos pertenecientes a la dosis de 0.25 ppm
en la Tabla 17 con los datos del modelo propuesto en la Tabla 18 se puede observar que el
modelo propuesto demostro ser eficiente con una mejor representacion del comportamiento
de la cinética en comparacion a los modelos de Chick-Watson modificado y original. El modelo
resulté ser comparable al modelo modificado de Hom (Haas, C. N. y col. (1994)) [139], pues

ambos describen la cinética de inactivacion, con aproximadamente la misma precision.

Tabla 18. Constantes de crecimiento maximay de ozonacion en Poliovirus Tipo 1
calculadas con datos reportados por Sangsanont y col. (2020) [14].

Concentracion Ozono Disuelto = 0.25 ppm

RT-PCR EMA-q-PCR Prueba conteo de Placas
Finax -3.193 -0.2616 -0.1944
I.C. (-3.42, -2.966) (-0.3133, -0.21) (-0.2016, -0.1872)
EOg -1.753X10° -1.33 X10° -5.252X10*
I.C. (-1.791X10%, -1.715X105) (-1.364 X10°, -1.297 X10°) (-5.289 X104, -5.215 X 10%)
Ind. Corr. 0.7149 0.8589 0.9874
Chick-Watson Chick-Watson Modificado Factor Eficiencia de Hom
Bmax 0.08586 -0.2147 -0.118
I.C. (0.08266, 0.08907) (-0.2217, -0.2077) (-0.1243, -0.09926)
’1203 -1.961X10* -4.426X10* -5.097X10*
I.C. (-1.981 X10%-1.941 X10% | (-4.455 X10% -4.396 X 10 (-5.177X10% -5.017X10%
Ind. Corr 0.9919 0.9892 0.9549

Hay que notar que los datos de las columnas para el ensayo de RT-gPCR es el menos
representativo para los valores de las constantes fi,,,, , Mientras que las constantes en el
calculo de Chick-Watson se asemejan un poco mas pero siguen siendo incapaces de
representar la cinética de inactivacion. Esta limitante del modelo Chick-Watson es inherente
desde el resultado de su propio indice de correlacion en la Tabla 17 a 0.25 ppm de ozono. No
es una limitante del modelo propuesto. Los otros cuatro perfiles describen mejor la cinética de

inactivacion.
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La Figura 13 muestra la gréafica en escala logaritmica de ozonacion en fase liquida del estudio
de Sangsanont y col. (2020) [14], con concentracion de ozono de 0.25 ppm. La Figura 13
representa la velocidad de inactivacion en una escala logaritmica (log Ny/N;). En esa grafica
se reproducen los perfiles de crecimiento de los modelos de Chick-Watson [137-138],
Modificado de Chick-Watson y de Factor de Eficiencia de Hom [139], asi como los perfiles de
crecimiento de las pruebas de conteo de placas, RT-gPCR y EMA-gPCR en series de iconos

cada uno, la trayectoria modelada por el modelo propuesto son las curvas de inactivacion.

Z«
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o
| RT-gPCR
| EMA-qPCR
Plaque Assay
Ccw
¢ wmow

HFM
—— RT-qPCR(MOD)
EMA-qPCR(MOD)
Plaque Assay(MOD)
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HFM(MOD)

8 1 I 1 1 1
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Figura 13. Modelado del efecto de ozono a concentracion de 0.25 ppm en inactivacion
de Poliovirus Tipo 1, (Sangsanont y col. (2020)) [14].

Los resultados de la grafica muestran un pico de un rapido incremento de la viabilidad para la
curva roja perteneciente a la prueba RT-q PCR, lo cual puede relacionarse a la leve
ineficiencia causada por las limitantes del ajuste del modelo. Otra posibilidad es que en el

primer segundo de la curva de inactivacion hubo un periodo de ajuste donde los datos tardaron
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unas décimas de segundo en ajustarse a la ecuacion, el cual se ha corregido inmediatamente

antes de concluir el primer segundo del intervalo.

