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Realizar un estudio estad{stico comparativo entre
los métodos para determinar la humedad residual, el de
Karl Pischer y el de pérdida por secado con aplicacién
de vac{fo, en vacuna antirrdbica liofilizada,




II.- I ¥ * R 0O D UCCTI O N

La rabia es una enfermedad infecciosa aguda y con un
degenlace fatal a4 1a cual son susceptibles todos los ang
rales de sangre caliente incluyendo al hombre. Bs causa-
da por un virus RNA de la familia de los Fhabdovirus, gé
nero Lyssavirus y que generalmente se transmite por mor-
dedura de animales enfermos, (21, 22, 23).

La rubia puede dividirse un tanto arbitrariamente en
rebis de las zonas urbanas y ratia de los animales sil-
vestresa. kn las zonas rurales donde el ganado vacuno y 9
tros animalea de granja son victimas fdciles de los qui-
répteros, més de 100 I00 bovinos sufren afo tras afo
mzuerts a causa del dJderriengue (rabia paral{tica); el
pa{s resiente por este concepto una pérdida econémica a-
nual de mAs de 200 millones de pesos,

La rabia de las zonas urbanas es principalmente
transmitida por perros aln cuando otras especies doméeti
cas, como el gato, pueden estar involucradas, Este tipo
de rabia representas un serio problema de salud pdblica
permanente que podr{amos resolver com un control adecua-
do. Este control se realiea principalmente mediante 1a
vacunacién tanto en el caso de la rabia urbana como en
la rural,



Actualmente en México se cuenta con la tecnclog{a a-
decuada para resolver el problema que representa la ra-
bia mediante 1a elaboracién de vacunas; un ejemplo es la
Productora Nacional de Biolégicos Veterinarios donde se
elabora vacuna antirrdbica cepa Acatlén, por el método
de cultivo de tejidos.

En loa productos biolégicos es 1la presencia de canti
dades importantes de agur lo que permite sus reacciones
quimicas, enzimiticas y eventuslmente fermentaciones bac
terianas y que entrafian, por lo mismo un riesgo de desna
turaligacién de las sustancias conservadas,

Sea cual fuere la duracién del proceao ( liofilica-
cién ) y las condiciones utilizadas en la misma, el pro-
ducto contiene cierta cantidad de agua no extrafda. Se a
costumbra denominarlas humedad residual y es de gran im-
portancia.

En efecto su porcentaje condiciona directamente el
tiempo de conservacién de la vacuna. A una elevada hums
dad residual correesponde un estado de gran sensibilidad
a las condiciones ambientales, dando perf{odos de conser-
vacidn muy cortos (poca estabilidad del prodlft.to). Por
el contrario la humedad residual mds baja implica el
riesgo de no ser compatible con el mantenimiento de 1la
vida de los microorganismos que se liofilizan.

Por 1o anterior observamos que para Asegurar una con
servacién éptima es bdsico definir con precisién el por-

centaje de humedad residual y en consecuencia disponer



de medios adecuados de control que garanticen esta medi-
cién.

Deade hace tiempo se ha tratado de encontrar técni-
cas que permitan 1la conservacién de productos por tiem-
pos prolongados. Se ha buscado ain cesar que un alimento
después de mucho tiempo conserve su sabor, color, aspec=
to y caracterfsticas nutritivas; que los virus y bacte-
rias conserven su actividad y viabilidad,

La desecacién se ha asocisdo con 1la mejor estabili-
dad de los productos, (20). La 1iofilizacién es un proce
30 multioperacional que tiene como resultado un sistema
estable partiendo de su estado Lfquido y a través de 1a
pérdida lenta del solvente o fase dispersante por conge-
lacién del sistema y a presién reducida, ase obtiens di-
cho siatema eatable.,

Los productos liofilizados se identifican por su al-
ta ligereza y su elevada porosidad, friabilidad e higros
copicidad., Eatos pueden ser almacenados adecuadamente
por largos perfodos aislados del oxfgeno, humedad y lue,
Ademds tienen la facilidad, por su estructura porosa de
absorber el solvente y retornar a su estado 1fquido,

Cuando se procura la estandarigacién de productos
biol8gicos liofilizados es dif{cil la correlaciédn de las
caracter{sticas bioldgicas y el contenido de humedad re-
sidual, debjido a la gran variedad de procedimientos que
han gido usados para estimarla, Sin embargo cuando la hu

medad es aquilatada de acuerdo a un mismo procedimiento



general de ensayo, oxisten frecuentemente ditferencins
qQue causan und gran variaciém en los resultados.

