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I.- O B J B f l V O 

Realizar un estudio eetadfetlco comparattYo entl'9 

loa m•todoe para deteratnar la h'\alledad residual, el de 

larl Pischer 7 el de r'rdida por secado con apllcacidn 

de vac!o, en Yacuna anttrrtbica liofilizada. 
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Il ·- I i. T R o D u e e I o N 

La rabia es una en!ennedad infecciosa aguda y con un 

deeenlace fatal a la cual son susceptibles todos los !ln! 
males de sangre caliente incluyendo al hombre. Es causa

da por un virus RNA de la familia de lon Rhabdovirus, d 
ne:ro Lyseavirue y que generalmente se transmite por mor

dedura de anilllales enfermos, (21, 22, 23). 

La rabia puede dividirse un tanto arbitrariamente en 

rBbia de las zonas urbanas y rabia de los animales sil

ve atres. r;n las zonas rurales donde el ganado vacuno y 2. 

tros anime.lea de ~ranja son victimas fáciles de los qui

r6pteroa, mAs de 100 ::>OO bovinos sufren ai'lo trae aifo 

12uerte a causa del derrien¡i;ue (rabia paralítica); el 

país resiente por este concepto una p~rdida econdmica a

nual de más de 200 millones de pesos. 

La rabia de las zonas urbanas ee principalmente 

transmitida por perros a<m cuando otras especies dom•st! 

cae, COllO el gato, pueden estar involucradas. Este tipo 

de rabia representa un serio problema de salud pdblica 

per.nanente que podríamos resolver con un control adecua

do, Este control se realiza principalmente mediante la 

vacunacidn tanto en el caso de la rabia urbana como en 

la rural. 
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Actualmente en M•xtco ae cuenta con la tecnolotda a

decuada para reeolver el problema que representa la ra

bia mediante la elaboración de vacunas; un ejemplo es la 

Productora Nacional de Biológicos Veterinarios donde se 

elabora vacuna antirrábica cepa Acatlán, por el m4todo 

de cultivo de tejidos. 

En los productos biológicos es la presencia de cant1 

dades importantes de agua lo que permite sus r@Rcciones 

químicas, enzin~ticas y eventualmente feiinentacionee bat 

terianas y que entraíl!Ul, por lo mismo un riesgo de deell! 

turalisaci6n de las euetanctaa conservadas. 

Sea cual fuere la duración del proceso ( liofiliza

ción ) y las condiciones utilizadas en la misma, el pro

ducto contiene cierta cantijad de agua no extraída. 3e ! 

costumbra denominarla1 humedad residual y es de gran im

portancia. 

Bn efecto su porcentaje condiciona directamente el 

tiempo de conservación de la vacuna. A una elevada hUlll! 

dad residual corresponde un estado de gran sensibilidad 

a las condiciones ambientalee, dando periodos de conser

vación muy cortos (poca estabilidad del proddtto). Por 

el contrario la humedad residual más baja implica el 

riesgo de no ser compatible con el mantenimiento de la 

Vida de loa microorganismos que se liofilizan. 

Por lo anterior observamos que para a11egurar una co~ 

servacidn óptima es básico definir con precisi~n el por

centaje de humedad residual y en consecuencia disponer 
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de medioa adecuados de control que ~aranticen e~te medi

ción. 

Desde hace tiempo se ha tratado de encontrar t~cni

cas que permitan la conaervaci6n de prúductos por tiem

pos prolongados. Se ha buscado ain cesar que un alimento 

despu•a de mucho tiempo conserve su 3abor, color, aspec

to y características nutritivas; que loe virus y bacte

rias conserven su actividad y viabilidad. 

La desecación se ha asociado con la mejor estabili

dad de los productos, (2·'.>). La liofilización es un proc! 

so multioperacional que tiene como resultado un sistema 

estable partiendo de su estado lfquido 1 a tra~s de la 

p'rdida lenta del solvente o faae diapersante por conge

lación del sistema y a preei6n reducida, se obtiene di

cho sistema estable. 

Los productos liofilizados ae identifican por su al

ta ligereza 1 su elevada porosidad, friabilidad e higro! 

copicidad. Estos pueden ser almacenados adecuadamente 

por largos perfodoa aislados del oxigeno, humedad 1 luz. 

Ademds tienen la facilidad, por au estructura porosa de 

absorber el solvente y retornar a au estado lfquido. 

Cuando se procura la eetandariPci6n de productos 

biol6gicos liofilizados ee dificil la correlación de las 

caracterfsticas biológicas y el contenido de humedad re

sidual, debido a la gran variedad de procedimientos que 

han sido usados para estimarla. Sin embar~ cuando la b~ 

medad ea aquilatada de acuerdo a un mismo procedimiento 
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general de ensayo, o!Xisten frecuentemente dit'erenc-iRs 

que causllll una gran variacidn en los resttl tado s. 

La determinacidn de humedad reeidual en los produc

tos bioldgicoe es con frecuencia considerada como una de 

laa pruebas m4s sencillae de ejecutar y existe probable

mente muchas ~~s oportunidad para lA variación de resul

tado e que en l'u&lquier otro eneayo. Varios tipos ,te pru! 

ba son comúnmente empleados para estimar el cont1tnido de 

humedad de l()s productos bioldgicos pero f'lin una certe~a 

en l•1B resultados obtenidos. 