Las curvas de EMA-q PCR y la prueba de conteo de placas demuestran un perfil de
inactivacion mas similar a las de los modelos de Chick-Watson Modificado y el modelo
modificado de Factor de Eficiencia de Hom [139]. La prueba de conteo de placas, por no tener
las limitaciones de las otras dos pruebas, puede asimilar mejor un perfil de inactivacién cuya
cinética seria de pseudo-primer orden, incluyendo la seccién del hombro. Mientras que la
iteracién original del modelo de Chick-Watson [137- 138] fue incapaz de simular la seccién del
hombro y la cola en la inactivacion, lo cual es sustentado por su bajo indice de correlacién, su
version modificada fue mas robusto y mostré ser mas versatil en poder simular un perfil mas
completo. EI Modelo modificado de Hom [139] supera a los otros dos modelos empleados por
Sangsanont y col. (2020) [14], y respalda la evidencia de que éste y el modelo propuesto en
este trabajo muestran resultados con gran concordancia, considerando la reproduccion de los

seis perfiles por el modelo propuesto.

Por otro lado, la Tabla 19 muestra los parametros calculados para la inactivacién del Poliovirus
Tipo 1, a una concentracion de ozono disuelto es 0.08 ppm. Se puede ver el mismo
comportamiento para el perfil de RT-q PCR en las constantes en la Tabla 18 respecto a las
pruebas cuantitativas. Los indices de correlacién indican que el modelo propuesto, en
comparacion, es mas eficiente en calcular las constantes de ozonacion que el modelo normal
de Chick-Watson [137-138] (0.998 en la Tabla 19, 0.848 en la Tabla 17 [14]). La eficiencia del
modelo propuesto es comparable con el modelo de Hom [139], con indices de correlacion
0.9986 en la Tabla 19, 0.999 en la Tabla 17 [14]. También concuerda con los resultados del
modelo Modificado de Chick-Watson (indices de correlacién 0.9447 y 0.990, respectivamente)
[14].
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Tabla 19. Constantes de crecimiento maximay de ozonacidn en Poliovirus Tipo 1

calculadas con datos experimentales reportados por Sangsanont y col. (2020) [14].

Concentracién Ozono Disuelto = 0.08 ppm

RT-PCR EMA-g-PCR Prueba conteo de Placas
Bmax -2.498 -1.243 -0.2779
I.C. (-2.738, -2.257) (-1.284, -1.202) (-0.2813, -0.2746)
7203 -1.666X10° -1.716X10° -5.724X10*
I.C. (-1.708 X 10°, 1.623 X 10°) (-1.732 X 10°, 1.7 X 10°) (-5.742 X10%, 5.708 X10*)
Ind. Corr. 0.6082 0.9630 0.9980
Chick-Watson Chick-Watson Modificado Factor Eficiencia de Hom
Pnax 0.002073 -0.4056 -0.2594
I.C. (0.001282, 0.002863) (-0.4269, -0.3842) (-0.2622, -0.2567)
’kog -3.296 X10* -5.14 X10* -5.28 X104
I.C. (-3.301 X104, -3.292 X10% | (-5.208 X10% -5.072 X10%) | (-5.293 X 10%, -5.267 X 10%)
Ind. Corr. 0.9998 0.9447 0.9986

Las constantes de muerte por ozonacion mostradas en la Tabla 19 indican que la inactivacion

del virus es similar a la inactivacion expresada en la Tabla 18, implicando que el ozono es

bastante eficiente en desinfectar virus como lo es en desinfectar bacterias.