La determinacién de humedad residual en los9 produc-
tos bioldgicos es con frecuencie considerada como una de
las pruebas més sencillas de e jecutar y existe probable-
mente® muchas nds oportunidad para la variacién de resul-
tados que en cualquier otro ensayo. Varios tipos Jde prue
ba son cominmente empleados para estimar el contenido de
humedad de 1vs productos bioldgicos pero sin una csrtega
en 1.8 resul tados obtenidos,

Existe una gran variedad de técnicas que pueden taner
gran influencia en los resultados, (3); la seleccidn del
método depende de varios factores:
1.- Naturaleza del producto

2.- Porma en que se encuentra el agua
3.~ Cantidad de humedad presente

4.~ Rapider de la determinacién

5.~ Exactitud

6.~ Costo del equipo

Algunos de los métodos mds usados sont T
a.~- Método de Karl PFischer
b.~ Por calentariento con aplicacidn de vacio
c«- Por calentamiento directo
d.~- Belanzea de humedad
e.- For destilaciédn con un disolvente inmiscible
f.- Métodos indirectos (por medio de la densidad, indi-

ce de refraccién, conductividad, etc,)



A).- VALORACION POR BIL METODO DE KARL PISCHER

Bn 1935 Karl Pischer describié un método volumétrico
especifico para la determinacién del agua, (1, 4, 7). Bl
reactivo utilizado que desde entonces se conoce como
reactivo de Karl Pischer es una solucidn de yodo, diéxi-

do de azufre y piridina en metanol. La reaccién se deaa-
rrolla en dos pesos:

I2 + BCSHSN + 502 + H20 pram—— ZCSHSNOHI + 05H5N-SO3
* -
CSHSN-SO3 + CH30H Csﬂslﬂ SO‘CH3

La piridina ejerce algunas funciones importantes
que no se deducen inmediatamente de las scuaciones, La
primera reaccidén es reversidble y 1la piridina fuerza 1la
posicién de equilibrio hacia la derecha comdindndose con
el HI producido. La piridina también incrementa la esta-
bilidad del reactivo formando complejos de trmneferen-
cia de carga con yodo y diédxido de agufre, reducisndo
as{ la presifén de vapor de estas sustancias voldtiles.

El reactivo de Karl Pischer se estandariea por valo=-
racién con cantidades conocidas de agua. Bl agua 1{quida
es un estdndar satisfactorio. Se han propuesto como es-
tdndares primarios hidratos criatalinos, porque tienen
altos pesos equivalentes y no son voldtiles.

Se han ensayado muchas sustancias que han mostrado



ser satisfactorias, El compendio oficial establece al
tartrato de eodio dihidratado como eastdndar primario. Bl
contenido tedrico de esta sustancim es 15.66 % de agua.

5e puede localizar por diferentes maneras el punto
final de la valoracién de Karl Pischer. El reactivo acti
vo de Karl Pischer contiene yodo, el cual tisne un fuer-
te color marrén-rojizo. Bl reactivo consumido ( es decir
reactivo agotado por reaccidén con agua), ss amarillo ca-
nario, Esto posidilita valorar agua en una muestra (que
por lo genersl se disuelve en metanol, piridina o dioxa
no), con un punto final visual, Antes del punto final la
solucién e8 amarilla y después del punto final e} pri-
mer oxceso de reactivo activo confiere el caracter{stico
color rojizo del yodo a la solucién. Aungque el punto fi-
nal no destaca mucho, s bastante reproducible cuando se
emplea una solucién de comparacidn.

Se efectfia una valoracién fotométrica de Karl FPis-
cher midiendo 1a absorbancia de la solucién valorada, =a
525 n3, longitud de onda a la que @)l reactivo activo ab-
gorbe lug, pero no el reactivo coneumido, conforme se
adade el reactivo valorante a la disolucién. Se traza
una representacién de la absorbancia en funcién del volg
men del valorante. Antes del punto final, la absorbancia
permanece préxima a cero, pero rebasando aquél, se incre

menta linealmente con el volimen. La interseccién de las



dos 1lineas rectas se:diamla el punto final, La valoracidn
fotométrica suninistra mayor senmibilidad y preciridn
que la lograda con la deteccidn visual del punto final.

Cuando se han de analizar muchas muestras seme jantes
gran nimero de analistas qui{micos prefieren localisar el
punto final electrénicamente antes que el método visual
ya que la operacidén es susceptidle de seamiautomatizacidn
Fara ello se emplean dos electrodos de platino, A los
cuales se aplica un potencial hasta que un galvandmetro
registra cero con los electrodos inmersos en la disolu-
cién (aunque los dos electrodos pueden parecer idénticos
uno de ellos adopta el papel de elactrodo de referencia
y el otro de electrodo indicador). Cuando se a&lcanza el
punto final el primer pequeflo exceso de yodo en la solu-
cién causa un relativamente largo flujo de corriente,
con lo cual resulte uns larga defleccidn de la aguja del
grlvanémetro, Bsta forma de valoracién electrométrica se
ha 1lamado método del punto final “dead-mtop", porque se
valora 1a solucidn hasta que cambia la aguja del galvand
metro. Esta técnica es tan solo una relativamente tosca
veloracién smperométrica,

La valorucién electrométrica es aplicable en macro y
microescala, Es realmente adaptable al uso habitual y se
expenden aparatos comerciales que pueden terminar auto-
mdticamente la valoracidn.



