
Eliminación de endotoxins presentes
en la cristaleráa utilizada en la preparación
de disoluciones parenterales, por calor seco

Jorge Fernñndez, Jorge A. Padrón, Laritza Carballosa, Lissette Luis y Gerardo Limia .

Grupo Nacional de Validación, Centro de Investigación-Producción de Vacunas y Sueros, Instituto FINLAY, Avenida 27
No. 19805, La Lisa, Zona Postal 11600, Ciudad de La Habana, Cuba .

Recibido : 18 de abril del 2000 . Aceptado : 28 de junio del 2001 .

Palabras clave : despirogenización, horno, calor seco, endotoxins bacteriana, validación.
Key words: depirogenation, ovens, dry heat, bacterial endotoxin, validation .

RESUMEN. Los ciclos de despirogenización por calor seco se realizan general-
mente a temperaturas mucho mayores a las empleadas en la esterilización por
vapor y en exposiciones mñs prolongadas . Este es uno de los procesos de mayor
consumo energ¡tico y de los mñs empleados para eliminar las endotoxins bac-
terianas presentes en los materiales de laboratorio de las industrias M¡dico-
farmac¡utica y Biotecnológica . Se realizó un estudio, para determinar si era
factible la reducción de la temperatura del proceso y su duración. Esto permiti-
ráa ademñs, una reducción del tiempo total del procesamiento y como conse-
cuencia, una disminución del consumo de energáa el¡ctrica . Con este fin, se
estudió la despirogenización en dos modelos de hornos Memmert (800 y ULP500)
muy utilizados en laboratorios y centros de la industria M¡dico-farmac¡utica.
Se determinó la distribución de la temperatura en los hornos . Se realizó un
ciclo con los parñmetros que se ajustaban para estos ciclos : 250 °C en el modelo
800 y 280°C para el ULP 500 con un tiempo de exposición de 60 y 30 mmn respec-
tivamente. Se determinaron las zonas mñs fráas del horno . En esta zona se con-
centró el estudio con endotoxins bacterianas, se ejecutaron tres ciclos introdu-
ciendo recipientes con aproximadamente 10 000 unidades de endotoxins/mL,
concentración que constituye un reto para el proceso . Se registraron las medi-
ciones de temperatura mediante termopares, se calculó el F H y se determinó la
cantidad de endotoxins remanente. En ambos casos, se logró reducir la tempe-
ratura del ciclo y su duración . Los estudios demostraron que a temperaturas y
duración menores es posible disminuir tres log o mñs la concentración inicial
de endotoxins bacterianas . Estos estudios pueden contribuir a una disminu-
ción apreciable del consumo energ¡tico al realizar estas operaciones y a una
mayor utilización de estos equipos .

ABSTRACT. The depyrogenation cycles by dry heat are generally carried out at
temperatures much higher than those used in the sterilization by saturated steam
and with longer exposition times . This is one of the processes of more energy
consumption and one of the most popular ones used to eliminate the bacterial
endotoxins present in the laboratory materials of the pharmaceutical, biotechno-
logical and medical-devices industries . For this reason it was carried out this study
to determine if it was feasible the reduction of the temperature of the process and
its duration . This would also allow a reduction of the total processing time and
therefore a decrease of the energy consumption . For this purpose, the depyro-
genation process was studied in two models of ovens manufactured by Memmert
and frequently used in laboratories : I model 800 and I model ULP500 . The tem-
perature distribution was determined in the ovens . It was carried out a cycle with
the original parameters used for the cycle, 250 °C in the model 800 and 280 °C for
the ULP 500 with exposition times of 60 and 30 min . respectively. The coldest
areas in the oven were determined . In these zones the study with bacterial endot-
oxins was concentrated, three cycles were run introducing recipients with nearly
10 000 endótoxin units/mL ; this concentration constitutes a challenge for the pro-
cess. Temperature measurements were registered by means of thermocouples,
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the FH was calculated and the remain-
ing amount of endotoxins was deter-
mined. In both cases it was possible to
reduce the temperature of the cycles
and their duration . The studies demon-
strated that at lower temperatures and
lesser durations it is possible to reduce
three logs or more, the initial concen-
tration of bacterial endotoxins. These
studies can contribute to an remarkable
decrease of the energy consumption
when carrying out these operations,
and to a bigger use of this equipment .

