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RESUMEN. El sistema de agua purificada No. 1 de la Planta de Produccién del
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia tiene una capacidad de 1 500 L/h
y se alimenta con agua suavizada que se genera en la misma planta. El sistema
esti formado por un grupo de equipos, cada uno de los cuales desempena una
funcién especifica en el tratamiento del agua para obtener la calidad deseada,
segun las especificaciones de la norma USP 24. Los elementos fundamentales
del sistema son una unidad de 6smosis inversa y un desmineralizador continuo.
La distribucién del agua producida se realiza a través de un sistema formado
por: un tanque de almacenamiento de 2 000 L, una bomba centrifuga y un lazo
cerrado, con 28 puntos de uso, de AISI 316L y con retorno al tanque de almace-
namiento. En este tanque se realiza continuamente la inyeccién de ozono, a
través de un eyector instalado en el retorno del lazo al tanque para evitar el
crecimiento microbiolégico y al comienzo del lazo, se encuentra instalada una
lampara de radiacién ultravioleta para destruir el ozono residual antes de los
puntos de uso. Con una frecuencia mensual o cuando los resultados de los ana-
lisis microbiolégicos exceden los limites de aceptacion, se realiza la ozonizacién
del lazo. Los objetivos del trabajo fueron evaluar la efectividad de la inyeccién
de ozono en el tanque de almacenamiento del sistema en estudio y demostrar
las ventajas del método de higienizacién empleado. Los resultados corroboran
la efectividad del tratamiento continuo con ozono para mantener las condicio-
nes microbiolégicas en el periodo de almacenamiento y distribucién del agua.

ABSTRACT. Purified water system at CGEB’s Production Plant has a nominal
generation capacity of 1 500 L/h . This system uses as raw water softened water that is
obtained on a suitable system the Production Plant. The system is formed by several
elements that combine their functions to give to water USP’s 24 quality specifications.
Main processes in this system are reverse osmosis and continuous demineralization.
Distribution of produced purified water is carried out on a system formed by a storage
tank of 2 000 L, a centrifugal pump, an UV lamp and a closed loop with 28 sanitary
point of use. The loop construction material is stainless steel 3161 and the loop returns
tothe storage tank. Ozone is injected continuously on the storage tank, using an injector
installed on the loop return to the tank, to avoid growing of microbial organisms and
at the beginning of the loop an UV radiation lamp is installed to destroy residual ozone
before point of use. Sanitization of the loop is performed with ozone and the established
frequency is once in a month or when microbiological results exceed specifications
approved for purified water according USP 24. The objectives of the work were to
evaluate effectiveness of the ozone injection in the storage tank and to demonstrate
the advantages of the used sanitization system. The results demonstrate the high
effectiveness of continuous treatment of the distribution loop and storage tank using
ozone in order to maintain good microbiological conditions, during storage and
distribution of the high quality produced water, on the tank and in the lines and point
of use in production areas.

INTRODUCCION

El agua es una materia prima que
interviene en los procesos de obten-
ciéon de productos farmacéuticos
desde las primeras etapas hasta la
formulacién final, ya sea en la pre-
paracién de disoluciones, en las di-
ferentes etapas del proceso como tal,
en el lavado y enjuague de equipos
y materiales y en la limpieza de las
areas clasificadas. En los productos
parenterales, como es el caso del que
se ocupa este trabajo, el agua cons-
tituye la mayor parte de su formula-
cién final, por lo que la importancia
de su calidad es aiin mayor. !

En los sistemas de purificacién
de agua se presta particular atencién
a la calidad microbioldgica del agua
porque los microorganismos son las
formas mas costosas de contamina-
cién en la industria biofarmacéutica;
entidades biolégicas vivas y muer-
tas se encuentran en todos los siste-
mas de agua y se requiere de gran-
des esfuerzos para reducir al mini-
mo, el dano que puedan ocasionar.
Otro contaminante biolégico de los
sistemas de agua de elevada calidad
son las endotoxinas. La cantidad en
que se encuentrenestas es un crite-
rio que se aplica para demostrar la
pureza bioldgica del agua, pues su
presencia indica la existencia ante-
rior de bacterias Gram negativas.?
Para tratar de evitar o para eliminar
la contaminacién microbiolégica en
estos sistemas, se siguen procedi-
mientos de higienizacién y(o) este-
rilizacién. El empleo de ozono en los
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sistemas de distribucién de agua de
elevada calidad es una de las varian-
tes que se emplean para mantener
en control de la presencia de micro-
organismos en el agua de proceso.?