La Figura 14 muestra los resultados de la representacién de los perfiles de la inactivacién de

Poliovirus tipo | a la concentracién de ozono disuelto de 0.08 ppm reportados por Sangsanont

y col. (2020) [14]. EI mismo comportamiento impreciso de los perfiles de las pruebas

cuantitativas de PCR se presenta nuevamente en esta figura, sin embargo el modelo

modificado de Chick-Watson (curva magenta) muestra el mismo pico que el perfil de RT g-

PCR, mientras que los modelos empleados por Sangsanont y col. (2020) [14] mostraron un

perfil de inactivacién con mayor precision, de los cuales el modelo de factor de eficiencia de

Hom [139] demostré ser el mas eficiente.
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Figura 14. Modelado del efecto de ozono a concentracion de 0.08 ppm en inactivacion
de Poliovirus Tipo 1, (Sangsanont y col. (2020)) [14].

Podria ser que en el primer segundo de la reproduccién haya habido un periodo de ajuste de
los datos a la ecuacion del modelo propuesto. Antes de pasar el primer segundo, se ha
corregido esto. Sin embargo, los datos han de variar tan lento para la alta sensibilidad del
modelo, por lo que el modelo detectaria la primera variacion en velocidad de inactivacion un
poco tarde debido a que la sefial de la salida del primer dato se manifesta unas décimas muy

tarde.

El ultimo trabajo revisado para validar el modelo fue el reportado por Katzenelson y col. (1974)
[13], quienes estudiaron la inactivacion del Poliovirus tipo | en células animales y Colifago T2
en E. coli. En su trabajo emplearon el ozono disuelto en concentraciones de 0.3 ppm, 0.8 ppm
y 1.5 ppm (fase liquida). Los experimentos del trabajo fueron realizados con cultivos que
habian sido conservados a temperaturas de -70°C, para estudiar el efecto del ozono sobre
ellos. Sin embargo, por razones técnicas, uno de estos cultivos tuvo que ser transferido a un

congelador a una temperatura de -15°C, lo cual influye en su resistencia al ozono [13]. Para
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evitar esto en experimentos posteriores, sometieron el cultivo de Poliovirus a Ultrasonicacion

para disolver los grumos; éstos ultimos no se evaluaron con el modelo [13].

Las constantes de crecimiento calculadas con el modelo ajustando los datos de Katzenelson
y col. (1974) (Tabla 20) indicaron una velocidad de crecimiento positiva, cuyos valores estan
en un intervalo de 2.04 a 2.06, lo cual es una velocidad mayor en comparacion a las
constantes de crecimiento observadas en la evaluacion de células y bacterias. Los indices de
correlacion tienen valores mayores a 0.97, los cuales indican que el modelo propuesto siguid

mostrando una alta eficiencia al evaluar la cinética de muerte del Poliovirus.

Tabla 20. Constantes de crecimiento maximay de ozonacién en Poliovirus Tipo 1
calculadas con datos reportados por Katzenelson y col (1974) [13].

0.3 ppm Ozono 0.8 ppm Ozono 1.5 ppm Ozono
Hnax 2.058 2.044 2.045
I.C. (2.054, 2.061) (2.036, 2.053) (2.034, 2.057)
’1203 -042.2 -1.22X10* -1.245X10*
I.C. (740.4, 1144) (1.173 X10%, 1.266 X10%) (1.182 X10%, 1.309 X10%
Ind. Corr. 0.9962 0.9780 0.9719

Al momento de calcular las constantes de crecimiento y de ozonacion, inicialmente se modifico
el programa ajustando el esquema de modelado para simular una dinamica monomolecular.
Sin embargo, mientras que la concentraciébn de ozono era el reactivo limitante en la
inactivacion de virus, la concentracion de unidades formadores de placas (UFP) aln tenia
cierta influencia, indicando que la velocidad de reaccion de ozono no dependié completamente

de la concentracién de ozono, sino también de las UFP.