INTRODUCCION
El calor seco es utilizado en las

Industrias M¡dico-farmac¡utica y
Biotecnológica, unas veces como
m¡todo de esterilización y en otras
ocasiones, ademñs, como forma de
despirogenización .' La despirogeni-
zación es la remoción o destrucción
de pirógenos, particularmente de las
endotoxinas . 2 Las endotoxins bac-
terianas forman parte de la pared
celular de las bacterias gram negati-
vas. 3~ Algunos autores plantean que
para su destrucción, los ciclos de
despirogenización por calor seco
deben realizarse a una temperatura
no menor de 250 °C,' ,8 no menos de
30 mm,'mientras otras recomiendan
utilizar para esterilización y despi-
rogenización, temperaturas mayores
de 220 °C . 8 La tendencia actual no
se encamina a buscar tiempos y tem-
peraturas adecuados, sino a lograr
un acumulado de FHsuficiente para
reducir la cantidad de endotoxins
1 000 veces o mñs . El ciclo de despi-
rogenización se considera exitoso, si
se logran al menos tres logaritmos
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de reducción de la concentración ini-
cial de las endotoxinas presentes en
los artáculos a despirogenizar. 1' 78

Los materiales que se intentan
despirogenizar, principalmente fras-
cos de vidrio o utensilios de todo
tipo, capaces de resistir elevadas
temperaturas, 4 son introducidos en
hornos que utilizan, como medio de
transmisión del calor, aire suminis-
trado a trav¡s de filtros HEPA .° 9

La colocación de la carga en el
horno influye en la distribución de
temperaturas dentro de la cñmara,
por lo que para una correcta ubica-
ción se hace necesario realizar estu-
dios de distribución de temperatura
durante la ejecución de los ciclos de
despirogenización .' Estos estudios
forman parte de la validación de ese
proceso .

Un ciclo completo consume gran
cantidad de tiempo y energáa el¡c-
trica por lo que es considerable el
ahorro de recursos cuando se ejecu-
ta a temperaturas y tiempos de du-
ración menores, obteniendo los mis-
mos resultados .

Se estudió el proceso de despiro-
genización en dos modelos de hor-
nos Memmert, escogidos sobre la
base de estudios de validación preli-
minares, con el objetivo de determi-
nar si era factible la reducción de la
temperatura del proceso y su dura-
ción. Esto permitiráa una reducción
del tiempo total de procesamiento y
por ende, una disminución del con-
sumo de energáa el¡ctrica .

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizó en dos
modelos de hornos por ser equipos
muy empleados en los procesos de
despirogenización ; los equipos fue-
ron: Horno Memmert modelo 800
(gran volumen de procesamiento y
lentitud en alcanzar la temperatura
de operación y en disminuir la tem-
peratura de la carga una vez termi-
nado el proceso) y Horno Memmert
modelo ULP500 (pequeéo volumen
de procesamiento) .

El material a despirogenizar (car-
ga) consistió en frascos de cristal,
dispuestos siempre de igual forma,
garantizando la uniformidad de los
procesos. Se llama carga mñxima a
la disposición que incluye la mayor
cantidad de material y carga máni-
ma a la de menor cantidad . La tem-
peratura del horno modelo 800 fue
ajustada a 250 °C y una duración del
ciclo de 1 h, mientras el otro modelo
se ajustó a 280 °C y 30 mm .

La duración del ciclo comienza a
contarse desde el momento en que
el sensor de temperatura del horno

alcanza la temperatura ajustada y no
representa sino una parte de la du-
ración total dei ciclo, el cual termi-
na cuando la temperatura de los ob-
jetos sometidos a la despirogeni-
zación alcanza una magnitud que
permite su manipulación sin riesgo
para el operador.