Es posible encontrar innumera-
bles reportes acerca del empleo del
ozono en la desinfeccién el agua para
distintos usos, por ejemplo en la
potabilizacién*® y en la obtencién de
agua de proceso.®” Aunque es una
aplicacién conocida no se pudo en-
contrar referencia de la evaluaciéon
de un sistema de higienizacién en
lazos de distribucién empleando
ozono. Actualmente en Cuba, no
existe ninguna otra aplicacién en la
que se emplee el ozono para el con-
trol microbiolégico y la higieniza-
cién de un sistema de distribucion
de agua de elevada calidad.

Este trabajo tuvo como objetivos
evaluar la efectividad de la inyeccién
de ozono en el tanque de almacena-
miento del sistema de generacién y
distribucién de agua purificada en la
Planta de Produccién del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) yrealizar la evaluacién de las
ventajas técnicas y econémicas del
sistema de higienizacién selecciona-
do.

MATERIALES Y METODOS

El sistema de agua purificada No.
1 de la Planta de Produccién del
CIGB tiene una capacidad de gene-
racién de 1 500 L/h y esta formado
por un grupo de equipos, cada uno
de los cuales desempena una fun-
cién especifica en el tratamiento del
agua para obtener la calidad desea-
da, segin las especificaciones de la
norma USP 24.% La distribucién del
agua producida se realiza a través de
un sistema formado por: un tanque
de almacenamiento de 2 000 L, una
bomba centrifuga y un lazo de AISI
316L. El lazo de distribucién consti-
tuye un sistema cerrado, en el que
el agua permanece a una tempera-
tura aproximada de 25 °C, que co-
mienza en el tanque de almacena-
miento y recorre las areas producti-
vas con un total de 28 puntos de uso
y posteriormente retorna al tanque
(Fig. 1).

En este tanque se realiza conti-
nuamente la inyeccién de ozono
para evitar el crecimiento microbio-
l6gico y en el punto de salida del
agua hacia el lazo, se encuentra ins-
talada una lampara de radiacién ul-
travioleta para destruir el ozono re-
sidual antes de los puntos de uso. La
inyeccién se realiza a través de un
eyector instalado en el retorno del
lazo de distribucién antes de la en-

trada del tanque. Con una frecuen-
cia mensual o cuando los resultados
de los analisis microbiolégicos exce-
den los limites de aceptacién se reali-
za la ozonizacioén del lazo durante 2 h,
tiempo durante el cual, se apaga la
lampara de radiacién UV para per-
mitir que aumente la concentracién
de ozono residual en el agua hasta
aproximadamente 0,5 mg/L, la
cual, garantiza que la higienizacién
se realice de forma eficiente.’

Se instalé un generador de ozo-
no modelo OZ0-04LT (Ozomax, Ca-
nad4d), de una capacidad maxima de
5 L/h del gas con una concentraciéon
entre 15y 20 ppm de ozono. Este ge-
nerador se basa en el principio de la
descarga tipo corona y emplea cua-
tro tubos para la generacién del ozo-
no.

La medicién de la concentracion
de ozono en el agua se realiz6 de di-
ferentes formas:

Medicion en linea. A la salida del
aguay después de la ldampara de ra-
diacién ultravioleta se instalé un me-
didor de ozono en linea para mante-
ner el control permanente de la con-
centracion en el lazo de distribucién.

Juego de reactivos de medicién.
Diariamente el operador del sistema
realiz6 la medicién de la concentra-
cién de ozono en el tanque emplean-
do un juego de reactivos (HACH,
modelo OZ-0O, No cat. 20644-00) de
medicién.

Ensayo de laboratorio. Semanal-
mente en el tanque se determind la
concentracién de ozono por el mé-
todo del indigo (colorimétrico), que
es mas exacto y servia para compro-
bar los resultados obtenidos con el
juego de reactivos de medicién.

