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RESUMEN: Las excelentes propiedades germicidas del ozono han quedado evidenciadas en numer0sos
trabajos. Sin embargo, no existe abundante informacién referente al empleo del mismo para la
esterilizacion de aguas. El calor es practicamente el Unico método de esterilizacion utilizado, €l proceso
consume consider ablemente gran cantidad de energia. Sobre la base de la experiencia acumulada en Cuba
acerca del empleo del ozono en el tratamiento de las aguas, se disefid, construyd y se puso en
funcionamiento € primer sistema de ozonizacion de agua para abastecer a animales libres de gérmenes
patégenos (SPF) en e Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB).
Se evalué la calidad del agua obtenida por el sistema durante, aproximadamente, un mes de
funcionamiento, en &l que se tomaron muestras de agua en frascos con tapa, esterilizados en seis puntos
seleccionados; tres de ellos fuera de la barrera, y los restantes, dentro de la zona protegida. De un total
de 21 muestras analizadas, en puntos posteriores al tratamiento de ozono, 20 resultaron estériles (ausencia
de bacterias, hongos filamentosos y levaduras). L a calidad del agua suministrada a la zona protegida, se
comprobé también con los analisis realizados a los animales, en los que no se detectd la presencia de
gér menes patogenos especificos.
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MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF WATER TREATED WITH OZONE FOR ITS USE
IN THE REARING OF SPECIFIC PATHOGEN FREE ANIMALS

ABSTRACT: The excellent germicide properties of ozone have been evidenced in numerous projects.
However, there is not enough information related to its use for water sterilization, or rather for the
eimination of microorganisms. Heating is practically the main used sterilization method, and the process
considerably consumes great quantity of energy. Based on the accumulated experience in Cuba about
the used of ozone treating water, the first system of water ozonization to supply specific pathogen free
animals (SPF) was designed, built and put into practice in the National Center for the Production of
Laboratory Animals (CENPALAB). The water quality obtained by the system during approximately a
month of operation was evaluated. Water samples were taken in sterilized flasks with lid in six selected
points, three of them outsidethe barrier, and therest within the protected zone. From 21 analyzed samples,
in points subsequent to the ozone treatment, 20 resulted sterile (absence of bacteria, filamentous fungi
and yeasts). The water quality, supplied to the protected zone, was also proven with the analysis carried
out in animals, in which the presence of specific pathogen germswas not detected.
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INTRODUCCION

El empleo del ozono en el tratamiento del agua se
ha extendido considerablemente durante los Ultimos
afios. Esto es posible gracias al aumento de eficiencia
logrado en los equipos productores de ozono, lo que
posibilita que la ozonizacion de agua se haga compe-
titiva con la cloracioén.

Las excelentes propiedades germicidas del ozono han
guedado evidenciadas en numerosos trabajos (1-7), en
ellos se demuestra la capacidad del ozono para inactivar
bacterias, virus y quistes de protozoos, aun en los casos
de cepas 0 especies resistentes a otros agentes.

El ozono ejerce su accion desinfectante sin formar,
0 al menos en menor cuantia compuestos toxicos, si
se compara con el cloro (8-11), este ultimo da lugar
por reaccion, a compuestos organicos clorados, que
pueden resultar mucho mas téxicos e incluso,
mutagénicos y carcinogénicos (12-13).

Sin embargo, a pesar de todos estos factores, no exis-
te informacion referente al empleo del ozono para la este-
rilizacion de las aguas. El calor se ha mantenido durante
largo tiempo, practicamente, como el unico método de
esterilizacion, y por lo general, se recomiendan condicio-
nes drasticas para estos fines, por ejemplo: 121°c durante
60 minutos, de modo que el proceso consume considera-
ble cantidad de energiay requiere del equipamiento espe-
cial de alto costo que permitan trabajar con grandes vola-
menes de agua a elevada temperatura y a sobrepresion.

Sobre la base de la experiencia acumulada en
Cuba, acerca del empleo del ozono en el tratamiento
de aguas (14-15), se disefio, construyd y se puso en
funcionamiento un sistema de ozonizacién de agua en
el Centro Nacional para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB), con la finalidad de abaste-
cer animales libres de gérmenes patégenos (SPF) que
se crian en condiciones de barrera y necesitan del su-
ministro de agua estéril, no solo para su consumo di-
recto, sino también para la limpieza y cualquier otra
operacion que requiera del empleo de agua.

El trabajo tuvo como objetivo fundamental, valorar
la calidad microbioldgica del agua tratada con ozono
para su uso en la cria de animales Libres de Gérme-
nes Patdégenos Especificos.

MATERIALESY METODOS

El agua destinada a recibir el tratamiento es de pro-
cedencia subterranea, present6 una mineralizaciéon de
baja a media (0.5 a 1 g/L de sélidos totales) y es de
elevada dureza (250-300 mg de CaC0,).
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Con el fin de garantizar un funcionamiento eficien-
te del sistema disefiado, el mismo debe recibir aguas
que cumplan con las normas vigentes de calidad para
aguas potables (16).

Tratamiento del agua con ozono

El ozono se produce mediante equipos del tipo
OZOCENIC, disefiados y construidos en Cuba. El uti-
lizado en este trabajo esta compuesto por un transfor-
mador capaz de elevar la tension de linea de 220 a 15
000 volt., un regulador de voltaje que controla la ten-
sion de entrada al transformador, un tubo de descarga
donde se produce el ozono a partir de oxigeno de ba-
I6n por el principio de descarga eléctrica silente, un
rotametro para el control y medicion del flujo de oxige-
no, asi como elementos electronicos de proteccion,
control y enfriamiento por agua.