La valoracidn de Karl Pischer es el médtodo elegido

para la determinacién de agua en la mayor{a de las mues
tras. Se disuelve la muestra en metanol, piridina o dio-
xano y se valora hasta el punto final, visual o electrd-
nicamente, con el reactivo estandarizado. Hay que tomar
precauciones especialas para excluir la humedad atmosfé-
rica del reactivo valorante y de la muestra., Es menester
una valoracién en blanco para corregir el agua en &l sol
vente, 51 se libera con dificultad el agua de la muestra
cabs echar mano de una valoracién por retroceso; se afa-
de un exceso de reactivo de Karl Pischer y se valora el
reactivo que no ha reaccionado por retroceso con Aagua es
tdndar en solucién de metanol. La valoracién de Karl Pig
cher suele dar en una muestra el agua libre as{ como 1la
enlazada, (1).



B) .- METODO PERDIDA POR SECADO CON APLICACION DLE VACIO

Quicas #1 método mds sencillo para determinAar el a-
gua contenida en un asflido sem el secado en la éstufa a
presién atmosférica, a 100-150°C, hasta que se elcantza
6l peso conetante. La pérdida de peso de la muestra se a
tribuye a la pérdida de agua. Se puede medir tanto el a
gua libre como la enlatada. Es necesario buscar por cada
compuesto la temperatura apropiada y el perfodo requerido
de secado pars desalojar toda el agua. Algunos hidratos
compuestos son muy resistentes a la completa expulsidn
del agua por secado a la estufa,

3i 1a muestra eg 14bil al calor, también puede some-
terse al secado en la estufa, si se reduce la presién.
Eato naturelmente tiene el efecto de disminuir el punto
de ebullicién del agua por 1o que se utilizard una tempe-
ratura méds baja en el proceso de secado, Se dispone de eg
tufas de vac{o para este propésito. Habitualmente también
se smplean otros medios en el laboratorio para el secado
a presién reducida. Una pistola de secado (llamada asimis
mo "pistols de AbderHalden"), es un aparato de vidrio di=
sefiado pars permitir a la muestra sstar encerrada en una
cédmaras de vacfo, que se calienta por el vapor de un 1{quj
do a reflujo. Se establece la tesperatura de 1a cAsara me
diante 1a seleccidén del 1{quido que hierve,
Bl wacfo lo proporciona una bomba de vacfo rotatoria de

10



aceite, Ji el secado & la presién reducida y a temperatu
ra ambtente es suficiente pars la separacidédn completa
del agus, un desecador de vecio es el aparato mis senct
110 para é4nte propdsito. Se coloca un deaecador y en su
parte inferior un desecants para que absorba la humedad;
entre los me jores desecantes se sncuentrai perclorato de
magnesio anh{dro (Denydrita), el sulfato de calcio anhf-
dro (Drierita), el pentéxido de féaforo. Una bomba produ
ce o1 vacfo. 5i la muestra contiene considerable canti.
dad de agua, resulta adecunda una accidn bombeants soate
nida para liberar al desecador de vapor de agua. S5e ha
de interponer acetona helada seca entre el desecador y
la bomba pare evitar el paso de agusa dentro de la bdomba
o de los vapores quimicos de la bomba de aceite dentro
del desecador. Cuando 1a muestrsa Gnicamente contiene tra
zas de humedad, tal ver baste con decarrcllar un vacio
en el desecador y luego cerrarlo hasta que el desecante
hays absorbido todo el agua, (1).

Es importante apreciar la naturaleza del proceso de
secado segln la influencia de la presién reducida, Hste
proceso cabe describirlo como una aproximacidn al equil}
brioc, el cual se alcanta cusndo la presién parcial del
agua es 1a misma en todas las partes del sistema. As{ en
las etapas iniciales de un secado por desecacidn 1a pre
sién parcial del vapor de agua de la muestra es bastante
mayor gue sobre el desecante,

11



III.-MBETODOLOGTIA

A) .- BATBRIAL Y BQUIPO,

Se trabajaron 200 muestras de vacuna antirrdbica 1lio
filizada de 1) lotes distintos (PRONABIVE)., A 100 zuea-
tras se leas determind la humedad residual por el método
de Karl Pischer y a las 100 restantes por el método Qe
pérdida por secedo con aplicacién de vacfo.

Bn todos los casos 1as muestras se trabajaron el mis
mo dfa por ambos métodos (10 muestras cada vez por cada
método), de esta forma se tratsd de eastandariezar las con-

diciones de trabajo para evitar variaciones ambientales,

MATERIAL MATERIAL BIOLOGICO

- Espétulas - Vacuna antirrdbica liofili
- Pepafiltros zada cepa Acatlén

- Desecador

- Crondmetmm

- Jeringa de insulina

- Guantes de cirujano
= Cubreboca

= Cubrepelo

REACTIVOS
- Alcohol metflico
- Reactivo de Karl Pischer

12,".”