El factor principal que contribuye a tener que involucrar a la concentracion de UFP en la
cinética de esta fase es la dificultad de inactivar los residuos del cultivo, donde menos del 5%
de la poblacion viral desarrollé una conglomeracién entre si de grumos acaparando hasta
viriones [13], lo cual los hace mas resistentes a la ozonacién. Este fenomeno sucedi6 con el
Poliovirus y el Colifago T2 incluso antes de comenzar la ozonacion, pero el trabajo original
reporté que solamente se ha cambiado la temperatura de almacenamiento del Poliovirus, pero

no sucedi6 lo mismo con el Colifago T2 [13].
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Debido a este evento el ajuste al esquema de modelado considera adn la variacion de la
concentracion de UFP la cual no es un reactivo limitante, pero puede repercutir indirectamente
en los resultados, ya que hay posible co-dependencia de parte de la velocidad de reaccion de
ozono con la variacion de este reactivo para Poliovirus y Colifago T2. Posiblemente la
concentracion de viriones que formen grumos dependa de la concentracion de UFP en el
cultivo. Lo anterior llevé a repetir los calculos, pero esta vez, con ajustes al modelo para que

simule una dindmica de reaccién pseudomonomolecular.

Por los resultados presentados en la Tabla 20, el ozono no ha reducido la proliferacion a cero,
pero la velocidad de muerte celular se encuentra en orden de escala 104, por lo que es mayor

en las tres dosis a la velocidad de crecimiento.

La Figura 15 representa los perfiles de inactivacién en escalas de porcentaje de viabilidad, un
parametro adimensional, por lo que la reproduccién de la gréfica fue en una escala de
unidades normalizadas derivadas de los porcentajes del archivo original. La Figura 15 muestra
que el aumento de la dosis del ozono contribuy6 a una eliminacion proporcional de 99% a
99.9% del Poliovirus, principalmente en los 8 primeros segundos. Después de esta primera
curva de inactivacién, se observa una segunda etapa de inactivacion muestra que la
eliminacion del cultivo varia con el tiempo con el incremento de la dosis de ozono, desde los
2 minutos hasta los 56 segundos. Esta cinética de doble fase podria ser en parte a la
formacion de grumos en los cultivos que ha sido promovida por el cambio de temperatura de
almacenamiento de -70°C a -15°C [13].
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Figura 15. Modelado del efecto de ozono en Poliovirus Tipo 1 reportado por
Katzenelson y col. (1974) [13].
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Para estudiar la inactivacion de Colifago T2, Katzenelson y col. (1974) [13] emplearon el ozono
disuelto en 400 ml PBS 0.05 M, cuyas concentraciones fueron 0.01 ppm, 0.09 ppm y 0.26
ppm. Al igual que en el estudio de Poliovirus, la formacion de grumos habia también influido
en los céalculos de manera que la simulacion de una dindmica monomolecular haria que los
calculos de las constantes no sean representativos. Originalmente los resultados para
Colifago T2 registraron un indice de correlacién entre 0.5 y 0.6. Para el caso de Colifago T2

se ajusté el esquema de modelado para una dinamica de reaccion pseudomonomolecular.

Las Tablas 21y 22 muestran los calculos bajo esa consideracidn para las tres concentraciones
de ozono reportadas. La Tabla 21 considera la concentracion de ozono como el factor limitante

mientras la concentracion de UFP como el factor de menor influencia.

Tabla 21. Constantes de crecimiento maximo y de ozonacién en Colifago T2
calculadas con datos reportados por Katzenelson y col. (1974) [13], (Factor limitante

03).
0.01 ppm Ozono 0.09 ppm Ozono 0.26 ppm Ozono

Hnax -0.006836 0.0002108 -3.105X10°

I.C. (-0.007213, -0.006458) (0.0001672, 0.0005889) (-0.0004106, 0.0003485)
’1203 -1.486 X103 -25.25 -7.449

I.C. (-1.507 X103, -1.464 X103) (-46.53, -3.974) (-28.75, 13.85)

Ind. 0.9998 0.9998 0.9998
Corr.

Por los resultados en las tres dosis de ozono, la velocidad de crecimiento fue insignificante.
En la dosis de ozono de 0.26 ppm, el crecimiento no sé6lo es negativo sino que registra valores

de orden 107, pero las velocidades de muerte celular disminuyen.