Existe una gran variedad de t'cnicas que pueden tener 

gran 1nt1.uencia en los resultados, (3); le sel•ccidn del 

m&todo depende de VRrios factores: 

1.- Naturaleza del producto 

2.- Ponna en que se encuentra el agua 

).- Cantidad de humedad presente 

4.- Rapidez de le determinación 

5 .- Bxacti tud 

6.- Costo del equipo 

Algunos de loe mdtodos más usados sons 

a.- Mdtodo de Karl Pischer 

b.- Por celenta~iento con ~plicacidn de vacio 

c.- Por calentamiento directo 

d.- B~lanza de humedad 

e.- ~or destilación con un disolvente inmincibl• 

t.- ~'todos indirectos (por medio de la densidad, indi

ce de refracción, conductividad, etc.) 
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A).- 'IALOHACION POR 8L M&TOOO DB KARL PI SCHER 

Bn 1935 Karl Piecher describid un m4todo volU11J6trico 

específico para la detenninacidn del agua, (1, 4, 7). El 

reactivo utilizado que desde entonces se conoce como 

reactivo de Karl Piacher ea una eolucidn de yodo, didxi

do de azufre 1 piridina en metanol. La reacción se deea

rrolla en dos paaoa1 

La piridina ejerce algunas funciones importantes 

que no se deducen inmediatemente de las ecuaciones, La 

primera reacción es reversible 1 la piridina tuerza la 

posicidn de equilibrio hacia la derecha combinándose con 

el HI producido. La piridina tambi•n incrementa la esta

bilidad del reactivo fol'lllftDdo comple~os de transferen

cia de carga con yodo 1 didxido de azufre, reducien4o 

as{ la presidn de vapor de estas sustancias vol,til•s. 

il reactivo de Karl Piacher se eetandari&a por valo

racidn con cantidades conocida• de agua. Bl agua líquida 

es un eat4ndar satisfactorio. Se han propuesto como ea

t,ndarea primarios hidratos cristalinos, porque tienen 

altos pesos equivalentes 1 no son vol,tiles. 

Se han ensayado muchas sustancias que han 110atrsdo 
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ser satisfactorias. El compendio oficial eRtablece al 

tartrato de sodio dihidratado como eeténdar primario. El 

contenido tedrico de esta sustancia es 15.66 ~ de agua. 

Se puede localiaar por diferentes maneras el punto 

final de la valoracidn de Karl Piecher. il reactivo act1 

vo de ICarl Piecher contiene Jodo, el cual tiene un tuer

ta color marrcSn-rojiso. Bl reactivo conet11Dido ( ee decir 

reactivo agotado por reacción con agua), ea amarillo ca

nario. Bato posibilita valorar agua en una mueRtm (q11t! 

por lo general ee dieuel.e en metanol, piridina o dioX!, 

no), con un punto final visual. Antes del punto final la 

eolucidn ea amarilla 1 despu•e del punto final el pri

mer exceso de reactiYO activo confiere el caracter{stico 

color rojiao del yodo a l• eolueidn. Au~que el punto fi

nal no destaca mucho, es bastante reproducible cuando ee 

emplea una eolucidn de comparacidn. 

Se etect6a una valoraci6n fotoahrica de larl Pts

cher midiendo la abeorbancia de la eoluci6n valorada, a 

525 nm, lon«itud de onda a la que el reactivo activo ab

sorbe lua, pero no el reactivo consumido, conforme se 

ai\ade el reactivo valorante a la dieolucidn. 5e traza 

una representacidn de la absorbancia en funcidn del vol! 

men del valorante. Antes del punto final, la abeorbancia 

permanece pr6xima a cero, pero rebasando aquál, se incr'!. 

menta linealmente con el volúmen. La interseccidn de lae 

7 



dos lineas rectas senalo el p11nt,) final. La valoraci.Sn 

fotom4trica su~inistra mayor aensibilidad 1 preci~idn 

que la lograda con la deteccidn visual del punto finnl. 

Cuando se han de analizar muchas muestras semejantes 

gran ndmero de analistas químicoo prefieren localiEar el 

punto final electrónicamente antes que el m41todo vif!Ual 

ya que la operacidn ea susceptible de :-10:nia11tom.üir.ac1dn 

Fnra ello se emplean dos electrodos do platino, a loe 

cuales se aplica un potencial hasta que un galva:16metro 

registra cero con loe •l•ctrodos inmerRo~ en la disolu

cidn (aunque los dos electrodos pueden parecer iddnticoe 

uno de ellos adopta el papel de electrodo de referencia 

y el otro de el~ctrodo indicador). Cuando se alcanza el 

punto final el primer pequeBo exceso de yodo en la solu

ci6n causa un relativamente largo flujo de corriente, 

con lo cual resulta una larga deflecci6n de la aguja del 

galvandmetro. ista forma de valoracidn electrom4trica se 

ha llamado m41todo del punto final ,.dead-etop", porque ee 

valora la solucidn hasta que cambia la aguja del gi1lvan~ 

metro. Esta t41cn1ca es tan solo una relativamente tosca 

valoracidn Blllperom41tr1ca. 