£QU1 PO

- Brlanza anal{tica

- Pitulador semiautomdtico Karl Pischer, marca METRO
OHM MOD, E-551

- Aparato para medir humsdad por pérdida por sacado con
aplicacién de vacfo, marca EIKD MOD, MD-l

- Bomba de vac{o (Handy-Vac), marca NAKAMURA SEISAKUSHO

B).- TECNICA P/DETER*INAR HUMBDAD I'OR KARL PISTHER

1.- Titulacién dal disolvente.

Se utilizé como disolvente alcohol met{lico; se colp
caron 20 ml. en la vasija de pruaba a través de la bure-
ta corres,ondiente y se tituld con el reactivo de Karl
Pischer adicionando pequefios voltmenes hasta alcanzar e} -
punto final de la titulacién, 8l cual se obtiene cuando
1la aguja que indica el porcentaje de microamperes alcan-
za una lectura de 60 a 80 $ y permanece estable por es-
pacio de 25 a 30 segundos.

2.- Obtencién del factor de Karl Pischer,

38 colocd agua destilada en 1a jeringa de insulina y
a8 pesd en la bhalanta analftica. Agregamos una gota de
agua en la vasija de prueba que contenia alcohol met{li-
co neutralizgado y titulamos el agua adicionando pequeiios
voldmenes del reactivo hasta alcanzar el punto final de
la titulacién como se indicé anteriormente. Por diferen-
cia de peso obtuvimos 1la cantidad de agua agregauda.

13



CALCULOSs

PACTOR DE K.P. = ---aeerof2.d01 8gus (7g)
Consumo de reactivo (ml)

3.~ Determinacidén de la humedad de la muestrs.

Por tratarse de un producto 1iofilirado y fdcilmente
higroscépico, el peso de 1a mueatra por analizar se obtu
vo por diferencia de peso segln 1las siguientes indicacig
ness
a) Desprendimos cuidadosamente la retapa de aluminio pa-
ra svitar remover el tapén de hule del frasco que conte-
nfa 1a muestra. Se destap$ ligers y rdpidamente el fras-
co para eliminar el vacfo y en astas condiciones se pend
o1 frasco.

b) Abrimos el frasco répidamente y con una espdtula se
corté en cuatro partes la "pastilla® (muestra), vaciando
directamente dentro de la vasija, (100-150 mg). Pesamos
nuevamente el frasco.

¢) Pitulacién de 1a muestra. La muestra depositada den-
tro de 1a vasija (con metanol previamente neutraligada
1a humedad en 61), se homogeneizd por medio del agitador
magnético y a continuaciédn afadimos pequeMos volfimenes

del reactivo hasta alcancar el punto final de la titula-
cién.

14



CALCULOS:

€ do humedad = -‘Zi_d¢ R.K.P)(F)
" peso muestra (mg)

x 100

donde?

P = Pactor de Karl Pischer (mg de agus/ml)

R.K.P = Reactivo de Karl PFischer

peso de 1a muestra = (peso del frasco con muestra) - (pe

so del frasco después de agregar la muestra)

C).~ TBCNICA P/DETERMINAR HUMEDAD POR PERDIDA POR SECADO
CON APLICACION DR VACIO.

1.- lavado y secado del material.

Se lavaron perfectamente los pesafiltros con agua,
jabén y después con alcohol y se metieron a la sstufa a
195°C durante una hora, enseguida se pasaron al deseca-
dor y se dejaron enfriar (30 minutos).

fYeosamos el pesafiltro vac{o y agregamos la muestra
previamente pulverizada (100 - 200 mg) dentro de ésate.

Se pesf nuevamente. Colocamos el pesafiltro con muestra
dentro del desecador.

2.~ Manejo del aparato.

a) Se verificé que estuvieran cerrados los siguientec bo
tones!

- de vacfo

~ de la cmara

15



b) Encendimos el botdn de la temperntura y selecciona-

mos la temperatura de trabajo (60°C).

¢) Pasamos 1a 1lave de PODER a la posicidn pre-calsnta-

miento. Cuando el aparato alcanza la temperatura de tra-
bajo suena una alarma en ese momento apagamos el botén

de la temperatura,

d4) Je pusieron los pesafiltroa con muestra y destapados

dentro de la cAmara y la cerramos.

o) Pasamos 1la 1llave de PODER a evacuacidédn (EVAC),

f) Abrimos la llave de vacfo y cerramos el botdn de aéggyfi'f TR

ridad del aparato.

g) Bncendimos la bomba de vacfo. -
h) Besperamos que el vacf{o alcanzara 1 TORR y aergaﬁfrold
por espacio de 1 a 2 minutos, i    “

1) 3e program$ el tiempo requerido para 1a prueba (3 ho-
ras).

