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Resumen

El ozono (03), es una sustancia altamente reactiva que ha sido utilizada a nivel industrial
como un desinfectante y depurador de aguas minerales. Recientemente, se ha
incrementado su aplicacion en tratamientos de agentes patdégenos. Sin embargo, pocos
son los reportes cientificos referidos a las directrices sobre los tiempos de exposicion y
las concentraciones aplicadas. El objetivo de la investigacion fue caracterizar un modelo
experimental capaz de mostrar la eficacia del proceso de ozonizacion y que ademas
permita visualizar los dafios inducidos a cortos y largos tiempos de exposiciéon, tomando
en cuenta la alta toxicidad que posee esta sustancia. Para ello, una poblacion larvaria de
pez cebra Danio rerio de 5dpf, fue sometida de forma aguda en un ambiente de O3 de
una concentracion de 0,05 ppm, que fue generada por un equipo OxigenYPlus
Desinfector. Las respuestas toxicas fueron registradas a los 5, 8, 10, 15 y 20 minutos de
exposicion. A tiempos cortos de exposicion, definidos entre 5 y 8 minutos, no hubo
registro de sefales toxicas aparentes. Sin embargo, a partir de los 10 minutos, se
detectaron efectos téxicos significativos como la torsién de la cola de las larvas en el
20% de la poblacién que aumentd a un 60% a los 15 minutos. A partir de los 15 minutos
incrementaron los dafios; con la aparicién de la torsion troncal en un 80% de la poblacidn
larvaria asi como la pérdida de la actividad cardiaca en un 100% de la misma a los 20
minutos de exposicién. Los resultados corroboran la accién toxica del Oz como un
proceso dependiente del tiempo de exposicién asi como de la concentracion. Son estos
parametros de consideracion al momento de asumir cualquiera de las distintitas

aplicaciones de esta sustancia.

Palabras Claves: Ozono (0s3), toxicidad, pez cebra Danio rerio.

Summary

Ozonation (0O:3) in zebrafish Danio rerio larval model.

Ozone (03) is a highly reactive substance that has been used industrially as a disinfectant
and cleanser of mineral waters. Recently, the number of its applications in pathogen
treatment has increased. However, there are few scientific reports concerning the
guidelines on exposure times and concentrations applied. The aim of the investigation
was to characterize an experimental model of ozonation efficiency regarding the damage
induction on both, short and long exposure times, taking into account the substance’s
high toxicity. To this effect, a population larval zebrafish Danio rerio of 5dpf was acutely
subjected to anOs atmosphere of 0.05 ppm, generated by OxigenYPlusDisinfector
equipment. Toxic responses were recorded at 5, 8, 10, 15 and 20 minutes of exposure.

At short exposure times, defined as periods between 5 and 8 minutes, there were no
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apparent signs of toxic log. However, from this point forward, significant toxic effects, as

the twisting of the larvae’s tails, were detected particularly by 20% at 10 minutesand
60% after 15 minutes. After 15 minutes, damage was increased, with the appearance of
trunk torsion on 80% of the larval populations as well asthe loss of cardiac activity on
100% of the larval population at 20 minutes. The results confirm the toxic action of O3
being dependent on the exposure time and concentration. Therefore, these are
parameters to take intoaccount when considering the various applications of this
important substance.

Keywords: Ozone (03), toxicity, ZebrafishDanio rerio.
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Introduccion