La valoracidn electromftrica es aplicable en macro y 

microescala. He realmente adaptable al uso habitual y se 

expenden aparatos comerciales que pueden tenninar auto

m4ticamente la valoracidn. 
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La valoraci6n de Karl J:l'ischer eo el m4todo elegido 

para la detenninaci6n de agua en la mayoría de lns '.llUe! 

trae. Se disuelve la muestra en metanol, piri.dina o dio

xano y se valora hasta •l punto final, Visual o electr6-

nicamente, con el reactivo eotandarizado. Ha7 que tomar 

pr9cauctones especiales para excluir la humedad atmosr•

rica del reactivo valorante y de la muestra. Se menester 

una vsloraci6n en blanco para corregir el agua en el so! 

vente. 3i se libera con dificuJ.tad el agua de lft muestra 

cabe echar mano de una valoracidn por retrocaeo; se s~a

de un exceso de reactivo de Karl Pischer y se valora el 

reactivo que no ha reaccionado por retroceso con agua e! 

tándar en soluci6n de metanol. La valoración de Karl Pi~ 

cher suele dar en una muestra el agua librtl así como la 

enlazada, ( 1) • 
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B) .- HTOOO PRRDIU.l POR ::J~GADO CON APLICACION l.>8 YACIO 

QuiEae •l m6todo mAe sencillo para determinRr el a

gua contenida en un ad1 ido sea el secado en la tt~tu!a a 

preei6n atmosr•rica, a l00-150°c, hasta que se •lcan&a 

el peso conetant•. La phodida de peeo l\e la muestra e• ! 

tribUJe a la pArclida de agua. Se puede medir tanto •l ! 

~ libre como la •nlazada. Es necesario buscar por cada 

compuesto la temperatura apropiada 1 el periodo requerido 

de secado para desalojar toda el agua. Algunos hidratos 

compu11to• aon mu1 reaiatentte a la completa e rpul816n 

del agua por secado a la estufa. 

3i la muestra ee l'bil al calor, tambi4n puede eome

teree al secado en la estufa, ei se reduce la preei6n. 

iato nat111'8lment• tiene el erecto de di .. inuir el punto 

de ebull1ci6n del agua por lo que ee utlli&ar' una tempe

ratl11'8 m4e baja •n el proceso de secado. Se dispone de e~ 

tu!ae de vac{o para este prop6eito. Habitualmente tambt•n 

ee emplean otros medios en el laboratorio para el eacado 

a presidn reducida. Una pistola de eecado (llamada aeimi! 

110 "pistola de Abdeñfalden•), ee un aparato de vidrio di

eeflado para pel'lli tir a l• muestra estar encerrada en una 

o.._.ra de vacio, que ee calienta por el vapor de un l{qU!, 

do a 1'9flujo. Se establece la ttaptratura de la c~ara •! 
diante la aelecci6n del liquido que hierve. 

&l vacío lo proporciona una bomba lle vado rotatoria dt 
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E\Ceite •. Ji el secado a la preai6n rcducidR y 11 tomperat.!:! 

ra ambiente eo au!iciente para la separación completa 

del ngua, un desecador de vacio es el aparato rnl\e sene! 

llo para dote prop6eito. :3e coloca un deaeclldor y en su 

parte inferior un desecante para que absorba la humedad; 

entre los mejores desecantes se encuentra1 p1rclorato de 

magneeio anhidro (Dehfd.rita), el eul!ato de calcio anhi

dro (Drierita), el pent6xido de !6aforo. Una bomba produ 

ce el vaclo. )i la mueetra contiene considerable canti

dad de agua, resulta adecuada una acci6n bombea.nte eoet! 

nida para liberar al desecador de vapor de agua. se ha 

de interponer acetona helada eeca entre el desecador y 

la bomba para evitar el paao de aguH dentro de le bomba 

o de loe vaporea químicos de la bomba de aceite dentro 

del deeecador. Cuando la muestra 6nicamente contiene tI'!, 

zas de nuaedad, tal nz baste con dar.arrollar un vado 

en el desecador 1 luego cerrarlo hasta que el desecante 

ha,a absorbido todo el agua, (l), 

ia importante apreciar la naturaleza del proceso de 

secado eeg(.m la influencia de la preei6n reducida. Rate 

proceso cabe deecribirlo como una aproximación al equil1 

brio, el cual se elcan&a cuando la p:reei6n parcial del 

agua ea la miR111a en todas lae partes del sistema. Asi en 

las etapas iniciales de un secado por deeecaci6n la PX'!. 

ei6n parcial del vapor de agua de la muestra es bastante 

mayor que sobre el desecante. 
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lII .- M 8 T O D O L O G I A 

A).- MATSRUL Y KQUIPO. 

Se trabnjaron 200 muestra3 de vacuna antir~bica li~ 

tilizada de lJ lotes distintos (PlllNABI'IB). A 100 mues

tras ae les determinó la humedad reeidual por el m6todo 

de Karl Pischer J a las 100 re stantee por el 1dtodo de 

p6rdida por secado con aplicacidn de vacío. 

En todos los casos las muestras se trabajaron el ~is 

mo d{a por ~~boa m6todos (10 muest?'lls cada vez por cRda 

método), de e~ta fol'lla ee trató de estandarizar las con

dicioneo de trabajo para evitar variaciones ambie~tales. 