J) Pasamos 1a llave de PODSR a AUTO y esperamos lua 3 hg
ras de la prueba hasta que suena la alarma. Durante este
tiempo controlamos el vacfo.

k) Pasamos 1a llave de AUTO a evacuacién,

1) Cerranos la llave de vacio y abrimos el botén de segu
ridad del aparato para evitar que el aceite sea succionp
do hacia 61. Apagamos 1a bomba de vacio.

m) Apagamos la llave de PODER,

n) Controlamos 1la entrada de aire a la cAmara, poco a po
co por espacio de 30 a 45 minutos.

o) Abrimos la cdmara y tapamos rdpidamente los pesafil-

tros, los pasamos al desacador y los dejamos de 15-30 min

16



p) Se pesaron los pesafiltros para determinar el peso
perdido. ‘ ' ' oo ‘

CALCULOS:

% de hunedad = ——g--é?'x‘iod}f~‘f

donde:
A = peso perdido en el secado = (peso del pesafiltro con

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

B = Feso de 1a muestra = (peso del pesafiltro con mues-

tra hfmeda) - (peso del pesafiltro sin muestra).

T



IV.- RBESULTADOS

A).- Los resultados obtenidos en porcentaje de humedad

residual por cada muestra, fueron los siguientess

METOLO PRRDIDA POR SECANO
CON _APLICACION DE VACIO ¥BTODO DE RARL PFI3CHER

LOTEs 137-9-84

3,76 % 332 ¢
4,61 % o 406 %
3.54 % o sa3g
3.47 % 5.59 %
3.39 % U se2 %
2.88 % 3.52 %
3.1 % S sass
3.93 ¢ BT U 3.90 %
4.16 % e 5.80 %
371 % e : 5.69 %

LOTE: 5-2-85

3.80 % 3.23 %
3.36 ¢ 4.13 %
3.53 % 4.00 %
3.97 % 3.3 ¢
4,04 % 372 4
3.38 4 3.95 4
3.3 % 4.93 %
372 % 4,25 4
3.0 % 3.20 %

337 ¢ 18 4,25 4



LOTEs 6-2-8%
3.85 ¢
3.07 %
3.83 %
2.1 %
3.20 ¢
3.39 ¢
3.77 ¢
3.10 %
3.6 %
3.15 %

LOTE: 138-9-84

W
oo
=2}

RS

4.67
3.23
4.26
3.44
3.03
3.79
3.9
3.05

M A A A A A AR

F
°

0
o
n

19

.35 4
3.20 &
R )
3.36 %
3.98 %
4.30 4
3.28 %
3.68 %
3.46 %
4.59 %

5.32 %
3.98
3.86 %
4,44 %
4,99 %
4,72 %
5.35 %
4.66 %
4,14 ¢
4.75 ¢



LOTB: 182-10-84
2.67 %
4,66 %
4,00 %
4,05 %
2,55 %
314 8
4,16 %
333 8
4.38 %
3.73 %

LOTB: 186-11-84
4,33
4,21
3.51
3.62
4.24
4.45
3.53
j.ag %
3.75 %
4.65 %

M A A R A Y. A
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4.,3) ¢
3.3 ¢
3.65 %
4.64 %
5.05 %

4,73 %

3.95 %

4.60 %
j.Bg « .

5.3 £

5.61 %
4.82 4

4.78 #

5.26 %

5.30 %
4,04 4
3.79 %

S RIET
5,09 %



LOTB: 181-10-84
3.03 %
2.88 ¢
2.96 %
3.03 %
2.95 £
3.07 %
3.10 %
J.25 %
3.10 %
2,96 %

LOTE: 184-11-84
Jas g
3.50 %
2,54 %
3.94 %
3
3.53 %
3.01 %
RPS AT
3.46 %
g

21

4.24 %
4.33 4
4,15 £
3.62 %
4,12 %
4,52 4
3.90 %
4.31 ¢

5.0
4,22 %

3,398
417 %

4,56 %

4.66 %
4.90 ¢
5.95 €
4.75 ¢
4.20 8
5.34 ¢




LOTE: 187-11-84
3.29 4
3.66 %
4,02 %
4,05 %
3.84 %
4,01 %
3.48 %
3.98 ¢
3.17 %
410 ¢

LOTE: 17-3-85
3.05 ¢
3.20 ¢
3.07 ¢
J.26 %
J.23 ¢4
j.a g
3.5 %
3,33 ¢4
3.5 %
3.18 ¢
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315 %
5.16 %
3.56 %
4.13 %
4.40 %
5.77 %
4,11 %
4.83 %
3.39 %
4,57 %

2.43 %
4.16 £
3 g
4.12 %
3.78 %
3.68 %
3.95 %
3.42 %
3.4 %
3.54 %



B).— COMPARACION ESTADISTICA

Con el fin de demostrar si los métodos son estadist}
camente equivalentes pars la determinacidn cuantitativa
de la humedad residual, se compararon sus resultados utj
- 1lizando prueba de hipétesis (prueha de muestras indepen-

dientes caso balanceado).