El ozono (03) es una sustancia cuya molécula esta compuesta por
tres atomos de oxigeno, formada al disociarse los dos atomos que componen el gas de
oxigeno. Cada atomo de oxigeno liberado se une a otra molécula de oxigeno gaseoso
(02), formando moléculas de Os!'. El Osse puede producir artificialmente mediante
un generador de ozono para ser utilizado a nivel industrial como precursor en la sintesis
de algunos compuestos organicos, pero principalmente como desinfectante depurador y
purificador de aguas minerales?. Su principal propiedad es la de ser un fuerte oxidante,
detectable a concentraciones por debajo de 0,1 ppm. Es bastante soluble, por lo que su
accion irritante se manifiesta en las vias respiratorias superiores3. Aunque no es probable
que el Os de forma natural aparezca en concentraciones peligrosas para el hombre, es
un compuesto extremadamente reactivo*.En los ultimos afios, ademas de su comprobada
eficacia como agente desinfectante del agua, ha repuntado el uso delOs como
descontaminante ecoldgico, sobre todo por parte de las industrias generadoras de
alimentos agricolas para la eliminacion agentes patdgenos en los alimentos
producidos®.Sin embargo, pocos han sido los reportes referidos a las directrices sobre los
tiempos de exposicion y la generacién de efectos toxicos a corto y largo plazo. Esta
situacion ha incentivado la bisqueda de modelos experimentales que permitan establecer
la eficacia del proceso de ozonizacién en cuanto a la inducciéon de dafios debido a la alta
toxicidad que posee esta sustancia. Es por ello que la presente investigacion se ha
propuesto realizar un bioensayo en el modelo larvario de pez cebra Danio rerio que
permita estimar el nivel de toxicidad del Osen cuanto a concentracidon y tiempo de

exposicion.

Materiales y Métodos

Bioensayo de toxicidad con Os

El bioensayo consistié en someter a organismos vivos, como el modelo larvario de pez
cebra Danio rerio, a un ambiente de Oszauna concentracion de 0,05 ppm suministrada por
un equipo Oxigen Y Plus Desinfector, de una potencia de 18W y una producciéon de
500mg/h. Para ello, se realizo una recoleccion de 60 larvas de 5 dias post-fertilizacién, se
colocaron en una capsula de Petri con un nivel minimo de agua de pecera. Esta capsula
fue introducida en la bolsa de polietileno, 8x12 cm, con un punto de entrada a la
manguera dispensadora de Os proveniente del equipo (Fig.1). Seguidamente, se hizo
pasar Os, durante un minuto, hasta alcanzar la maxima capacidad de la bolsa.
Seguidamente, se retiré la manguera y la bolsa fue completamente sellada. A partir de

alli se realizaron las observaciones a través del microscopio Olympus IX71, haciendo
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registros fotograficos a tiempos cortos de 5 y 8 minutos y tiempos mayores de 10, 15y

20 minutos de exposicion.

Resultados

Los resultados no mostraron sefiales de toxicidad a tiempos cortos de 5 y 8 minutos de
exposicién a la atmosfera de 0,05 ppm Os. Sin embargo, a partir de este tiempo se
detectaron efectos toxicos significativos como la torsion de la cola de las larvas,
particularmente en un 20% a los 10 minutos y un 60% a los 15 minutos. A partir de los
15 minutos se incrementaron los dafios; con la aparicién de la torsién troncal en un 80%
de la poblacion larvaria asi como la pérdida de la actividad cardiaca en un 100% de la

misma, a los 20 minutos de exposicién (Fig.2).