MATt:RIAL 

- EepAtulae 

- Peeafiltros 

- Desecador 

- CronciSmetrn 

- Jerinsa de ins\ll.ina 

- Guantes de cirujano 

- Cubreboca 

- Cubrepelo 

REACTIVOS 

- Alcohol metílico 

- Reactivo ae Karl Piecher 

f!IATERIAL BIOLOGICO 

- Vacuna antirnlbica lio!il! 

zada cepa Acatlin 
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lNlllPO 

- Bal&nza nnal!tica 

- Titulador semiautom4tico Karl Pischer, marcll METll> 

OHM MOD, E-551 

- Aparato para medir hwnet1ad por v•rdida por s<H'Rdo con 

aplicacidn de vac!o, marca EIKO MOD, MD-1 

- Bomba de vacío (Hand7-Vuc), marca "AK.U\URA ~EI~A~USHO 

B) ,- TBCNICA l'/!J&TE!~i1INA.R HUMIIDAD l'OR kA!(L PIS•~HEa 

1.- Titulacidn del disolvente. 

Se utilizd como disolvente alcohol metílico; se co12 

caron 20 m.l. en la vasija de prueba a trav•s de la bure

ta corres¡1ondiente y se tituld con el reactivo de Karl 

Pischer adicionando pequeí'los voldrnenes hasta alcanzar el -

punto final de la titu.lacidn, el culll se obtiene cuando 

la aguja que indica el porcentaje de microamperes alcan

za una lectura de 60 a 80 ~ 1 pennanece eetllble por es

pacio de 25 a 30 segundos. 

2.- Obtenci6n del factor de larl Pischer. 

~e coloc6 agua destilada en la jeringa de insulina y 

se pes6 en la balanza analítica. A~regnmos una gota de 

agua en la vasija de prueba que contenta alcohol metili~ 

co neutralizado 1 titulamos •l agua adicionando pequeí'loe 

Toldmenes del reactivo hasta alcanzar el punto fin.al de 

la titulaci6n como se indic6 anterio.nnente. Por diferen

cia de peeo obtuVimoe la cantidad de Bgua agregada. 
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CALCULOS1 

PACTO R lJK l .P. • ------~!~~-~!!_~~~-i~~l--~ 
Consumo de reactivo (ml) 

).- Determinacidn de la humedad de la muestra. 

Por trataree de un producto liofilizado '1' fflcilmente 

higroscópico, el peso de l• muestra por analizar se obt~ 

vo por diferencia de peso eegón las siguientes indicRci~ 

nee1 

a) .Desprtndimoa cuidadosamente la retapa de aluminio pa

ra •Vitar remover •l tapón de hule del frasco que cont•-

- n!a la muestra. Se destap6 ligera 7 rápidamente el fras

co para •liminar el vacío 1 •n estas condiciones se p•~ó 

•l frasco. 

b) Abrimos el frasco ~pidament• 7 con una espátula s• 

cortó en cuatro pe.rtes l& "pastilla" (muestra), vaciando 

directamente dentro de la vasi~a, (100-150 mg). Pesamos 

nuevamente el frasco. 

e) fitulaeión de la muestra. La muestra depositada den

tro de la va si ja (con metanol previamente neutral i znda 

la humedad en •1>, ae homo«t1netzd por medio del agitador 

magn•tico 1 a continuación aftadimoe peque~oe volómenes 

d•l reacti•o hasta a1can1ar el punto final de la titula

c16n. 
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CALC!JLOS1 

~ de humedad ,. (ml de R.IC.P)(P) 
-----------------~ X 100 
peao muestra (mg) 

dondes 

P • Pactor de Karl Piecher (mg de agua/al) 

R.l.P • Re&ctiYO de Iarl Pischer 

peeo de la muestni • (peso del frasco con muestra) - (p!, 

eo del frasco despu•s de agregar la muestra) 

C) ·- fBCNIC4 P/l>BTBHMilfAR HUllKD4D POR PIRDIDA POR SKCADO 

CON APLIC4CION DI YACIO. 

1.- Lavado 1 secado del material. 

Se lavaron pertectamente los peea!iltros con agua, 

jab6n 1 despu•s con alcohol y se metieron a la estufa a 
o 

105 C durante una hora, enseguida se pasaron al deseca-

dor y se dejaron enfriar (30 minutos) • 

.resamoa el pes&tiltro vacío 1 &gt'9gaaos la muestra 

pre-rlaaenh pulverizada (100 - 200 •«> dentro de •ate. 

Se pee6 nuevamente. Colocamos el peeafiltro con muestra 

dentro del desecador. 

2.- Manejo del aparato. 

a) se nriticd que estuvieran cerrados los siguientec b\2, 

tone es 

- de vacío 

- de la c&mara 
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b) li~cendimos el botón de ln temperatura y selecciona

mos la temperatura de trab1tjo (6o0 c). 

e) Pasa.moa la llave de PODER 11 la poaici6n pre-calents

miento. Cuando el aparRto alcanza la ternpe ratura de tra

bajo suena una alarma en e11e momento apagamos el bot6n 

de la temperatura, 

d) Je pusieron los pesa.filtros con muestra 1 destapadoa 

dentro de la cámara y la cerramos. 

e) Pasarnos la llave de PODER a evacuación (EVAC), 

f) Abrimos la llave de vacío 1 cerramos el botdn de ee~ 

ridad del aparato. 

g) incendi~oe la bomba de vacío. 

b) Esperamos que el vacío nlcan~ra 

por espacio de l a 2 minutos. 

i) 3e programó el tiempo requerido para la prueba (3 ho

ras). 

j) Pasa.mes la llave de POll6R a AUTO 1 e spe ramo e las 3 h2, 

ras de ls prueba hasta que sueca la slarma. Durante este 

tl••po controlamos el vacío. 

k) Pasamos la llave de AUTO a evacuacldn. 