Por prueba de hipdtesis asumimos que!

/\.{A = M 1 Hipdtesis nula
/uA < M B HipStesis alternativa

1la regién cri{tica la podemos encontrar en tablas de *

y para que la diferencia sea significativa:

to < t;.os

1)- PORMULAS EMPLEADAS

1 / .
o x

i
[ ]

a) Medias

b) Variancia 8 =

2



c¢) Desviacién esténdar:

d) Brror estdndar de 1i;u§di;iZ[H Vx

Ba - SX =

¢) Coeficiente de variaciéns

{

f) Célculo de tot:

g) Grados de 1libertad:



2).~ El resultado de la prusba fue el sigulente:

Cuando n = 100

Por lo tanto se acepta la hipdétesis alternativa, ge
rechaza 1a hipftesis nula y la diferencia es significaﬁi

va,



Cuando n = 10 (andlisis por loto);,!,n,vhj:_,_ ERE

- 1.734

%.0s *

to No. de Lote
- 3.303 137-9-84
- 1.334 5-2-85

- 1.765 6-2-85

- 3.185 138-9-84
- 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

.
0.05

por-10 que se acepta la hipdtesis alternativa.
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CUADRD No 1.-

PARAMETROS ESTADISTICOS OBTENIDOS

PARAMETRO MBET, PBRDIDA POR METODO DE KARIL
ESTADI STICO SECADO AL VACIO PISCHER
" 100 190 e

g




CUADHD No 2.- PARAMETRO3 ESTADISTICOS POR LOTE.

LOTE 137-9-84

x, = 3.676 x; = 4.818

s, = 0.4818 ay = 0.9812

ai = 0,2322 s: . 0.9628

LOTB 5-2-85

X, = 3.641 T

8 " 0.2790 sy = 0.5444 .
’i = 0,0778 éﬁ‘,>o;ags47-*' br
LOTE 6-2-85

x, = 3.376

8, = 0.3756

2
s, = 0.1411

LOTE 138-9-84

x, = 3.758
s, = 0.6807

82 = 0.4633




CUADRO No 3.- PARAMETROS BSTADISTICOS POR LOTE.

LOTE 182-10-824

X, = 3.667 Xy = 4.335
s, = 0.7174 8 = 0.6142
2 2

s, = 0.5146 85 = 0.3773

LOTR 186-11-84:

8, = 0.486’.77 38.06021
o2 = 0.2359 ’

~;é§_f1°r3533

LOTE 181-10-84

X, = 3.033

8, = 0.1045

n P

8y = 0.0109

LOTE 184-11-84

X, = 3.402

SA = 0.‘040

si - 0.1632




CUADRO No 4.- PARAMBTROS ESTADISTICOS POR LOTE.

LOTE 187-11-84

%, = 3.82 %y = 4.367
SA = 00,2704 BB = 0,7425
si - 0.0731 2 = 0.5514

BB f

LOTE 17-3-85

X, =3.279
s, = 0.2194

* Método Pérdida por secaddbcod_gp
vacio = (A) o

Método de Karl Pischer = (B)l*
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos con las dos técnicas emplea
das (método de Karl Pischer y método de pérdida por seca
do con aplicacién de vacfo), muestran que existe una di=
ferencia significativa entre ambos,

Bsto se deduce del resultado de le prueba de hipdte-
sie donde to = - B.28 resultd menor que la t* = - 1,96
por lo que concluimos que las dos técnicas no son esta~
df{sticamente equivalentes (13, 14, 15) y no se deben
usar indist{ntamente, Adenés en la prueba por lote tam-
bién se demuestra lo anterior porque en 9 de 10 lotes se
cumple to tB.OS'

Al analirvar los pardmetros estadfsticos obtenidos pa
ra ambos métodos (CUADRO No 1) se ve que la variabilidad

de cada técnice se puede deterninar con la desviacidn es

t&ndar, la cual se considera como una medida de la 3YAC-. .

PITUD de las mediciones, (9, 10, 11).

Bn el método de pérdida por secado con aplicecidén de
vacio, eata desviacién estdndar es menor cque en el meto-
do de Karl Piacher, por lo que ee dice que estad{stica-
mente el de pérdida por secado es mAs exacto.