Discusion

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demostraron que la aplicacion de
una concentracién de Osde 0,05 ppm, sobre la poblacién larvaria de pez cebra Danio
rerio, actla bioldgicamente sobre el modelo larvario induciendo sefales de toxicidad
dependientes del tiempo de exposicidon. La exposicion aguda de Oz en tiempos cortos,
particularmente entre los primeros 5 y 8 minutos, no promovio sefales aparente de
afeccion alguna en la poblacién larvaria estudiada. Sin embargo, a partir de los 10
minutos en adelante las sefiales de toxicidad fueron evidentes y significativas. Los
resultados obtenidos guardan similitud con los resultados obtenidos por otros autores,
quienes haciendo uso de una concentracion de 0,06 ppm de O3 demuestran efectos
bioldgicos significativos luego de la exposiciéon durante 6horas®.Asi, cabe destacar que la
eficiencia o no del uso Ozen tiempos controlados de exposicion, se debate por tanto entre
valores maximos y minimos de concentracion de Os,de lo cual dependera la aparicién o
no de efectos toxicos a corto y largo plazo, en adultos y neonatos’. En tal sentido, cabe
destacar que la concentraciéon de 0,1 ppm ha sido definida en algunos casos como el
limite recomendado de exposicion de Os en un tiempo de ocho horas, mientras que la
concentracion de 0,03 ppm, ha sido considerada como el limite recomendado de presidon
de Ospara un periodo de 15 minutos®. Efectivamente al comparar una concentraciéon de
Osde 0,05 ppm, ubicada en el 38,46% de la concentracion media considerada por otros
autores, resultaria evidente que una concentracién por encima de misma tendria que ser
aplicada a un menor tiempo. Por tanto, en el caso de los 0,05 ppm su tiempo de
aplicacidon para evitar accion toxica estaria por debajo de las 10 horas y por encima de
este tiempo podria ser utilizada en un posible proceso de desinfeccién de
microorganismos. En tal caso resultaria necesario profundizar sobre cuestiones como el

tiempo de exposicion asi como de las directrices, a corto y mediano plazo, referidas a las
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respectivas concentraciones, lo cual incluiria las evaluaciones concentracion-respuesta,

ya que los diversos efectos téxicos sobre los organismos dependeran de la concentracidn
de Os aplicada. Por otra parte cabe destacar que incluso en concentraciones muy bajas el
O3 este puede ser nocivo para el tracto respiratorio superior y los pulmones, aun
tratandose de una exposicion de corta duracion®.A concentraciones mayores, el ozono
puede producir hipersensibilidad bronquial y respuesta inflamatoria en el tejido
respiratoriol®. Ademadas la exposicién intermitente puede producir una inflamacién en
bronquios y pulmones asi como también puede provocar edema pulmonar el cual puede
aparecer hasta veinticuatro horas mas tarde de la exposicion. El O3 reacciona con
proteinas y lipidos, particularmente con membranas bioldgicas!!. Una pequena cantidad
se absorbe en la sangre; su reactividad extrema limita su habilidad de acumularse. Es
posible que haya efectos secundarios caracterizados por un defecto en la disociacion del
oxigeno de la oxihemoglobina. Incluso en niveles de exposicion de O3 de 0.1 ppm, puede
resultar en un envejecimiento prematuro si la exposicion es lo suficientemente
prolongada®®> 3. De manera que en el campo de la aplicabilidad de desinfeccion contra
microorganismos patdgenos seria recomendable la aplicacion de altas concentraciones

en cortos tiempos de exposicién.
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Fig.1. La figura representa el disefio de experimental para la ozonizacion in
vivo sobre modelo larvario de pez cebar Danio rerio. a) Fuente de ozonizacion,
OxigenYPlus Desinfector. Capsula de Petri con poblacion larvaria de Pez cebra

(2). Bolsa de polietileno 8x12 cm (3). Manguera dispensadora (4). A mayor
aumento (a’), se destaca la capsula contentiva de las larvas en el ambiente

ozonizado. Por Gltimo, observaciéon al microscopio Olympus TX71 invertido,

para registro fotografico y observacién morfolégica.
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Fig.2. La imagen resume los resultados de someter a una poblacion (N=60)

de larvas de pez cebra Danio rerio de 5dpf a una atmosfera de Os de
concentracion 0,05 ppm, proveniente de un dispensador de ozono, durante
diferentes periodos de tiempo de exposicion. Entre los 5 y 8 min, no se
detectaron sefales de toxicidad (a). Estas se hacen evidentes y significativas
entre los 10 y 15 min y se tipificaron a través de la torsion de cola (b-flecha) y
finalmente inhibicidon de la actividad cardiaca, alcanzando la mortalidad a los 20
min (barra negra).
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