1) Cerra.~os la llave de vacío 1 abrimos el botdn de se~ 

rt.dad del aparato para evitar que el ncoi te sea succio~ 

do hacia •1. Apag&!l:os la bomba de vacio. 

m) Apagamos la llave de PODER. 

n) Controlamos la entrada de aire a la c!mara, poco a P2. 

co por espacio de 30 a 45 minutos. 

o) Abrimos la c~mara y tapa:noe rápidamente los pesafil

tros, los pasam~e al desecador y los dejamos de 15-30 min 
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p) Je pesaron los peaafiltl'\)S para determinar el peso 

perdido. 

CALCUL091 

~ de humedad '"' 
A 

B 

donde 1 

A = peso perdido en el secado • (peso del pe~afiltro con 

muestra hómeda) - (peso del pesafiltro con muestra seca) 

B = ~eso de la muestra. • (peso del pesa!iltro con ~uaa

tra hómeda) - (peso del pesafiltro sin muestra), 
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IV.- H B SU L T AD O S 

A).- Los resultados obtenidos en porcer1taje de humedad 

residual por cada muestra, fueron loe siguienteftl 

MK'l'O!JO PBRDI DA PO H "ll!:CAOO 

CON APLICACION DB VA.Q.!2__ UTODO DB R'ARL Pl'JCHER 

LOTB1 137-9-134 

3.76 " 3,32" 

4.61 " 4 .16 " 

3.54 " 5.13" 

3.47 " 5.59 " 
3.39 " 5.62 " 
2.88 " 3.52 " 

3.31 " 5.45·" 

3.93 " 3.90 " 
4.16 " 5.80 " 

3.71 " 5.69 " 

LOTE1 5-2-85 

3.80 " 3.23 " 

3.36 " 4.13 " 
3,53 " 4 .oo " 
3,97 " ).33 " 

4.04 " 3.72 " 
3.38 " 3,95 " 
3,33 " 4,93 ~ 

3.72 " 4.25 " 

3.91 " 3.20 " 

3,37 " 18 4.25 " 



LOnt 6-2-85 

3.85 " 3.35 " 
3.07 " 3 .29 " 
3.83 " 3.77" 
2.77 ~ 3.36 " 
3.20 " 3.98 " 
3. 39 " 4.30 " 
3.77 " 3.28 " 
3.10 " 3.68 " 
3.6) " 3.46 " 
3.15 " 4.59 " 

LOTKt 138-9-84 

3.86 " 5.32 " 
4.67 " ).98 " 
3.23 " ).86 " 
4.26 " 4.44 ""' 
3.44 ~ 4.99 ~ 

3.03 " 4.72 " 
3.79 " 5.35 " 
3.29 " 4.66 " 
3.05 " 4.14 " 
4.96 " 4.75 " 
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LOTB1 182-1J-t44 

2.67 " 4.33 ' 
4.66 " 3.33 " 
4.00 " 3.65 " 
4.J5 " 4.64 " 
2.55 " 5.05 " 
3.U " 4.73 " 
4.16 " 3.95 " 
3.33 " 5.19 " 
4.38 " 4.60 " 
3.73 " 3.86 " 

I.OTE: 186-11-~4 

4.33 " 4.35 ~ 

4. 21 " .. 5.09 " 

3. 51 " 5.33 " 
3. 62 " 5.61 " 
4.24 " 4.82 " 
4.45 " 4.78 "' 
3. 53 " 5.26 ~ 

i"P; 

3.19 " 5.30 " 
3.75 " 4.04 " 
4.65 " 3.79 " 
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LOTB: 181-10-84 

3.03 " 4.24 " 
2.88 " 4.33 " 
2.96 " 4.15 " 
3.03 " 3.62 " 
2.95 " 4.12 " 
3.07 " 4.52 " 
3.10 " 3.90 " 
3.25 " 4.31 " 
3.10 " 5. 70 " 

2.96 " 4.22 " 

LOH1 184-11-84 

).18 " 3 .69 " 
3. 51 " 3.39 " 
2.54 " 4.17 " 
3.94 " 4.56 " 

3.71. " 4.66 " 
3.53 " 4.90 " 
3 .01 " 5.95 " 
3.73 " 4.75 " 
3.46 " 4.20 " 

3.41 " 5.34 " 
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LO!Bs 187-11-84 

3.29 " 3.75 " 
3.66 " 5.16 " 
4.02 " 3.56 " 
4.05 " 4 .13 " 
3.84 " 4.40 " 
4.01 " 5.77 " 
3.48 " 4.11 " 
3.98 " 4.83 " 
3.77 " 3.39 " 
4.10 " 4.57 " 

LOTis 17-3-85 

3.05 " 2.43 " 
3.20 " 4.16 " 
3.07 " 3 .31 " 
).26 " 4.12 " 
3.23 " 3.78 " 
3.21 " 3.68 " 
3.51 " 3.95 " 
3.33 " 3.42 " 
3 .15 " 3.41 " 
3.78 " 3 .54 " 
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B).- COMPARACION ESTADISTICA 

Con el fin de demostrar si los m•todos son estadlati 

camente equivalentes para la determinacidn cuantitativa 

de la humedad residual, se compararon eue resultados uti 

lizando prueba de hipdteeie (prueba de muestras indepen

dientes caso balanceado). 