La PRECISION @5 una medida del pgrazdo de concordancia
entre 1las mediciones repetidas de una misna propiedad.
La repeticién esta {ntimamente relacionada con 1la disper
8ién de los resultados, siendo los eata:if{aticos que de-
terminan esta dispergién: la desviacidn estdndar y el
coeficiente de variacidédn, (13).

i1
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Observando estos pardmetros en el método de pérdida
por secado con aplicacién de vac{o, son mds pequeilos que
en el de Karl Pischer por lo que decimos que es mids PRE-
CI30 el primervo,

Bl coeficiente de variacién (C.V), expresa en porcen
taje la desviacidén del método y as{ permite comparar di-
versas muestras entre s{ a pesar de que tengan medias
diferentes (13, 18, 19). En 1la técnica de Karl Piecher
esta desviacién es d¢ 17.32 £ y en el de pérdida por ase-
cado 68 de 14,02 ¥ por lo que el primero se desvia un
3.3 % mda que el segundo.

BEstos pardmetrvs estad{iticos obtenidos indican que
el método de pérdida por secado con aplicacién de vacfo
tiene menor varjabilidad que el de Karl Pischer.

Ue 1o anterior el método de Karl Piacher esta funda-
mentado en una reaccién quimica especifica entre el reac
tivo utilizado y pequeiime tragas de agua de la muestra,
(1, 4, 6, 8). Anora el método de pérdida por secado, es
un método no muy especifico., Es decir si la muestra tie-
ne otros componentes voldtiles ademfs del agua, los re-
sultados se ven alterados por el incremento en el valor
de 1a humedad residual.

Lo anterior puede parecer contradictorio con los re-
sultados obtenidos porque el método de Karl Pischer aien
do més espec{fico tiene una mayor variabilidad,

Bsto tal vez se deba & que exiaten mds fuentes de va
riacidn:
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1) Al agregar 1a muestras:

Cada ver que se agrega una muestra se tiene que des-
tapar 1la cdmara, 1o que trae como consecuencia que se in
troduzca cierta cantidad de humedad atmosférica. Esto pa
I'éCé un error porqué para agregar la muestra el aparato
cuenta con unas "cucharas"® diseiadas especialmente para
tal fin sin destapar 1a cédmara; pero por el tipo de mues
tra que ge trabaja no se puede hacer uso de ellas ya que
los productos liofilizados poseen una estructursa muy po-
rosa, de ah{ su facilidad de absorber humedad y retormar
a gu estado 1{quido, (2); por ésto la muestra se adhiere
casi totalmente a 1as parvdes de dichas cucharas, Ademas
seria otra osperacifn mds, 1o que mantendr{a a la& muestra
al contacto nfs prolongado con el medio ambiente,

Bn el laboratorio de Control Fisicoquimico de la Pro
ductora Nacional de Bioldgicoe Veterinarios, en un traba
jo anterior a éste, trataron de corregir lo antes mencio
nado de la siguiente maneras determinaron la humedad at-
moaférica que se introduc{a en la cAmara cada vez que se
agregaba la muestra. Es decir se haci{a toda la operacién
de agregar 1a muestra pero sin agregarla y se proced{a
a titular la humedad introducida. El rcromedio que obtu-
vieron fue un gasto de 0,1 ml de reactivo de Karl PMis-
cher, Por lo que en cada titulacién de una muestra pro-
blema, al gasto final de reactivo de Karl Pischer se le
restaba 3.1 ml.

3}



Lo anterior no deja de ser una mera aproximacién por
que no tomaron en cuenta el contenido de humedad de) me-
dio ambiente, asfi como la concentracidén del reactivo de
Karl Fischer (factor). Esto serfa vdlido si se controla-
ra l1a humedad atmosférica y se determinara 1la cantidad
en mg de agua que se introduc{a cada vez que se abriera
la cdmara, as{ +tomando en cuenta el factor del reactivo
en ol momento de traba jar se determinarfa la cantidad de
reactivo a restar,

2) Determinacién del factor de Karl Pischer,

Otra fuente de variacién es el determinar el factor
de Karl Pischer; 1a forma de obtenerlo (egregando una go
ta de agua cada veg, y por diferencia de peso obtener 1la
cantidad de agua agregada), presenta el inconveniente de
mane jar pesos muy pequefios en 1os cusales una pequeda va-
riacién de el1lo9 involucra un error significativo,

Se han propuesto como estdndares primarios hidratoes
eristalinos por lo que se podr{a hacer uso de ellos, az{
tenémos al tartrato de sodio dihidratado, el cual contie
ne teSricamente 15.66 % de agua.

Tanbién se puede hacer uso de microjeringas y consi-
derar la densidad del agua para calcular el peso del a
guA agregada. Asimismo se pusde preparar una solucifn eg
téndar de agua, agregando aproximadamente 1 ml de agua
exactamente pesado, en un matrarz aforado de 100 ml y afo

rir con metanol absoluto.
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3) Humedad atmosférica.