La produccion de ozono depende del flujo de oxi-
geno y de la tension aplicada al tubo de descarga, la
que a su vez depende de la tension de entrada al trans-
formador, que se controla con el regulador de voltaje.
De esta manera, en funcion de los requerimientos del
caso, es posible controlar la produccién y concentra-
cion de ozono con la variacion del flujo de oxigeno y
voltaje de entrada al transformador.

Las caracteristicas del sistema fueron: flujo de agua,
700 L/h; flujo de oxigeno, 100 L/h; concentracién de
ozono, 55 mg/h; dosis ozono, 7.8 mg ozono/L; y tiem-
po contacto, 8.5 minutos.

Automatizacion del sistema de ozono

Para garantizar el adecuado funcionamiento del sis-
tema, se acoplé a un autdmata programable, que tie-
ne capacidad para 24 sefiales de entrada y salida,
ademas que una vez introducidos los parametros de
trabajo, dirige y controla automaticamente el proceso.

Para la medicién de la concentraciéon del ozono,
disuelto en el agua a la salida de la columna de con-
tacto, se instalé un equipo Depolox-4, capaz de traba-
jar en linea con el sistema y enviar la informacion del
automata. El agua se empled para la cria de ratones
libres de gérmenes patégenos (SPF).

Evaluacion microbiolégica del agua

Para corroborar la calidad del agua tratada, se rea-
liz6 un chequeo de la misma durante aproximadamen-
te, un mes de funcionamiento del sistema; se tomaron
muestras de agua en frascos con tapa, esterilizados
en seis puntos seleccionados, tres de ellos fuera de la
barreray los restantes dentro de la zona protegida (Ta-
bla 1).
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TABLA 1. Puntos para la toma de muestras de agua./
Checkpoins of water samples

Muestra Punto de muestreo
M-1 Tanque depdsito
M-2 Salida defiltro de carbén
M-3 Salida de la columna
M-4 Valvula de tanque de servicio
M-5 Ducha
M-6 Fregadero

Las muestras fueron sometidas a analisis
microbiolégicos con siembra, aislamiento e identifica-
cion de microorganismos. Todas se inocularon en tu-
bos de cultivo con Caldo Tioglicolato y Caldo Tryptona
Soya, para el control de bacterias y hongos.

Los tubos con Caldo Tioglicolato se incubaron a
30-35°C, y los de Caldo Tryptona Soya, a 20-22°C
durante 7 dias. Se realiz6 la observacion diaria y los
tubos que mostraron turbidez se transfirieron a placas
con medios agarizados. Los que presentaban Caldo
Tioglicolato, se subcultivaron en placas con Agar San-
gre y Agar Mac Conkey; de igual forma se realizé con
Caldo Tryptona Soya, que tenian sospecha de
positividad tipica de bacterias (de crecimiento lento).
Los tubos con Caldo Tryptona Soya, con sospecha de
hongos se reportaron como tal. Todas las placas fue-
ron incubadas a 37°C por 24-48 horas. Posteriormen-
te, los crecimientos positivos se identificaron segun
los métodos standards bacteriologicos (17-22).

RESULTADOSY DISCUSION

Para garantizar el funcionamiento continuo del equi-
po productor de ozono y la columna de contacto, se
instalaron por duplicado, como es préctica usual en
este tipo de trabajo.

El agua a tratar se recibe en un depoésito, del que
se bombea, pasa por un filtro de carbon granular acti-
vado y llega a una de las columnas, donde recibe el
tratamiento con ozono. De aqui, el agua traspasa la
barrera y pasa a un tanque de reserva en la sala de
cria, en el que se descomponen los restos de ozono
residual y, finalmente, llega al tanque de consumo para
su distribucion en la sala.

Una vez establecido el régimen estacionario en el
tratamiento del agua, el sistema funciona dirigido por
el automata programable.

En las muestras de los puntos M-1 al M-3 (fuera de
la zona protegida), solo se les realiz6 el analisis de
coliformes totales y fecales (23), resultando el
NMP<2.2. Las muestras después de su salida del fil-
tro de carbén, daban positivas a Pseudomona
aeuroginosa y levadura. Los resultados obtenidos se
resumen en la Tabla 2.

Los resultados fueron satisfactorios, de 21 mues-
tras analizadas en puntos posteriores al tratamiento
de ozono, 20 resultaron estériles (ausencia de bacte-
rias, hongos filamentosos y levaduras). En el primer
muestreo, el resultado positivo a hongoy S. aureus en
la ducha se debe, evidentemente, a que el sistema
habia comenzado a funcionar y estaba en condiciones
de arrancada, este microorganismo no tiene importan-
cia sanitaria en el andlisis de las aguas.

Después, estos resultados se verificaron en tres
muestras de agua al azar dentro de la zona protegida,
las mismas resultaron libres de hongos y bacterias.

CONCLUSIONES

Resulta posible obtener, en condiciones reales,
agua de elevada calidad microbiolégica, mediante el
empleo del ozono.

TABLA 2. Resultados de los andlisis microbiol 6gicos./ Results of the microbiological analyses

M uestreos 1 2 3 4 5 6 7
M4 (-) bact. (-) bact (-) bact -) bact (-) bact (-) bact (-) bact
(-) hongo (-) hongo (-) hongo -) hongo (-) hongo (-) hongo (-) hongo
M5 (+) Saureus (-) bact (-) bact -) bact (-) bact (-) bact (-) bact
(+) hongo (-) hongo (-) hongo -) hongo (-) hongo (-) hongo (-) hongo
M6 (-) S aureus (-) bact (-) bact -) bact (-) bact (-) bact (-) bact
(-) hongo (-) hongo (-) hongo -) hongo (-) hongo (-) hongo (-) hongo

NMP: nimero més probable de coliformes totales
(O3) residual en M-3: de 1,7 a2,4 mg/L
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