Por prueba de hipdteeie asumimos que1 

Hipótesis nula 

Hipótesis alternativa 

la región critica la podemos encontrar en tablas de t• 

J para que la diferencia sea significativa: 

to < t~. 05 

U- l'OllWLAS lllPLiAD.lS 

" 
a) ledial J[ • 

l / 
-- > J[ n ... __ ~ 

¡:I 

b) Variancia 2 . ,. 
23 



e) Desviacidn est4ndar: 

ª. JT 
d) Brror eed.ndar de l• medial 

Ba •Si• -
8
--

e) Coeficiente de variac16nc 

c.v • 

f) Cálculo de to: 

io • (i - - )/Sd 
A Xs_ ---~,~-- --

to • 

g) Grados de libertad: 

" • nA • "B - 2 
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2),- 81 resultado de la prueba fue el eiguientel 

Cuando n ~ 100 

Por lo tanto se acepta la hip6tesis alternativa, se 

rechaza la hip6tesie nula y la diferencia es eignificat1 

va, 
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Cuando n s 10 (análisis por lote) 

• - 1.734 

to Ro. de Lote 

- 3.303 137-9-84 

- 1.334 5-2-85 

- 1.765 6-2-R5 

- 3.185 138-9-64 

:'" 2.236 182-10-84 

- 3.628 186-11-84 

- 7.253 181.-10-84 

- 4.287 184-11-84 

- 2.188 187-11-84 

- 1.738 17-3-85 

Por lo tanto de 10 lotes en 9 to ·<:: t~.05 
por•lo que ee acepta la hip6teeie a1teniativa. 
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CUAD!ll No l.- PARAMBT!llS ESTADI'3TICOS OBTENIDOS 

PARAMETfl) 
ESTADISTICO 

1 

2 
9 

a 

Ba 

c.v 

MET. PERDIDA POR 
SECADO AL YACIO 

100 

27 

MB'l'OOO DE KABL 
PISCHER 

100 

17.32 ~ 



CUAD!l> No 2.- l'ARAMETii'03 ESTADISTICOS FOR LOTE. 

LOTB 137-9-84 

iA • 3.676 

sA • 0.4818 

2 • = 0.2322 
A 

I.OTI 5-2-85 

iA • 3.641 

ªA • 0.2790 

2 
eA • 0.0778 

I.OTI 6-2-85 

iA • 3.376 

ªA • 0.3756 
2 

e.A. • 0.1411 

LOTE 138-9-84 

iA • 3.758 

eA • 0.6807 

2 
ªA • 0.4633 

28 

Xa • 4.818 

8B 11:: 0.9812 

2 
ªB • 0.9628 

~ .. 3.899 

iB • 4.621 

ªB ~ 0.520~ > 
2 ': ' 

ªI! ~ 0.2109 ' 



CUADII> No 3.- PARAr.ETWS ESTADISTICOS POR LO'l'B. 

LOT8 182-10-84 

xA == 3.667 

ªA• 0.7174 
2 

"A• 0.5146 

LOTB 

ªA = 0.4867 

2 
ªA,. 0.2369 

LOTS 181-10-84 

xA "' 3.033 

ªA = 0.1045 
2 

ªA. .. 0.0109 

LOTB 184-11-84 

x,. • ).402 

ªA • 0.41l40 

2 
ªA • 0.1632 

29 

~ • 4.335 

8s = 0.6142 

2 8B • 0.3773 



CUADll> No 4.- PA~BTll>S ESTADISTICOS POR LOTB, 

• 

LOTI 187-11-84 

ªA = 0.2704 

2 
sA • 0.0731 

LOH 17-3-85 

ªA • 0.2194 

2 
ª1 • 0.0481 

Mátodo P•rdida por 

vacio • (A) 

••todo de Karl Piecher • 

30 

xB a 4.367 

ªB ª 0.7425 

2 
0.5514 ªB .. 



V .- D I S C U S I O N 

Los resultados obtenidos con las dos t6cnicae emple! 

das (m6todo de Karl Pischer y m6todo de p~rdida por sec! 

do con aplicaci6n de vacío), muestran que existe una di

ferencia significativa entre ambos. 

Esto se deduce del reeul tado de le. prueba de hipóte-

sis donde to = - 8.28 resultó menor que la t• 1.96 

por lo que concluimos que las dos t6cnicas no eon esta

d{eticamente equi.alentes (13, 14, 15) y no se deben 

usar indietíntamente, Ade~ds en la prueba por lote tam

bién se demuestra lo anttlrior porque en 9 de 10 lotes se 
/ . 

cumple to '-... t 0 •05 • 

Al analiiar los parámetros estadísticos obtenidos P!! 

ra ambos mHodos (CUADRO No 1) se ve que la variabilidad 

de cada Ucnica se puede deteminar con la deeViaci.Sn ª.:l 

t'ndar, la cual se considera como una medida de la BY.AC

TITUD de las mediciones, {9, 10, 11), 

En el m6todo de p6rdida por secado con aplicación de 

vacío, esta desviación estándar es menor n.ue en el meto-

do de Karl Piecher, por lo que Be dice que estadística-

mente el de p6rdida por aecado es mde exacto, 

La PRICISION ea una medida del p,r~·do de concordanc-11\ 

entre las mediciones repetidas de una 11imna propieda<1, 

La repoticidn esta íntimamente relacionada con 18 dispe~ 

si6n de los resultados, siendo loa est&Hflticoa que •ie

te~ninan esta dispersión: la deaviacidn ~~t4ndRr y el 

coeficiente de variación, (13). 
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Observando estos parl.metros en el m•todo de p•rd.tda 

por secado con aplicacidn de vacío, son m4s peque~os que 

en •l de iCarl Piacher por lo que decimos que e e más P R8-

CI;io el primero. 