Los célculos de las constantes de la Tabla 22 se diferencian de la Tabla 21 en que se hizo un
ajuste al esquema de modelado para poder simular el escenario inverso: la concentracién de
UFP es el factor limitante, pero la concentracion de ozono tiene minima influencia en la

velocidad de reaccion del ozono y en la cinética de inactivacion.
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Tabla 22. Constantes de crecimiento maximay de ozonacion en Colifago T2

calculadas con datos reportados por Katzenelson y col. (1974) [13], (Factor limitante

UFP).
0.01 ppm Ozono 0.09 ppm Ozono 0.26 ppm Ozono

Bmax 0.001032 0.0002111 -3.108 X10°®

I.C. (0.0006499, 0.001415) | (-0.000167, 0.0005891) (-0.0004106,

0.0003485)

ko, -0.1999 -0.007569 -0.002235

I.C. (0.1935, 0.2064) (0.001186, 0.01395) | (-0.004154, 0.008625)
Ind. 0.9998 0.9998 0.9998
Corr.

Las constantes de crecimiento se encuentran del orden 102 a 10®, indicando un crecimiento
casi insignificante en las dosis de 0.01 y 0.09 ppm de ozono. Esto fue nulo por el valor de
Hmax €N la dosis de ozono a 0.26 ppm. Los valores de ozonacién son mayores a los de las
constantes de crecimiento, aunque se encuentran en orden 10t a 103, lo cual indica que la
dosis del ozono sigue teniendo efecto en la inactivacion del cultivo aln si se considera la

concentracion de PFU como variable relevante.

El ozono sigue siendo capaz de causar la muerte celular pero posiblemente las bacterias
inoculadas por el virus sean capaces de poder poner cierta resistencia al cultivo, si se
compara con las dosis empleadas para Poliovirus. La formacion de grumos en PFU
posiblemente también ha proporcionado posible resistencia al cultivo viral, considerando que
Katzenelson y col. (1974) [13] someti6 el cultivo a ultrasonido antes de ozonarlo después de

ver la intervencion de los grumos en cultivos en cultivos ozonados sin ultrasonido previo.

La Figura 16 muestra la representacion de la inactivacion del Colifago T2 realizada también
en el estudio de Katzenelson y col. (1974) [13]. La Figura muestra que la eliminacion tuvo
lugar en dos etapas, y la primera etapa rapida de inactivacioén duré 10 segundos, donde
entre el 99.9% y 99.95% de la poblacién muere. El ozono elimina la poblacién restante en la
segunda etapa, donde la inactivacion es mas lenta. La comparacion del perfil de porcentaje
de viabilidad para este caso, también involucro la grafica con parametros dimensionales a
una escala similar. El ozono alcanzé una creciente desinfeccion mayor a 99% en los

primeros 10 segundos al incrementar su dosis de 0.01 a 0.26 ppm.
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Figura 16. Modelado del efecto de ozono en inactivacién de Colifago T2 (Katzenelson
y col. (1974)) [13].

Por la grafica de la Figura 16 se puede entender que el perfil de la inactivacion de 0.09 ppm
muestra un leve incremento de la poblacion a aproximadamente los 70 segundos y los 110

segundos.

Estos indicios de resistencia en los cultivos bacterianos y en Colifago no han tenido un impacto
que prevenga la inactivacion total del cultivo, relacionado con la formacién de grumos lo cual
refuerza la resistencia del cultivo Colifago. Sin embargo, el ozono aln sigue teniendo un efecto
constante que provoca la muerte de los diferentes sustratos biol6gicos, con base a los

resultados calculados de las constantes de ozonacién y las graficas presentadas.