Para las mediciones de tempera-
tura se empleó el sistema de regis-
tro de temperaturas, compuesto de
un sistema de medición Marca Kaye,
modelo Portable Validator, X1310CE,
una sonda inteligente de medición
de temperatura, Modelo M2801/
IRTD-400 y un calibrador de tempe-
ratura modelo HTR-400 (Kaye, USA) .
En ambos hornos primeramente, se
determinó la distribución de tempe-
ratura con la cñmara vacáa, introdu-
ciendo termopares tipo T, con forro
de kapton, en las distintas partes de
la cñmara; de esta forma, se deter-
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minaron los puntos mñs fráos . Pos-
teriormente, se estudió la penetra-
ción del calor con las cargas prede-
terminadas (Fig . 1). De este estudio
se seleccionaron los puntos mas fráos
dentro de la carga y se colocaron en
ellos recipientes con 0,1 mL de un
control estñndar de endotoxina (CSE)
de Escherichia coli a 10 000 unidades
de endotoxina por mililitro, (UE/mL)
lo que constituyen los recipientes de
reto.

Seis de estos recipientes no se
sometieron al proceso y se conside-
raron como controles positivos . Para
la determinación de la cantidad de
endotoxina antes y despu¡s del pro-
ceso de despirogenización, se utili-
zó el m¡todo cromog¡nico cuantita-
tivo cin¡tico LAL (Limulus Amebo-
cyte Lisate) con 0,005 UE/mL y un
juego de reactives Chromogenix
(Suecia)3 . La reducción debe ser

Ubicación de las bandejas
en el interior del horno .

Termopares en la bandeja superior.

Termopares en la bandeja media .

Termopares en la bandeja inferior.

Ubicación de los retos con endotoxinas
en el interior de los frascos seleccionados .
Un termopar se coloca junto al bulbo
con reto .

Fig. 1 . Diagrama de colocación de termopares en la cñmara vacáa.
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igual o mayor a tres log,' lo que se
determina utilizando la expresión
siguiente :

N=log-

donde :
N nímero de reducciones logarátmi-

cas .
Cf concentración final ( remanente) .
Ci concentración inicial ( controles

positivos) .
Tanto los estudios de penetración

de calor como las corridas con endo-
toxinas, se realizaron por triplicado .

La calibración de los termopares
se realizó automñticamente median-
te el programa del Kaye Validator,
versión 1,05 (Kaye, USA) . Los termo-
pares tuvieron una diferencia con las
indicaciones del termómetro patrón
no mayor de 0,2 °C .

Los parñmetros que se estudia-
ron fueron la cantidad de calor reci-
bida por los objetos y la reducción
de endotoxinas alcanzada .

La cantidad de calor recibida se
determinó mediante sensores de
temperatura ubicados en distintos
objetos sometidos al proceso . Esta
variable se registró a intervalos
iguales de tiempo . Para expresar
esta cantidad d¡ calor en t¡rmi-
nos equivalentes a la temperatu-
ra fijada se utiliza la fórmula si-
guiente : 4

Traed . - Tref'.

FH=E10

	

z

	

Lit

donde :
FH tiempo equivalente a la tempera-

tura de referencia.
T, ed temperatura registrada en cada

medición .
T, et. 250 °C, temperatura de referen-

cia.
Z 54°C , temperatura experimental .
ñt intervalo de tiempo en que se re-

gistran las mediciones (mm) .
El valor Z es encontrado experi-

mentalmente en el estudio de des-
trucción de endotoxinas a la tempe-
ratura de 250 °C .

PARTE EXPERIMENTAL
Estudio del proceso de despiroge-
nización en el Horno Memmert
modelo 800

Se determinó la distribución de
temperatura en la cñmara vacáa y
seguidamente se estudió la penetra-
ción de calor introduciendo termo-
pares en diferentes zonas de la car-
ga .