La determinacién del contenido
microbiolégico de las muestras de
agua se determiné empleando el
método de dterminacién del conteo
total de viables mesoéfilos por el mé-
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todo de placa vertida, método univer-
salmente empleado con este fin. Se
dispuso de la informacién referente
al comportamiento microbiolégico
del sistema de distribucién de agua
purificada en todos sus puntos, pero
para su exposicién en este trabajo,
se seleccionaron dos (inicial y final
del sistema de distribucién) por con-
siderarlos los mas representativos
para el analisis:

AP-PMO012. Punto de muestreo
ubicado a la salida de la ldmpara de
radiacién ultravioleta del sistema de
distribucién.

AP-PMO014. Retorno del lazo de
distribucién al tanque de almacena-
miento. Este es el punto critico del
sistema porque esta ubicado al final
dellazo y cuando el agua llega a este
lugar ha recorrido aproximadamen-
te 640 m de tuberia a través de 28
puntos de uso.

Variantes de higienizacion mas
empleadas

Para controlar la presencia de
microorganismos en sistemas de al-
macenamiento y distribucién de
agua de proceso de elevada calidad,
se aplican en la actualidad diversas
variantes, la mayoria de ellas, em-
pleando sustancias con accién bioci-
da.!® Los agentes biocidas se consi-
deran a su vez, agentes esterilizantes
porque ante su presencia mueren los
organismos vivos (micro y microsco-
picos), asi como sus esporas, que
como se sabe, son las formas de vida
mas resistentes y dificiles de elimi-
nar?(Tabla 1).

Ademas, se emplean con menor
frecuencia, acido peracético, iodo,
compuestos cuaternarios de amonio
y formaldehido.? La adicién de sus-
tancias en los sistemas en cuestioén,
tiene como desventaja que estas de-
ben ser eliminadas antes de los pun-
tos de uso, lo que implica la inclu-
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1. Tanque de almacenamiento.
3. Punto de muestreo PM012.

D¢
A
Puntos
de uso
A
2

2. Ldmpara de radiacién ultravioleta.
4. Punto de muestro PM014.

Fig. 1. Diagrama del sistema de distribucion de agua purificada en estudio.
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Tabla 1. Agentes de higienizacién mas empleados y los menores tiempos de
contacto que se consideran para lograr la efectividad en su aplicacién.

Agente Concentracion Tiempo de contacto
h)
Cloro 50 a 100 mg/L la2
Ozono 0,2a1mg/L <1
Diéxido de cloro 50 a 100 mg/L la2
Pero6xido de hidrégeno 10 % (p/v) 2ab

Las opciones de higienizacién se han dispuesto en la tabla por orden de efectividad.?
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Fig. 2. Representacion grdfica del comportamiento de la microbiologia. Ano 2000.
CA Criterio de aceptacion. AP-PMO012 y AP-PM014 Puntos de muestreo.

sién de pasos adicionales de trata-
miento en los lazos de distribucién.

En otros casos, no se adicionan
agentes quimicos al sistema, sino
que se mantiene el control microbio-
l6gico empleando calor, ya sea calen-
tando el agua durante una parte del
tiempo, generalmente en la noche,

a una temperatura mayor de 80 °C o

haciendo pasar vapor durante un

tiempo que oscila entre 45 miny 1l h

a través del tanque y las respectivas

lineas. Estas variantes tienen como

desventajas que implican un mayor
costo por el consumo de energia, la

necesidad de aislamiento térmico y

de trampas de vapor en las lineas.?

Lainyeccién de ozono en los tan-
ques de almacenamiento es una de
las opciones mas ventajosas:!!12

m Evita la formacién de biopelicu-
las en las paredes y reduce el 95 %
de la poblacién microbiana sus-
pendida. Es uno de los métodos
mas efectivos a temperatura am-
biente.

m Proporciona una accién biocida
mucho mayor que la del cloro.

m Reduce el contenido de compues-
tos orgénicos en el agua. Es uno
de los métodos recomendados
para la reduccién del carbono or-
ganico total (COT) del agua.

m Facilita la eliminacién del agente
de higienizacién mediante radia-
cién ultravioleta. Esta radiacién
aumenta la velocidad de descom-
posicién del ozono en peroéxido de
hidrégeno y oxigeno y el peroxi-
do formado, se disocia rapidamen-
te en iones hidroxilo e hidronio.!

m Requiere bajos costos de opera-
cién y mantenimiento.