Bl coeficiente de variación (c.v), expresa en porcen 

taje la desviación del m6todo 1 as! permite comparar di

Yersas muestras entre si a pesar de que tengan mediaa 

diferentes (13, 18, 19). En la t~cnica de Karl Piacher 

eata deeviación ea je 17.32 ~ 1 en el de p•rdtda por se

cado ea de 14.02 ~ por lo que el pri~ero se desvía un 

3.3 ~ m&s que •l segundo. 

Bstos parémetros estadi Jticoe obtenidos indican que 

•l m6todo de pfrdida por secado con aplicacidn de vacío 

tiene menor variabilidad que •l de Karl Pischer. 

ue lo anterior el m6todo de Karl Pischer esta funda

mentado en una reacción qu!mica especifica entre el rea~ 

tivo utilizado 1 peque~aa tra&as de a¡ua de la muestra, 

(l, 4, 6, 8). Ahora •l m•todo de p6rdida por aecado, ea 

IUl m•todo no •U1 especifico. Be decir ei la muestra tie

ne otros componentes vol4tilee ademAa del agÚa, loa re

•uJ.tado1 se ven alterado• por •l incremento en •l valor 

de la humedad ruidual.. 

Lo anterior puede parecer contradictorio con loa re

auJ. tadoa obtenidos porque •l ~•todo de larl Piecher aten 

do m'a especifico tiene una ma7or variabilidad. 

Esto tal yez se deba a que exieten m's fuentes de va 

riaci6n1 
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1) Al agregar la muestras 

Cada vez que se agrega una muestra se tiene que des

tapar la cámara, l•:> que trae como consecuencia que se i!l 

troduzca cierta cantidad de humedad atmosf6rica. Esto p~ 

rece un error porque para agregar la muestra el aparato 

cuenta con l.Ul8S "cucharas" dise~adas especialmente para 

tal fin sin destapar la cámara; pero por el tipo de mue~ 

tra que se traba~a no ee puede hacer uso de ellas ya que 

los productos liofilizados poseen una estructura muy po

rosa, de ah! su facilidad de absorber humedad y retornar 

a su estado liquido, (2); por ~sto la muestra se adhiere 

casi totalmente a las par~des de dichas cucharas. Ademas 

seria otra ~peracidn más, lo que mantendría a ln muestra 

al contacto ~As prolongado con el medio ambiente. 

Bn el laboratorio de Control i'isicoqu!mico de la Pr.Q. 

ductora Nacional de Biol6gicoe Veterinarios, en un trab~ 

jo anterior a 6ste, trataron de corregir lo antes menci.Q. 

nado de la sipliente maneras determinaron la humedad at

mosf6rica que se introducía en la cámara cada vez que se 

agregaba la muestra. Es decir se hacia toda la operación 

de a~regar la muestra pero sin a~regarlR y se procedía 

s titular la humedad introducida. El promedio que obtu

vieron fue un gasto de 0.1 ml de reactivo de l<arl Pie

cher. Por lo que en cada titulación de una muestra pro

blema, al gaeto final de reactivo de Karl Pischer se l• 

restaba O.l 1111. 

33 



Lo anterior no deja de ser una mera aproximación PO! 

que no tomaron en cuenta el contenido de humedad del me

dio &111biente, asi como la concentrRcidn del reactivo de 

Karl Fischer (factor). Bsto seria v4lido si se controla

ra la humedad atmosf,rica 1 se determinara la cantidad 

en mg de agua que se introducía cada vez que se abriera 

la c~ara, asi tomando en cuenta el factor del reactivo 

en el momento de trabajar se detenninaria la cantidad de 

reactivo a restar. 

2) Detenninaci6n del factor de Karl Pischer, 

Otra fuente de variac~dn es el determinar el factor 

de Karl Pischer; la fonaa de obtenerlo (agregando una g2 

ta de agua cada vez, y por diferencia de peso obtener la 

cantidad de agua agregada), presenta el inconveniente de 

manejar pesos mu7 peque~os en los cuales una pequeaa va

riaci6n de ellos involucra un error significativo, 

5e han propuesto como estándares primarios hidratos 

cristalinos por lo que se podría hacer uso de ellos, asi 

tenemo~ al tartrato de sodio dihidratado, el cual conti! 

D8 te6ricemente 15.66 ~ de agua. 

Tambi•n se puede hacer ueo de microjeringas y consi

derar la densidad del agua para calcular el peso del .! 

gua agregada. Asimismo se puede pl'eparar una solución e! 

t&ndar de agua, agregando ·ap1'lximadB111ente 1 ml de agua 

exactamente pesado, en un matraz llforado de 100 ml y af2, 

r~r con metanol absoluto. 
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3) Humedad ataoef•rica. 

Una fuente de variacidn más, ea la humedad atmoaf'r!. 

ca; las condiciones ambientales son de gran importancia 

en este tipo de anAlieis. Lo ideal seria trabajar en un 

.. biente controlado, ya que durante la operacidn 7 por 

el tipo de muestra que se trabaja, ea muy factible la a~ 

eorcidn de humedad atmosflrica. 