Se realizó un ciclo con los pa-
rñmetros originales que se ajusta-
ban para el ciclo, es decir, una tem-
peratura de 250 °C y un tiempo de

exposición de 60 mmn . Este estudio
se realizó con las cargas mánima y
mñxima, por triplicado, para deter-
minar los puntos mñs fráos ; en los
objetos colocados en esta zona, se
concentró el estudio posterior .

Una vez analizados los resultados
de estas corridas, se disminuyó la
temperatura y el tiempo de exposi-
ción, calculando FH , hasta obtener
valores próximos a 10 mmn . Para es-
tos íltimos parñmetros se ejecuta-
ron nuevamente tres ciclos, introdu-
ciendo objetos con aproximadamen-
te 10 000 UE/mL donde estaban los
termopares que recibieron menor
cantidad de calor segín el estudio de
penetración . Se registraron las me-
diciones, se calculó el FH y se deter-
minó la cantidad de endotoxinas re-
manente .

Estudio del proceso de despiroge-
nización en un Horno Memmert
modelo ULP500

Se realizó un ciclo con los parñ-
metros originales que se ajustaban
para el ciclo, es decir, una tempera-
tura de 280 °C y un tiempo de expo-
sición de 30 mmn . Este estudio se
realizó en tres ciclos . Se estudiaron
cuatro configuraciones de carga,
mediante una corrida en cada una, a
fin de determinar cuñl de estas car-
gas era la que recibáa menor canti-
dad de calor (peor caso) .

Con la configuración de carga
donde se obtuvo la menor FH , se eje-
cutaron tres ciclos . Con este fin se
introdujeron objetos con igual can-
tidad de reto (~ 10 000 UE/mL) don-

Tabla 1 . Temperaturas alcanzadas en los estudios de penetración de calor con
las cargas mánima y mñxima .
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de estaban los termopares que reci-
bieron menor cantidad de calor se-
gín el estudio anterior (penetración
de calor) . Se registraron las medicio-
nes, se calculó el FH y se determinó
la cantidad de endotoxinas rema-
nente .

RESULTADOS Y DISCUSION
Horno Memmert modelo 800

En este horno ademñs de las tres
corridas de distribución de calor con
la cñmara vacáa, se efectuaron estu-
dios de penetración de calor con las
cargas identificada como mñxima y
mánima (Tabla 1) .

Aunque la temperatura estable-
cida para el ciclo de despirogeniza-
ción fue de 250 °C, la media real al-
canzada fue superior a los 270 °C
para ambas cargas, lo cual le confie-
re mayor seguridad al proceso . Los
resultados de este estudio permitie-
ron determinar que la zona mñs fráa
del horno, fue la bandeja superior en
ambas configuraciones de carga .

La reducción de la temperatura
del ciclo a 200 °C y del tiempo de ex-
posición a 15 mmn disminuyó a 4 h la
duración total del ciclo de despiro-
genización, con lo que se logró una
adecuado reducción de las endotoxi-
nas (Tablas 2 y 3) .

Los FH en las tres corridas con las
cargas mánima y mñxima, se encon-
traron entre 8 y 13 mmn y 10 y 11 mmn
respectivamente . No se observó en
esos intervalos, correlación directa
alguna entre esos valores y las co-
rrespondientes reducciones logarát-
micas .
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Carga Temperatura

	

Diferencias
(°C)

Mánima Media Mñxima Max. - Med. Med . - Min .
Mánima

	

247,5 273,5

	

298,6

	

25,1 26,0
Mñxima

	

251,4 273,1

	

305,8

	

32,7 21,7

Tabla 2. Resultados alcanzados en tres corridas con la carga mánima .

Termopar Corrida
1 2 3

FH N FH N FH N
(min) (min) (min)

1 13 >7 9 >7 8 3
2 11 > 7 8 5 8 3
3 11 6 8 >7 8 3
4 11 6 8 4 8 4
5 11 5 8 4 8 5
6 11 > 7 8 4 8 4
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Tabla 3. Resultados alcanzados en tres corridas con la carga mñxima .