La selecciéon del ozono como
agente biocida tiene algunas desven-
tajas por ser un compuesto téxico
por inhalacién, por lo que el perso-
nal debe tomar precauciones adicio-
nales si se detecta la presencia del
gas en el ambiente.* Esta desventa-
ja se atenua por el hecho de que el
umbral olfatorio del ozono (concen-
tracién a partir de la cual el ser hu-
mano es capaz de detectar su presen-
cia) es de 0,01 ppm y la concentra-
cién a la cual comienza a ser téxico
es 10 veces mayor (0,1 ppm), por lo
que es posible detectar la ocurren-
cia de cuaquier escape para aplicar
las medidas que fuesen oportunas
sin que el personal experimente nin-
gun dano. Otra desventaja del em-
pleo del ozono es que deben utilizar-
se materiales de construccion espe-
cificos (acero inoxidable, fluoruro de
polivilidileno y teflén para las jun-

tas,!! pero esto no constituye ningin
inconveniente para los sistemas de
agua de elevada pureza, ya que estos
son precisamente los materiales que
se exigen para los equipos y lineas de
conduccién que en ellos se emplean.

RESULTADOS Y DISCUSION

Lainyeccién del ozono al tanque
de almacenamiento del sistema de
agua purificada de la Planta de Pro-
duccién del CIGB se realiz6 de forma
continua en un punto ubicado en la li-
nea de retorno del lazo de distribucién.
En el tanque se mantuvo una concen-
tracién de ozono residual de aproxima-
damente 0,3 mg/L segin recomenda-
ciones del suministrador del sistema.

Se pudo observar que en el ano
2000 se tuvieron solamente tres me-
diciones aisladas fuera del limite de
aceptacion (Fig. 2). En cada uno de
los casos, se realiz6é un andlisis ex-
haustivo, comparando los resultados
obtenidos en esos puntos con los de
los otros del sistema de distribucion
para identificar si la causa de esta
desviacién evidenciaba la presencia
de contaminacién microbiolégica en
el lazo o se debia a una incorrecta
manipulacion de las muestras. Estos
resultados por encima del limite de
accién no se repitieron en otros pun-
tos del sistema, por lo que se conclu-
y6 que el resultado se debia a algin
problema en la toma de muestra o
en la realizacién del andlisis. El res-
to de los resultados mostraron un
comportamiento estable en la micro-
biologia del sistema de distribuciéon
durante todo el ano por debajo del
limite de alerta seleccionado.

En los resultados graficos se in-
cluy¢ el criterio de aceptacién (CA)
recomendado por la norma vigente
de la farmacopea de los Estados Uni-
dos? para la microbiologia del agua
purificada: 100 unidades formadoras
de colonias (UFC)/mL), que consti-
tuye el limite de accién para la mi-
crobiologia en este sistema. Ademas,
se incluyé la indicacién del limite de
alerta (50 UFC/mL) establecido du-
rante el seguimiento rutinario del
sistema. El objetivo de establecer un
limite de alerta consiste en tener un
valor que indique que debe prestarse
mayor atencién al comportamiento del
sistema antes de que ocurra una des-
viacion en el parametro en cuestion.

También se evidencié un com-
portamiento estable del sistema du-
rante los anos 2001 y 2002 (Figuras 3
y 4), pues los resultados microbiol6-
gicos fueron inferiores al limite es-
tablecido por las normas vigentes y
muy pocos se observaron por enci-
ma del limite de alerta fijado.

155



Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 35, No. 3, 2004.

156

La tabla 2 resume los resultados
de los andlisis de microbiologia en
los dos puntos del sistema de distri-
bucién que fueron analizados duran-
te los tres anos.