Una fuente de variacién mds, es la humedad atmosféri
ca; las condiciones ambientales son de gran importancia
en este tipo de andlisis, Lo ideal serfa trabajar en un
asbiente controlado, ya que durante 1la operacién y por
8l tipo de muestra que se trabaja, es muy factible 1la adb
sorcién de humedad atmosférica.

las condiciones en 1as que se recomienda trabajar es
40 % de H.R como méximo y 20°c, (16); y las condiciones
promedio bajo las cuales se trabajé fueron: 54.2 € de
H.R y 19.8°C,

Bn el método de pérdida por secado con aplicacién de
vac{o existen menos fuentes de variacién:
1) Desecante usado,

Se debe controlar el tipo de desecante usado, en es-
te caso se usé SILICA GEL con indicador de humedad.

Cada ver que sa trabaja se debe secar en 1la estufa
porque al enfriar la muestra keeecadc, &l prepararla pa-
ra pesarla, es una posible fuente de error (2). Si 1la
muestra esta més seca que el degecante, ) agua pasard
del desecante a la muestra; de aquf que se tenga que u
sar un agente desecante eficaz y mantenerlo siempre li-
bre de huredad,
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Vi.- CONCLUSIONES

1) Los resultados obtenidos en este trabajo indican
que el método de pdrdida por secado con aplicacién de va
c{o ea més preciso y exacto que el método de Karl Pis-

cher, en las mismas condiciones ambientales de trabajo.

2) Rmpleando prueba de hipbtesia, se demuestra que
no son estad{eticamente equivalentes, por lo que se con-
cluye que no se deben usar indist{ntamente en 1a determji
nacidn cuantitativa de humedad residual en vocuna anti-
rrébica liofilirada,

3) La diferencia en 1a media es de 0.74 % més alto
en Karl Pischer que en pérdida por secado con aplicacidén
de vacfo.

4) Algunas recomendaciones para trabajar cada méto-
4o son las siguientes:

MBTODO DB XARL FPISCHBR

a) Determinar cuidadosamente el factor de Karl Pis-

cher cada veg que se trabaje.

b) Usar otros eatdndares primarios para obtener el
factor:

-~ Sulfaguanidina (Codex); contiene 7.76% de agua, (16)
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- Tartrato de sodio dihidratado, contiene 15,66 £ de a-
gua tedricamente, (1).

¢) Cambiar constantemente las trampas de humedad del
aparato.

d) Trabajar como mAximo 3 muestras con una misma es-
pitula.

e) Realizar 1o més rdpido posible las operaciones pa
ra exponer la muestra al medio ambiente el menor tiempo
posibdle,

f) Bvitar corrientes de aire, (no abrir puertas en
el momento de trabajar y evitar movimiehtos bruscos),

8) Usar guantes de hule, cubreboca y cubrepelo.

METODO PEADIDA POR 3KCADO CON APLICACION DE VACIO,

a) Cambiar o secar el desecante cada que se trabaje,

tanto en la trampa de humedad del aparato como en el de-
secador.

b) Llevar un registro del peso de cada uno de 108 pe
a“iltmﬂo

.

¢) Utilizar una espAtule por muestra.

d) Realizar todas las operaciones lo mde rdpido que
sea posible,

kY



e) Bvitar corrientes de aire, (mantener la puerta
cerrada y evitar movimientos bruscos en el momento de
trabajar).

f) Usar guantes de hule, cubreboca y cubrepelo.




ViII.-. R BE S U » B N

HERNANDBZ ZURIGA AGUSTIN.- "Estudio estadfstico compa-
rativo de dos métodos para determinar la humedad resi-
dual en vacuna antirrdbica 1iofilizada,"

Bajo 1la direccién de: Q.F.B MWaricela Noé Mart{nez
y E.V.Z Laura Patricia Noé Martinee,

Se compararon estad{s‘icamente utilizando prueba de
hipétesis los resultados obtenidos en la determinacién
cuantitativa de la humedad residual en vacuna antirrébj
ca 1liofilizada, empleando los métodoa de Karl Pischer y
de pérdida por secado con aplicacién de vacfo.

A 200 muestras de 10 distintos lotes de produccién
de vacuna antirrdbica cepa Acatlén elaborada en la Pro-
ductora Nacional de Biolégicos Veterinarios, se les de-
termind la humedad residual: 100 muestras por el método
de Karl Pischer y 100 por pérdida por secado con aplica
cién de vacfo.

Tratando de que las condiciones ambientales de tra-
bajo fueran las misnans, cada ver se trabajaron 10 mues-
tms por cada método.

La evaluacién demostrd quo el método de pérdida por
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secado con aplicacién de vacfo es més preciso y exacto
que el de Karl Pischer,

La prueba de hipStemis demoatrd que la diferencia
entre l1os resultados obtenidos por los dos métodos es
significativa y por lo tanto no son estad{sticamente e-
quivalentes por lo que no se deben usar indistintamente
on la determinacién de la humedad residusl en vacuna an
tirrdbica liofilizada.
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