Tabla 4. Resultados de las temperaturas alcanzadas en las tres corridas del es-
tudio de distribución de calor .

Tabla 5. Valores de FH y Nímero de reducciones logarátmicas obtenidas, con el
peor caso .

En ambos casos (carga mánima y
mñxima) la reducción logarátmica
fue igual o mayor que tres . La con-
centración de endotoxina recupera-
da de los controles positivos resultó
superior al 50 %, por lo que se toma-
ron como aceptables para estos pro-
pósitos .''810

Horno Memmert modelo ULP500

En este horno se realizaron tres
corridas de distribución de calor, con
la cñmara vacáa y posteriormente, se
efectuó un estudio de penetración de
calor con la carga identificada como
"peor caso". La temperatura fue fija-
da en 280°C durante 60 mmn (Tabla 4) .

Pudo observarse que la tempera-
tura media alcanzada en cada corri-
da resultó prñcticamente la misma,
lo que demostró una gran estabili-
dad en el comportamiento de este
horno. La diferencia entre los valo-
res mánimo y mñximo y el valor me-
dio, no excedió de 6°C, cuando las es-
pecificaciones establecen Ž 15 °C . 11

Los FH obtenidos fueron superio-
res a los requeridos por este proce-
so, por lo que se decidió reducir la
temperatura del ciclo a 250 °C y la
duración a 15 mmn (Tabla 5) .

Los resultados demuestran que la
reducción del ciclo a 15 mmn a 250 °C,
proporciona aín valores de F H con
un margen de seguridad muy eleva-
do, pues la reducción esperada de
endotoxinas debe ser de al menos
tres logaritmos. La concentración
de endotoxina recuperada de los
controles positivos fue superior al
50 % por lo que se tomaron como
aceptables para estos propósi-
tos

La duración del ciclo se reduce a
2:30 h como promedio . Esta varia-
ción del ciclo, permite superar una
limitación que tenáa este equipo, ya
que por el poco volumen de la cñma-
ra, se hacáa imposible despirogenizar
todos los materiales que se necesi-
tan para la preparación de un lote en
un solo dáa .

CONCLUSIONES

Con el empleo de calor seco es po-
sible llevar a cabo procesos de des-
pirogenización confiables y consis-
tentes, con menos tiempo de dura-
ción que los convencionales (250 °C
durante 60 mm) . Valores de FH alre-
dedor de 10 mmn resultan suficien-
tes para reducir la concentración de
endotoxinas en tres logaritmos,
por lo que es posible obtener un
proceso exitoso con una disminu-
ción apreciable del costo energ¡ti-
co .

Aunque este estudio no constitu-
ye una optimización del proceso, sin
embargo demuestra que un ciclo de
7 h se limita a 4 h con lo que se logra
el nímero de reducciones de endo-
toxinas esperado, mientras el segun-
do disminuye su duración hasta 2,5 h
como promedio, sin afectar la capa-
cidad de despirogenización del hor-
no.
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Termopar Corrida

1 2 3

Fy
(min)

N FH
(min)

N FH
(min)

N

1 10 7 10 4 10 5

2 10 4 10 3 10 3

3 10 3 10 3 10 3

4 10 7 10 3 11 3

5 11 5 10

	

> 7 11 3

6 10 4 10 5 11 3

Corrida FH
(min)

Reducción
(log)

Mánimo Medio Mñximo

1 36,0 41,9 58,0

	

> 6

2 37,0 42,4 58,0

	

> 6

3 36,0 41,0 56,0

	

> 6

Corrida Temperatura
(°C)

Duración del ciclo
(h:romas)

Mánima Media Mñxima

1 274,7 280,4 284,8 3:38 :18

2 276,6 280,7 283,9 3:32 :18

3 276,9 280,8 284,2 3:47 :12