Losresultados (Figuras2a4y Ta-
bla 2) son una evidencia de la gran
eficiencia de la variante de higieni-
zacién seleccionada, ya que se de-
muestra que la calidad del agua ge-
nerada no se afecta durante su alma-
cenamiento y distribucién. El hecho
de que no se observe una tendencia

MICROBIOLOGIA 2001
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60

en el comportamiento microbiol6gi-
co en el lazo de distribucién corro-
bora ademas, que la frecuencia es-
tablecida para la ozonizacién del lazo
es adecuada y que se realiza de for-
ma que garantiza la 6ptima calidad
del agua que se emplea en los pro-
cesos productivos que se realizan en
la Planta. Estos resultados no pudie-
ron compararse con los obtenidos en
otros sistemas similares porque no
se encontré ninguna referencia de
evaluaciones de sistemas de higie-
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Fig. 3. Representacion grdfica del comportamiento de la microbiologia. Ano 2001.
AP-PMO012 y AP-PM014 Puntos de muestreo.
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Fig. 4. Representaciéon grdafica del comportamiento de la microbiologia. Ano 2002.
CA Criterio de aceptacion. AP-PM012 y AP-PM014 Puntos de muestreo.

nizacién de lazos de distribucién de
agua en la industria farmacéutica
empleando el ozono.
Analisis econémico

El empleo de este sistema para
mantener la calidad microbiolégica
deseada en el agua purificada ha re-
portado, ademads de las ventajas téc-
nicas que se han expuesto, un aho-
rro econdmico por concepto de me-
nor consumo de energia y el hecho
de no necesitar la compra de aditi-
vos quimicos.

A) Costo de inversion

Latabla 3 muestra el costo de in-
versiéon del sistema de higienizacién
con ozono y el costo estimado de in-
version si se hubiera empleado la va-
riante de calentamiento.

Tabla 3. Costos de inversion del siste-
ma de higienizacién con ozono y con
calor.

Medio empleado Costo de inversién

(USD)
Ozono 23 817,13
Calor 54 000,00

En el caso del primer sistema el
costo incluye la adquisicién del ge-
nerador y del medidor de ozono en
linea, un juego de reactivos de me-
dicion, el secador de aire y la ldampa-
ra de radiacién ultravioleta.

La higienizacion de un sistema
de distribucién empleando calor
puede realizarse de diferentes for-
mas: calentando el agua (con vapor
o electricidad, en dependencia del
volumen del tanque) hasta una tem-
peratura superior a los 80 °C todo el
tiempo o solamente una parte del dia
o haciendo circular vapor por las li-
neas durante un tiempo determina-
do. La variante de calentar el agua
haciendo circular vapor por la cha-
queta del tanque de almacenamien-
to es la mas empleada y en el esti-
mado del costo, se incluye el valor
de un tanque de 2 000 L. enchaque-
tado, el sistema de higienizacién
(instrumentos, accesorios y progra-

Tabla 2. Resultados de los ensayos microbiolégicos realizados en los dos puntos del sistema de distribucién y analizados

durante tres anos. Periodo 2000 al 2002.

Punto AP-PMO012 AP-PM014

Ano 2000 2001 2002 2000 2001 2002
Total de determinaciones 106 105 104 104 106 105
Fuera del limite de alerta 3 0 1 4 0
Fuera del limite de accién 1 1 2 0 0
Promedio (UFC/mL) 9,86 4 12,5 12 4 14,2
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ma), el aislamiento de las lineas para
evitar las pérdidas de calor (640 m
de longitud) y la instalacién de las
lineas de vapor industrial hasta el lo-
cal donde se encuentra el sistema.

En este acapite de costo de inver-
sién no se considerd la opcién de adi-
cién de agentes quimicos porque no
se requiere un costo de inversién
adicional, sino que se considera que
diariamente, en un momento del dia,
se anade el higienizante, se recircula
durante un tiempo que generalmente
oscila entre 2y 3 hy posteriormente, se
enjuaga hasta no detectar la presencia
de la sustancia anadida en el agua.