Las condiciones en las que se recomienda trabajar es 

40 •de H.R como mtltimo 1 20°c, (16); 1 laa condiciones 

promedio bajo las cuales ee trabaj6 tueron1 54.2 ~ de 

H.R 1 19.eºc. 

Bn el m•todo de p'rdida por secado con aplicación de 

vacio existen menos fuentes de variacidn: 

1) Desecante usado. 

::ie debe controlar •l tipo de desecante usado, en es

te caeo se us6 3ILICA GEL con indicador de humedad. 

Cada ve& que e~ trabaja ee debe eecRr en la estufa 

porque •l enfriar la muestra desecada, al prepararla pa

ra pesarla, ee una posible fuente de error (2). Si la 

muestra esta m'e seca que el de .. cRnte, el agua pasan\ 

del desecante a la muestra¡ de aqui que ee te~ que ! 

aar un agente desecante er1ca& 7 mantenerlo siempre li

bre de humedad. 

35 



VI ·- e o " e L u s I o R B s 

1) Loe reeultados obtenidos en este trabajo indican 

que el m&todo de p&rdida por eecado con aplicación de ~ 

c!o es máe preciso 1 exacto que el m'todo de Karl Pis

cher, en las aliSlll&B condiciones ambientales de trabajo. 

2) lfmpleando prueba de hip6teeie, ee demuestra que 

no eon estad!Bticamente equivalentes, por lo que se con

clUJ• que no se deben usar indist{ntlll!lente en la determ1 

nación cuantitativa de hlll!ledad residual sn vncuna anti

r"'bica liofilizada. 

3) La diferencia en la media es de 0,74 ~ más alto 

en Karl Pischer que en p•rdida por secado con aplicaci6n 

de ncio. 

4) Algunas recomendaciones para trabajar cada m•to

do son las siguientes: 

llKTODO D8 URL PISCHBR 

a) DeterminRr cuidadosamente •l factor de Karl Pia

cher cada yez que se trabaje, 

b) U8ar otn>s est,ndar~a primarios para obtener el 

factor: 

- -:ulfaguimidinl'I (Codait}s contiene 7,76~ de agua, (16) 
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- Tartrato de eodio dihidratado, contiene 15.66 ~de a- . 

gua te6rice.mente, (l). 

c) Ce.mbiar constantemente lae trampas de humedad del 

aparato. 

d) Trabajar como m!ximo 3 muestras con una misma es

p4ttüa. 

e) Realizar lo mAs rápido posible las operaciones p~ 

ra exponer la muestra al medio ambiente el menor tiempo 

posible. 

f) Kvitar corrientes de aire, (no abrir puertas en 

el momento de trabajRr 7 evttar moVimiehtos bruscos), 

g) Usar guantes de hule, cubreboca 1 cubrepelo. 

•BTODO PERDIDA POR 3KCAOO COl'f APLICACION DB VAGIO. 

a) Cambiar o secar el desecante cada que se traba~e, 

tanto en la trampa de humedad del aparato como en el de

secador. 

b) Llevar un re~etro del peso de cada wto de loe P! 

eafiltroe. . r 

e) Utilizar una espAtula por muestra. 

d) Realizar todas las operacionee lo mAe r4pido que 

sea posible. 
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e) Bvitar corri~ntea de aire, (mantener la puerta 

cerrada 1 evitar movimientos bruscos en el momento de 

trabajar). 

t) Usar guantes de hule, cubreboca 1 cubrepelo. 
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VII .- B B S U M B N 

HBRlf.llDBZ ZUSIGA AGU3!IN.- "latudio eatadistico compa

rativo de doa 11hodo11 para determinar la humedad resi

dual. •n vacuna antirl'llbica liofilizada," 

Bajo la direcci6n des Q,P,B Mari.cela No6 Martinez 

1 K.v.z Laura Patricia No6 lartine&, 

Se compararon astadis~icamente utilizando pru.eba de 

hip6tesia loa resultados obtenidos en la determinaci6n 

cuantitativa de la humedad residual. en vacuna antirr6bi 

ca liofilizada, empleando loa m6todos de Karl Pi~cher 1 

de p6rdida por secado con aplicación d~ vac{o. 

A 200 muestras de 10 distintos lotes de p:roducci6n 

de vacuna antirrf.bica cepa Acatl'n elaborada en la Pro

ductora Nacional de Biológicos Veterinar1oe, se les de

tennin6 la humedad residual: 100 muestras por el m6todo 

de Kal'l. Piscber y 100 por p•r4tda por secado con aplic! 

cidn de ndo. 
tratando de que las condiciones ambientales de tra

bajo rueran laa miemas, cada vez se trab&ja:ron 10 muea

tl'lla por cada ••todo. 

La evaluación demoetr6 qua •l m•todo de p•rdida por 
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secado con aplicaci6n de vac{o es más preciso 1 exacto 

que •l de Karl Piecher. 

La prueba de bip6teeie demostrd que la diferencia 

entre loe resultados obtenidos por los dos m6todoe es 

significativa y por lo tanto no son estadísticamente •

qui,Yalentea por lo que no se deben ull&r indietintaaente 

en la determinaci6n de la humedad residual en Yacuna ae, 
ttrnlbica liofilir.ada. 
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