Como se puede observar, el modelo propuesto fue eficiente para determinar las constantes
de crecimiento e inactivacion en sistemas de ozonacion fase liquida de Poliovirus y Colifago.
Sin embargo, para algunos estudios, lograr esos resultados implicé hacer una modificacién al
programa para simular una dinamica pseudomonomolecular. En la dinamica de reaccion del
ozono con los cultivos de virus, la dosis de ozono es el Unico reactivo limitante, sin embargo,
la velocidad de inactivacion y su eficiencia dependen también, en menor medida, de la

concentracion del cultivo viral. La capacidad de los viriones de dichos cultivos de formar
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aglomeraciones de grumos entre si lleva a desarrollar resistencia a la ozonacion, causando
gue su eliminacion requiera un mayor periodo de ozonacion. Estas aglomeraciones podrian
incrementar en concentracion conforme aumente la concentracién del cultivo en general, y

significarian un incremento de la poblacion viral de hasta un 50%.

En su comparacion con otros modelos, el modelo desarrollado en este trabajo resultd ser
favorable, en comparacion con otros modelos reportados como el modelo de Poma [119], las
ecuaciones de Ding y col. (2019) [113], el modelo original de Chick-Watson [137-138] y
teniendo la misma precisibn que modelos cinéticos como el modelo modificado de Chick-

Watson o el modelo modificado de Factor de Eficiencia de Hom de Haas y col. (1994) [139].

Hay que recalcar que el modelo desarrollado en este trabajo tiene limitaciones en su disefio.
Hay factores que hay que considerar en futuras recalibraciones y mejoras del modelo, como
la distribucién de los metabolitos secundarios activos en los microorganismos, y la inclusién
de algunos componentes secundarios producto de la ozonacidn en la cinética de vida y muerte
celular. Posibles versiones mejoradas del modelo han de considerar los cambios en estos
factores como resultado de la variacidén de la temperatura y el efecto de la variacién de pH en

la concentracién de radicales libres hidroxilo [OH®].

El modelo podria ser una herramienta valiosa y util para investigaciones futuras, la razén
principal siendo el hecho de que sus resultados coinciden con los modelos de inactivacion de
cinética de primer orden y pseudo-primer orden previamente mencionados en los
antecedentes, y en la mayoria de las ocasiones los indices de correlacion del modelo
propuesto son marginalmente mayores a los de la mayoria de los otros modelos de otros

trabajos con los que se compara.
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Conclusiones

El modelo desarrollado fue efectivo para calcular las constantes de crecimiento y ozonacién
de los tres sistemas mas ampliamente estudiados: células, bacterias y virus. El modelo estudio
la cinética de crecimiento y muerte en estos sustratos biolégicos, mostré buena sensibilidad
asi como indices de correlacion entre 0.9 y 1 para la mayoria de los datos modelados. Los
casos en las que tuvo limitantes con valores inferiores fueron en trabajos con estudios del
efecto de ozono en forma gas en concentraciones altas de E. coli, y ensayos de cuantificacion
de material genético viral como RT-g PCR, y el modelo de Chick-Watson.

La evidencia de las limitaciones del modelo surgié en sistemas donde la administracién de
ozono fue en fase gaseosa durante los estudios de inactivacion de bacterias. En este caso, la
velocidad de reaccién del ozono dependia solamente de la concentracion de bacterias como
su unico reactivo limitante, haciendo que la representacién de la inactivacién consista de una
dindmica de reaccién monomolecular. Esto implica que en ocasiones el modelo con enfoque
a dinamica bimolecular no tendria la representatividad que normalmente mostraria en estos
casos, donde se podria trabajar con una variante cuya cinética enfoque solamente en el
crecimiento de los cultivos y estudie exclusivamente la viabilidad. En el caso del trabajo de
ozonacién de células cancerigenas, se modelaron experimentos donde se administré ozono

en fase gas, obteniendo un indice de correlacién de 1 en los estudios.

Con respecto a los virus, en dicho sustrato bioldgico nuevamente se presenta la limitacion de
aplicar un modelo con enfoque en dindmica bimolecular en la activacién de estos cultivos,
donde la concentraciéon de UFP no tiene mucha influencia en la velocidad de reaccion, sin
embargo no constituye un factor completamente negligible. Los resultados mostraron que en
conclusién, para la cinética de inactivaciéon de cultivos de virus conviene asumir una dinamica

pseudomonomolecular.