Como puede constatarse la inver-
sién realizada empleando el ozono
fue considerablemente menor, me-
nos del 50 %, que si se hubiese selec-
cionado el calor como medio de higie-
nizacién y aunque la adicién de agen-
tes quimicos no trae consigo la insta-
lacién de nuevos elementos si tiene
desventajas técnicas y econémicas
por el costo de operacién que implica.

A) Costo de operacion

Teniendo en cuenta las horas to-
tales de operacion del generador de
ozono desde la puesta en marcha del
sistema y asumiendo el mismo tiem-
po de trabajo para el resto de las va-
riantes se estimaron los los costos de
operacion del sistema de higieniza-
cién empleando otras variantes para su
comparacion con el de ozono (Tabla 4).

En el caso del sistema que em-
plea ozono, el costo de operacién
consider6 solamente el consumo
eléctrico del generador y de la 1am-
para de radiacién ultravioleta del
lazo que se determiné partir de los
consumos nominales de cada uno de
los equipos y de las horas trabajadas
(contadores horario), asi como del
costo de la electricidad en el horario
normal (0,029 pesos/kW-h) y en ho-
rario pico (0,087 pesos/kW-h).

El costo de operacién de la va-
riante de calentamiento del agua
estd dado fundamentalmente, por el
consumo de vapor industrial. Se
considero la forma mas econémica
de realizar esta operacién que con-
sistié en mantener el agua a 85 °C,
aproximadamente, durante el hora-
rio nocturno (8 h, entre las 10 p.m. y
las 6 a.m.). El costo de produccién del
vapor industrial en la Planta fue de
0,032 pesos/kg y el consumo total
estimado fue de 6 284 670 kg .

En el caso de la adicién de agen-
tes quimicos, el costo de operacion
incluyé la adquisicién de los reacti-
vos y el agua purificada que es ne-
cesario descargar por el drenaje has-
ta, que por efecto de dilucién, no se
detecte la presencia de sustancias

quimicas. El consumo se calculé a
partir de las concentraciones reco-
mendadas para realizar una higieni-
zacién efectiva y las pérdidas de agua
se estimaron considerando que es
necesario realizar, al menos, dos en-
juagues del sistema para eliminar los
restos de estas sustancias del lazo de
distribucién (= 2 000 L cada vez); te-
niendo en cuenta que el costo de pro-
duccién del agua purificada en la
Planta es de 7,2 pesos/m? se hubie-
ran gastado, por el concepto de pér-
dida de agua, 22 445,25 pesos desde
la puesta en marcha del sistema. A
lo anterior, se sumaron los costos de
adquisicién en cada caso.

Se pudo constatar que el costo de
operaciéon del sistema empleando
ozono es significativamente menor
que el resto de las variantes que pu-
dieran emplearse, teniendo en cuen-
ta ademads que en el caso del empleo
de agentes quimicos la erogacién
monetaria debe realizarse en mone-
da libremente convertible, situacién
que encarece mas estas variantes.

CONCLUSIONES

Lainyeccién de ozono en los tan-
ques de almacenamiento de los sis-
temas de generaciéon y distribucion
de agua de proceso de elevada cali-
dad es una opcién efectiva para man-
tener el control microbiolégico du-
rante su almacenamiento y recircu-
lacién a temperatura ambiente.

Con el empleo de este método se
ha logrado que los resultados de los
ensayos microbiolégicos cumplan
con las normas nacionales e interna-
cionales establecidas para este tipo
de sistema, lo que constituye una ga-
rantia para la calidad del agua y un res-
paldo para el sistema de generacién.

El empleo de la ozonizacién es un
método con numerosas ventajas téc-
nicas y econémicas que permite hi-
gienizar el sistema de distribucién
sin necesidad de detener su funcio-
namiento y que debe ser considera-
do como una variante apropiada en
el diseno de sistemas de agua puri-
ficada en la industria farmacéutica
y biofarmacéutica.
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Tabla 4. Costos de operacién del sistema de higienizacién

empleando diferentes medios.

Medio empleado

Costo operacion

Ozono

Calor

Oxido de cloro
Peréxido de hidrégeno

Peréxido de hidrégeno

777,51 pesos

201 109,44 pesos
22 675,94 USD
753 934,10 USD
753 934,10 USD
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