Cabe resaltar que el modelo propuesto presenta mayor eficiencia en comparacion a los otros

modelos empleados en la bibliografia considerando los indices de correlacion.

El modelo puede ser capaz ajustar entre escalas decimal y logaritmica de inactivacion,
unidades de viabilidad en células y UFC y UFP de bacterias y virus, e incluso trabajar con
unidades normalizadas derivadas de perfiles representados en parametros adimensionales

para poder calcular las constantes de crecimiento y muerte celular en sistemas de ozono
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disuelto en fase liquida sobre células y bacterias. El modelo tiene mayor validez en sistemas

de suministro de ozono disuelto en fase liquida.

Dependiendo de la velocidad de entrada y salida de datos durante la replicacion del perfil, el
modelo puede necesitar entrar en un periodo de ajuste de unas décimas de segundo
dependiendo de que tanto puedan asimilarse los datos a la ecuacién propuesta. La variacion
de los datos fue muy lenta, no sin antes haber sido lo suficientemente rapida para ser
detectada por el modelo. Sin embargo, la presencia de dichos picos vistos en los pocos casos
de perfiles de inactivacion indica que el modelo necesit6 ajustar esos datos debido a su lenta
variacién, lo cual seria en un intervalo de meras décimas de segundo. Pero la brevedad de
este periodo de ajuste indica que el modelo muestra ser versatil en estos escenarios y puede
reproducir los datos sin ningun problema, ya que este evento no influye en los indices de

correlacion.

Este modelo requeriria calibrarse para poder adoptar un uso universal entre las aplicaciones
de ozono disuelto y en fase gaseosa sobre la inactivacién de los cultivos, pero por ahora
puede haber sentado las bases para una linea de investigacién que estudie con mas detalle
y pueda dar a entender y describir mejor el comportamiento mostrado por las reacciones
bioquimicas entre los lipidos y proteinas en los sustratos biolégicos.
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Anexo |. Esquema de modelado del método integral aplicado al modelo de ozonacidn
de sustratos biolégicos.

El esquema de la Figura 17 representa el método integral del modelo de ozonacién de
sustratos bioldgicos en Simulink representado por la ecuacion (2.19), que muestra los
componentes de crecimiento en el bloque superior (recuadro azul), a los cuales se les restan
el producto de los componentes cinéticos de muerte celular en el bloque inferior (recuadro
rojo). El elemento en el escalén mas bajo es la funcion de pulso donde se especifica el tiempo
de exposicion de los cultivos al ozono vy la frecuencia de administracion de ozono. MatLAB
importa los datos de la concentracién del ozono en un intervalo especificado de tiempo en
forma de un archivo (UMS). La resta de los componentes de ambos bloques equivale a la
forma desglosada de la ecuacién (2.1). MatLAB importa la variacion de la concentracién de
células en forma del archivo (dXMS). Después del proceso de integracién se conectd un
escaner para mostrar el perfil de crecimiento celular en el intervalo especificado de tiempo,
que MatLAB importa como tabla de datos en el archivo (XMS). MatLAB opera con los datos
de estos archivos, a partir de los cuales calcula las constantes de crecimiento y ozonacion
haciendo uso de las ecuaciones (1.8) y (1.9).
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Figura 17. Método integral aplicado al modelo de ozonacidn de sustratos bioldgicos.
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Anexo Il. Esquemade modelado del método derivativo aplicado al modelo de ozonacién
de sustratos biolégicos.

La Figura 18 muestra la estructura del método derivativo aplicado al modelo de ozonacion
de sustratos bioldgicos, que representa las ganancias como representaciones gréficas en

monitores en la simulacién del modelo por medio del algoritmo Super-Twisting.
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Figura 18. Método derivativo aplicado al modelo de ozonacidon de sustratos

biolégicos.
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